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La angiotensina I bumana (AT;) aumenta significa-
tivamente la corriente de cortocircuito (CCC) y la
permeabilidad osmotica (P,,) en piel aislada de
sapo en concentraciones altas (10=% a 10—°M)
cuando es agregada al lado dérmico de la prel, Los
efectos sobre la CCC son variables mientras que los
efectos sobre la B, tienen mejor reproducibilidad.
En el rifion aislado del sapo la AT; (0,4.10—4M)
perfundida por la vena porta renal aumenta en for-
ma variable la reabsorcion de Na* y de HyO vy dis-
minuye la filtracion glomerular. Los efectos en
piel de sapo mno pudieron ser bloqueados conm
SQ 20881 (10—¢ y 5.10—°M) vy los efectos en ri-
Aon tampoco con SQ 14225 (2,2.10—°M), inbibi-
dor que carecio de efectos sobre la funcion renal
La bilirrubina no conjugada, que tiene efecto inbi-
bidor sobre la enzima de conversion en concentra-
ciones elevadas (3.10—4*M), tampoco modifico la
respuesta de la P, a la AT;; en cambio, un blo-
queador competitivo de la angiotensina II, la
8-Leu-angiotensina Il, fue efectwo. Los presentes
resultados sugieren uma accion directa de la AT,
sobre los mecanismos de transporte de sodio y de
agua y su accion vascular glomerular, y apoyan la
bipotesis de la existencia de un receptor comun a
ambas angiotensinas en los epitelios de transporte

de anfibios.

La angiotensina I (AT;) produce en los tejidos
efectos que han sido atribuidos a la existencia en
los mismos de la enzima de conversion, generado-
ra de la angiotensina Il (ATy).! Recientemente, el
uso de inhibidores de la enzima de conversion ha
permitido atribuir a la AT; funciones propias y
diferentes de las reconocidas para la AT;;.%>3 La
ATy, por otra parte, participaria en la regulacion
de la reabsorcion de sodio y de agua mediante

efectos tubulares directos, punto de vista que se |

apoya en experiencias realizadas en nuestro labora-
torio en tejidos de anfibios. 3 Estos efectos po-
drian explicar resultados obtenidos en otros siste-
mas, entre ellos el rinon del perro, mediante el uso
de inhibidores de la enzima de conversion, tanto pa-
ra la reabsorcion de sodio como para la de agua.7

Por estas razones consideramos que era intere-
sante estudiar los posibles efectos de la ATy en mo-
delos de transporte de sodio y de agua como el
rifnon aislado y la piel de los sapos Bufo arenarum
chaguar y platensis,® en los que la ATy produce
efectos natrifericos e hidrosmoticos.” 11

MATERIAL Y METODO
Se utilizaron sapos Bufo arenarum (exclusivamente

- machos para los experimentos en rindn) que fueron

inmovilizados por destruccion encefalomedular,
procediéndose luego de la siguiente manera.

Medicion de la reabsorcion de sodio y de agua
en rivion aislado

Los detalles de esta técnica han sido previamente
descriptos y consisten en perfundir Ringer con in-
sulina o creatinina por un catéter implantado en
la aorta y a través de la vena porta renal de cada
rinon (uno es usado como control, por el otro se
perfunde la AT).”12 La filtracion glomerular
(FM) se calcula a partir de la insulina o creatinina
y la reabsorcion de sodio y de agua en porcentaje
de la cantidad filtrada. El sodio es medido por fo-
tometria de llama y el volumen de orina por pesa-
da. E] diseno experimental permite usar un doble
control: después de un primer periodo de 20 minu-
tos se procede a perfundir en uno de los rinones
(E) AT, quedando el otro rindn como control.
Después de un periodo de 20 minutos de recupera-
cion se procede a realizar un segundo periodo ex-
perimental en presencia de un inhibidor, usando
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el riiéon no perfundido previamente con ATy para
evitar posibles fenomenos de taquifilaxia. La dife-
rencia entre el periodo experimental y el control
del mismo rinon se compara con la diferencia obte-
nida en los mismos periodos del rinon que ha que-
dado de control usando una prueba de “t” para
muestras apareadas.

Medicion del transporte activo de sodio

El transporte activo de sodio es medido a partir
del llamado meétodo de la corriente de cortocir-
cuito (CCC) de Ussing y Zerahn.1®> La técnica
consiste en montar la piel alisada como diafragma
entre dos camaras de acrilico banadas por 3 6 5 ml
de Ringer en el que se hace burbujear aire.

El transporte de sodio origina una diferencia de
potencial que se mide en milivoltios (mV) y una
corriente (CCC) que se mide en uA.cm~—2 median-
te un aparato automatico de 8 canales conecta-
do al bano de Ringer de cada camara por puen-
tes de agar-Ringer y electrodos de calomel.14

El diseno experimental permite la aplicacion de
la prueba de ‘‘t”” para muestras apareadas usando-
se tres trozos de piel abdominal inferior, uno que
permanece como control durante todo el experi-
mento, otro en el cual se agrega la AT; y un ter-
cero al cual se agrega un agente inhibidor antes del
agregado del péptido. En todos los casos los agen-
tes son anadidos en un pequeno volumen al lado
dérmico de la preparacion.

Con ciertas reservas, derivadas de la observacion
realizada en nuestro laboratorio sobre la existencia
de transporte de Cl™ en determinadas épocas del
ano, puede aceptarse que la CCC es un exponente
del transporte activo de sodio en la piel aislada del
sapo.13

Debido a que las pieles, aun proviniendo del mis-
mo animal, pueden presentar diferencias en la CCC,
los valores son expresados en cocientes referidos
a la primera lectura control de cada piel (CCCy/
CCCo).

Medicion de la permeabilidad osmotica (Pygy )

Este método, muy usado, consiste en montar la
piel ventral del sapo como diafragma en un tubo,
colocindose luego Ringer diluido en el interior
(superficie epidérmica) y Ringer 1sotonico en el
exterior (superficie dérmica).1® El agua pasa al
exterior y la pérdida de peso es medida en una
balanza (0,1 mg) en periodos de 20 minutos. Lue-
go de un periodo de equilibracion se procede a
realizar mediciones control que preceden al perio-
do experimental en el cual se agrega el agente al
bafio dérmico. Como en el caso de la CCC se ob-

tienen tres trozos de piel abdominal inferior, usan-

dose una de ellas como control durante todo el
experimento y las otras dos (mitades pélvicas
simétricas) para probar la AT; en presencia o au-
sencia de inhibidor elegido.

Los resultados son expresados en mg/cm~2/h—1.
Como en los métodos anteriores, se aplica una
prueba de “t” para muestras apareadas.

Ringer y drogas

La solucion de Ringer para rinon fue similar a
la de Whittembury y Fishman,!” mientras que
para piel aislada se uso un Ringer descripto en un
trabajo previo.?2 |

Se usO angiotensina I humana, bilirrubina no
conjugada y taurocolato de sodio adquiridos en
Sigma Chemical Co. (Saint Louis, Missouri, Estados
Unidos), SQ 14225 y SQ 20881, generosamente
donados por los Dres. M. ]J. Antonaccio y Z. P.
Horovitz, de The Squibb Institute for Medical
Research (Princeton, New Jersey, Estados Unidos).
La angiotensina Il usada (corresponde a la exis-
tente en el pez ganso japonés) fue donacion de los
Dres. M. F. Bumpus y M. C. Khosla, de la Cleve-
land Clinic, Cleveland, Estados Unidos.?2 El inhi-
bidor competitivo de angiotensina II usado (8 Leu-
angiotensina II) fue donacion del Dr. A. C. Paiva,
Escola Paulista de Medicina, San Pablo, Brasil.

Los inhibidores de la enzima de conversion fue-
ron guardados desecados a 0-4°C y disueltos en
Ringer momentos antes de ser usados.

RESULTADOS

Experimentos en rifion aislado

La Fig. 1 muestra que el inhibidor de la enzima
de conversion (SQ 14225) no posee efectos sobre
la FG, la reabsorcion de Na* o la de H,O cuando
es perfundido durante 20 minutos por la vena por-
ta renal. Es interesante hacer notar que este com-
puesto posee efectos inhibidores sobre la CCC en
piel aislada de sapo.18 |

La AT; en concentraciones de 0,4/10-8M en
el frasco de perfusion portal (Fig. 2) produjo dismi-
nucion de la FG y aumentos variables de la reabsor-
cion de Na* y la H,O, que no fueron inhibidos des-
pués de perfundir el rinon durante 20 minutos con

el SQ 14225.

Experimentos en piel aislada

a) CCC

La Fig, 3 muestra que la ATy (10~°M, lado dér-
mico) produjo un aumento significativo de la CCC
en experimentos realizados en el verano. El SQ
20881 10-°M no tiene efectos sobre la CCC o la
P,sm €n piel aislada de sapo.18
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Fig. 1. Ausencia de efectos del SQ 14225
(2,2/10—3 M) perfundido por la vena por-
ta del rifion aislado del sapo Bufo arena-
rum. AE— AC es la diferencia entre la va-
riaciéon del parimetro en estudio observada
durante el periodo en que un rifion recibe
un tratamiento experimental dado, y el
valor de ese parametro en el mismo rifion
en el periodo inmediatamente previo al
tratamiento, y la variacion observada entre
los mismos periodos en el otro rifidon, usa-
do como control.

p<0,01)y del 18 5% en la no tratada (4,1%0,9,
p<0,01). La diferencia entre ambos efectos no
fue significativa (1,0%£1,0) en siete experimentos
apareados. | | “

Es interesante destacar que el SQ 20881, aun en
concentraciones muy elevadas (10—3 M), care-
c16 de efectos sobre la CCC, y que la AT agregada
a la piel del sapo previamente sometido a trata-
mientos salinos no produjo respuestas en concen-
traciones elevadas (10—>M). En ningan caso la

%
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Fig. 2. Experimento similar al anterior
pero perfundiendo AT| (0,4/10—8M).
Luego de 20 minutos de recuperacion en
los cuales se perfunde SQ 14225, se repite
la administracion de AT] en el rifidn opues-
to. La significacién de los efectos sobre
FG, % Naty de HyO estian expresados en
el grafico.
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AT fue efectiva al ser agregada al lado epidérmico
de la preparacion.

b) POSTTI

La Fig. 4 muestra un experimento de medicion
de la P,y en piel aislada de sapo realizado duran-
te el otono. El efecto de la AT; (5/10-6 M) no fue
inhibido por el SQ 20881 agregado, en la misma
concentracion, 20 minutos antes. Después de lavar
la preparacion se realizaron mediciones para veri-
ficar la recuperacion de las basales y se agrego
SQ 20881 a la mitad que no lo habia recibido. A
continuacion se estimulo ambas mitades con ATy
(5/107¢M), produciéndose un aumento significa-
uvo de la Pogn €en ambas pieles, sin diferencia sig-
nificativa entre ambas respuestas. En una serie de
experimentos realizados en verano se encontro
inhibicion de la respuesta a la AT; usando SQ
20881, pero estos resultados no fueron luego re-
producidos ni aun en la misma €poca del ano.

La bilirrubina no conjugada (BNC) inhibe la
enzima de conversion en el plasma de los ictéri-
cos.!? Por esta razon se decidio probar su posible
accion sobre la respuesta a la AT; usando como
agente solubilizador el taurocolato de sodio (TcNa),
2/10—3 M, que fue agregado a la membrana con-
trol. La Fig. 5 muestra que la BNC (3/10—4 M)
no inhibe la respuesta a la AT} (10-%M), produ-
ciendo una ligera potenciacion sin significacion
estadistica.
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Los efectos de la ATy en piel de sapo son blo-
queados por el inhibidor competitivo 8-Leu-an-
giotensina II (8-Leu-ATy).?° La Fig. 6 muestra la
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Fig. 3. Efecto de la AT en concentracién de 10—3 M sobre la CCC
en piel aislada de sapo Bufo arenarum. La mitad apareada, que
recibid 40 minutos antes SQ 20881 (10— M) reacciona también
a la ATj, no existiendo diferencias significativas en la respuesta.

[—NS —l

Fig. 4. Efecto de la AT} (5/10—6 M) sobre
Posm Y ausencia de inhibicién del efecto
por accién del SQ 20881 (5/10—6 M) en
la mitad apareada. Después de un lavado y
recuperacion se probo en concentraciones
similares la respuesta a la ATyj sin modifi-
cacion de su efecto por el SQ 20881,
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accion inhibitoria de ese compuensto sobre la res-
puesta a la ATj.

DISCUSION
Los experimentos descriptos muestran que la AT
tiene efectos estimulantes sobre la CCC y la Pogpy
en piel aislada del sapo, tejido con propiedades
funcionales similares a las del nefron distal de los
mamiferos.2l Estos efectos son obtenidos en
concentraciones relativamente elevadas, como su-
cede con otras angiotensinas en este tejido.?2

En el rinon aislado, la AT produce una reduc-
cion significativa de la FG, hecho que revela que
la perfusion portal (reahzada a una presion hidros-
tatica de 10 cm en contra de los 25 cm de la aor-
tica) de alguna manera llega a los vasos glomerula-
res. Los efectos de la AT sobre la reabsorcion de
Na* o de H,0 son variables pero no son inhibidos,
al igual que la FG, por la perfusion previa del inhi-
bidor de la enzima de conversion, el SQ 14225,
sugiriendo una accion directa y no mediada por la
conversion a ATy. Este agente, como ha sido sena-
lado, produce efectos sobre el transporte de Na”
en piel de sapo, pero en las concentraciones usadas
no afectd la funcion del rifién aislado. Halvorsen
y colaboradores demostraron que la AT; produce
efectos vasoconstrictores similares a los de la ATy
en el tren posterior del sapo. 23

L.a AT; aumento, también en forma variable, la
CCC en la piel aislada del sapo, no pudiéndose inhi-
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Fig. 5. Efecto de la AT (10—6 M) sobre la Pygmy en piel aislada de
sapo Bufo arenarum. La mitad apareada fue previamente tratada
con bilirrubina no conjugada (BNC) durante 40 minutos, maniobra

que no impidi6 la respuesta a la ATy. Para solubilizar la bilirrubina

se agergo taurocolato de sodio (Tc) a la mitad control.
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Fig. 6. Accién bloqueadora del inhibidor competitivo de la angio-
tensina II (8-Leu-angiotensina II) sobre la respuesta hidrosmética
de la angiotensina I en la piel aislada del sapo Bufo arenarum.

bir esta respuesta mediante el inhibidor de la enzi-
ma de conversion SQ 20881, que carece de efectos
per se sobre esta preparacion.18

El inhibidor tampoco fue capaz de bloquear la
respuesta de la piel del sapo (Pygm) a la ATy, El
efecto hidrosmotico de la AT; tampoco pudo ser
bloqueado por otros agentes como la BNC.

El efecto hidrosmotico de la ATy no fue afec-
tado por el SQ 20881. En experimentos pre-
vios se encontrO que el inibidor competitivo
de la ATy (8-Leu-ATy) es capaz de bloquear los
efectos natriféricos e hidrosmoticos de la ATy en
piel de sapo.?® Esta accion inhibitoria es también
eficaz para bloquear la respuesta hidrosmotica de
la ATI

S1 bien los efectos del SQ 20881 sobre la enzima
de conversion deben ser confirmados mediante la
medicion 1z vitro de la actividad de la enzima, los
presentes resultados sugieren que la AT; produce
etectos directos sobre el transporte de Na* y de
H,0 en piel de sapo y que el receptor que media
estos efectos puede ser el mismo que el de la ATy,
ya que ambos son bloqueados por el mismo anta-
gonista.

La posibilidad de que la ATy sea capaz de est-
mular directamente el transporte activo de Na* o
de modificar la permeabilidad al H,O en un tejido
con propiedades similares a las del nefron distal de
los mamiferos, abre interesantes perspectivas de
especulacion sobre mecanismos de regulacion in-

trarrenal de estos parametros o de la hemodinamia
renal.24
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Abe y colaboradores?” senalaron que la conver-
sion de AT; en ATy en la circulacion renal es pe-
quena y que los efectps del sistema renina-angio-
tensina en el control de la hemodinamia renal no
serian mediados a través de la ATy;.

Nuevos experimentos en preparaciones de ma-
miferos deben ser realizados para confirmar estas

hipotesis.

SUMMARY

Human angiotensin I (ATy) in bigh concentrations
(10—¢ to 10—° M) significantly increased short-
circutt current (SCC) and osmotic water per-
meability (P,s,,) when added to the dermal side
of 1solated toad skin. The effects on SCC were
variable whereas the P,,, response was more
reproducible. ATy (0.4/10—38 M) perfused through
the renal portal vein increased in variable manner
Na* and H,0 reabsorption and decreased glome-
rular filtration 1n the isolated toad kidney. The
effects 1n toad skin could not be blocked with
the converting enzyme inbibitor SQ 20881 (10—¢
and 5/10—° M) nor was SQ 14225 (2.2/10—° M)
able to block ghe effects of ATy n the toad skin.
The latter inbibitor was devoid of any effects on
renal function. Amnotber inbibitor of converting
enzyme —non conjugated bilirubin— n  bigh
concentration (3/10—* M), was also ineffective
in blocking the effects of AT; on P,g, in toad
skin. The effects of buman angiotensin I and of
teleost angiotensin Il on P,g,, were blocked by the
competitive inbibitor 8-Leu-angiotensin 1. The
present data support the view that ATy bas a direct
action on SCC and P,.,, 1n isolated toad skin, and
directly tncreases Na* and H;0 reabsorption, and
decreases glomerular filtration, in the isolated toad
kidney. The data also support the notion that the
effects of either angiotensin are mediated through
the same receptor in ampbibian transport epithelia.
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