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ABSTRACT

The mechanism of secondary or differed regulation of a poessible hormonal
origin in the eurvaline teleost Jenysia lineata (Jenyns, 1842) is studied in an
attempt to determine if the Cyprinodontiformes constitute a peculiar group of
eurvhalines,

The results obtained mark an increase —statistically significative— of osmotic
pressure and, or the concentration of plasmatic Na in the first hours after the
passing of hipertonic solutions and also a gradual decline towards values quite
near to those characteristic of fresh water.

The possible mechanism that are responsable for the exeretion of Na excess are

considerate,
I. INTRODUCCION

Recientemente ha sido demostrado que el epitelio branquial de algu-
nos peces eurihalinos tales como el lenguado (Platichthys flesus) y
la angila (Anguilla anguilla) poseen la capacidad de pasar instanta-
neamente del intercambio rapido y excrecidin de sales que ocurre en
agua de mar. al mecanismo caracterizado por un lento intercambio
v caplacion de sales que se encuentra en los animales de agua dulce
(Motais, 1961, Motais, Garcia Romeu y Maetz, 1965, 1966) . Los mismos

Este trabajo de Seminario fue realizado durante el ano 1965-1966 en el Labo-
ratorio de Ictiofisiologia a cargo del Dr. Federico Gareia Romeun.
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autores han demostrado que esta disminucion instantanea de los flujos
de salida luego del pasaje a agua dulee o soluciones hipotonicas es pro-
ducido por un mecanismo de “exchange diffusion™ (difusién por in-
tercambio) y que luego de eierto lapso un segundo mecanismo, posi-
blemente hormonal, completa la impermeabilizacion del epitelio bran-
quial y los cambios fisiolégicos que permiten la adaptacion completa
al agua dulce. En estos peces eurihalinos los cambios de agua de mar
a agua dulce son seguidos, a causa de estos dos mecanismos de ajuste,
por variaciones poco significativas de la concentracion idnica del
plasma. En otro telegsteo eurihalino, el ciprinodontiforme Fundulus
heteroclitus, el pasaje es seguido por variaciones importantes del Na
plasmatico: en este animal no existe la regulacién instantanea tan
notable en el lenguado y la anguila y sélo posee la regulacion secun-
daria o diferida de posible origen hormonal (Motais, Garcia Romeu

y Maetz, 1966).

No es posible decidir por el momento si todos los ciprinodontifor-
mes poseen solo el mecanismo de regulacién diferida. Con el fin de
estudiar este problema, delerminar si los ciprinodontiformes consti-
tuyen un grupo particular de eurihalinos y profundizar el conoci-
miento de sus mecanismos de regulacion hemos emprendido una serie
de investigaciones de la cual se dan en este trabajo algunos resultados,

II. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se emplearon ejemplares adultos
de Jenynsia lineata (Jenyns. 1842) de un peso de aproximadamente
2 gramos, pescados en la laguna de Chascomius (Provincia de Buenos
Aires). A su llegada al laboratorio se los colocé en acuarios grandes
con agua de canilla y fueron alimentados con trozos de lombrices
hasta el dia en que se dio comienzo a la experiencia, momento a
partir del cual no recibieron alimento. La temperatura del agua en
¢l laboratorio fue de 18°C,

La experiencia se dio por iniciada en el momento del pasaje de los
animales a acuarios con 5 litros de la solucién salina (Tabla 1) cuya
concentracion de sodio fue de 342 mEq/l. En cada acuario fueron
colocados seis peces. Igual mimero de testigos fueron pasados a acua-
rios semejantes con cinco litros de agua de canilla cuya concentracion
de sodio vario entre 2.2 y 8.7 mEq/1.
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TABLA |

Tomposicién, en gramos por litro, de la solucién hiperténica utilizada

N T o e on et e a5 a2 a0 4 19,995
B A A A AT O 5,040
L b e G e T O RO IE 1,235
U Gl oo o e s B AT s S i 0,375
G (s e e R O e el 4,365
RTINS o o ae v g ks s e 0,015

A los animales en la solucién salina y a sus correspondientes tes.
tigos se les extrajo sangre a las 24, 48, 72 6 144 (6 dias) horas. Para
ello, los peces fueron abiertos a lo largo de la linea media ventral
y fijados mediante alfileres a una plancha de parafina. Bajo la lupa
se diseco y expuso el tronco arterial en el que se inserté un tubol
capilar de punta aguzada; la sangre asciende espontianeamente. Como
anticoagulante se utilizé una solucién de oxalato de amonio al 1%,
con la que fueron previamente impregnados los capilares. Una vez
terminada la extraceion de la muestra el extremo del capilar mas ale-
jado de la columna de sangre se sellé a la llama, teniendo especial
cuidado de que el calentamiento fuera localizado. Luego los capilares
fueron centrifugados en una centrifuga para microhematocrito du-
rante cinco minutos, tras lo eual el tubo se seccioné a la altura de la
linea de separacién entre los elementos figurados y el plasma. Este
tiltimo fue depositado en un tubo plastico, se pesé y se diluyo entre
500 y 1000 veces con agua destilada. La dilucién real alecanzada fue
caleculada teniendo en cuenta el peso del plasma y el peso del agua
agregada. De cada ejemplar se obtuvo una cantidad de plasma que
vario entre 2 y 10 mg. La determinaciéon de la concentracion de sodio
se hizo por fotometria de llama en un espectrofotometro de llama
Jovin-Yvon.

Como se comprobé que la concentracion de Na plasmatico de los
diferentes grupos de testigos no presentaba diferencias estadistica-
mente significativas todos los testigos fueron tratados como un solo
grupo para el analisis de los resultados experimentales.



— 264 —

III. RESULTADOS

TABLA 1l

Concentracién de Na plasméatico (Na) en mEq'1 (media 4 error standard) en
animales de agua dulce y luego de tiempos variables en la solucién hiper-
ténica. N: nGmero de animales

Agua dulee Aguon salada
Nn N Dias de perman. Na N
[
st v ta wn e e 1o 180,3 + 6,4 35
[ - .
T s 159 ,4 8
140,0 4 9,5 95 99,4 £9,
RS e e 152,8 +- 8,6 6
i e | 153,0 & 6,3 5

La Tabla II resume los resultados obtenidos. A las 24 horas del
pasaje a la solucién hipertinica la concentracion del sodio plasmatico
ha sufrido un aumento estadisticamente significativo de aproximada-
mente un 30 % pero las muestras sucesivas correspondientes a las 48,
72 y 144 horas luego del pasaje ponen de manifiesto una disminucion
progresiva de la concentracion de sodio plasmatico y una vuelta a los
valores tipicos de agua dulce (fig. 1).

Los datos experimentales sugieren que:

1. Existe un proceso regulatorio que hace tender la concentra-
cién de sodio plasmatico hacia un cierto valor de equilibrio ([Na].,)
que parece coincidir con la de los animales de agua dulee (140 mEq/1.

2. La velocidad de excrecion (V. ) del exceso de sodio sobre el
nivel de equilibrio es funcién del tiempo.

Para deducir un modelo se plantea la hipdtesis menos general de
que |a velocidad de exerecion es directamente proporcional al exceso
de sodio sobre el nivel de equilibrio ([Na],—[Na].):

Voxe = k ([3811 = [Na]m]} (1)

siendo [Na], la concentracion de sodio en el tiempo t después del
pasaje, [Na], la concentracién de sodio para t tendiendo a infinito
y k constante. Resolviendo esta ecuacién diferencial resulta:

[Naly — [Naly = ((Najo — [Naje) e (2)
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“ig. 1 — Concentracién de Na plasmitico en mEq/l (media 4 E. 8) en funcién del tiemvo

transcurrido luego del pasaje a la solueién hipertdniea. Concentracién de Na plasmi-
tico en animales de agna dulee en linea punteada.
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Fig. 2. — log (Nay — Nagq) en funeién del tiempo. Ver explicacion en el texto
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siendo [Na], la concentracion de sodio en el tiempo 0 del pasaje y
¢ la base de los logaritmos naturales.

Con el objeto de verificar el ajuste de los datos con la ecuacion
propuesla se representé log ([Na],—[Na].) en funcion del tiempo
(fig. 2) comprobandose un acuerde muy satisfactorio para tres de los
«cualro puntos.

Graficamente se calculé el valor de k y de [Na], cuyos valores
resultaron ser 0.106 y 203 mEq/l respectivamente, asi como la cons-
tante de desaparicion del exceso de sodio del compartimiento extra-
celular que resulta ser del 56 7% por dia.

IV. DISCUSION

En distintos teledsteos eurihalinos ha sido deserito un aumento de
la presion osmética y/o de la concentracion de Na v Cl plasmatico
luego del pasaje a soluciones hiperténicas, asi eomo un paulatino des-
censo hacia valores proximos a los caracleristicos en agua dulee (ver
Gordon.. 1959a, 1959b; Parry., 1960, 1961: Stanley y Fleming, 1964,
1965). En Jenynsia lineata ¢] proceso se desarrolla de manera seme-
jante,

El ascenso importante de la concentracion de sodio en el transeurso
de las primeras horas luego del pasaje es determinado por razones
diferentes pero concurrentes: deshidratacion, aumento importante del
flujo de entrada por difusion pasiva de iones y retardo en la aparicion
«de los nuevos mecanismos reguladores. Motais v Maetz (1964) han
«demostrado en el lenguado Platichthys flesus que el pasaje de agua
dulce a agua de mar determina vn aumento del flujo de salida de
sodio y que el tiempo transcurrido hasta que ese flujo de salida
aleanza los valores de equilibrio para la nueva situacién es funcion
de la duracién de la permanencia del pez en agua dulce: a una corta
permanencia sigue un aumento rapido del flujo de salida. mientras
«que luego de permanencias largas el flujo de salida alcanza los nuevos
valores de equilibrio sélo después de varias horas., En esta ultima
situacion los eurihalinos que poseen una regulacion instantanea y otra
diferida y los que sélo poseen esta tltima (Motais, Garcia Romeu y
Maetz, 1966) han de comportarse de manera semejante ante el pasaje,
sufriendo aumentos mas o menos importantes de la concentracién
plasmatica; las razones de esta ausencia de regulacion instantanea
para animales que la tienen para el pasaje inverso (Agua de mar-Agua
‘«dulee) han sido discutidas por los autores antedichos.
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En Jenynsia lineata un analisis de las variaciones de concentracion
del sodio plasmatico en funcion del tiempo luego del pasaje permite
senalar algunas caracteristicas adicionales del fenémeno que posible-
mente sean comunes a otros eurihalinos, La existencia de una funcion
exponencial relacionando las dos variables indica que el sodio adi-
cional es excretado por intermedio de mecanismos ecuya actividad es
determinada por la magnitud del exceso con respecto a los valores
de agua dulce ([Na].).

Los mecanismos excretores responsables de esta parte del feno-
meno deben alcanzar una velocidad méixima de exereciéon cuando
[Na]; alcanza un valor maxime y disminuir proporcionalmente a la
disminucion de [ Na], para llegar al nuevo estado estacionario (“steady
slate™) euando [Na], = [Na].. Por el momento no poseemos datos
que permitan aclarar si los mecanismos branquiales de excrecion
cumplen estas condiciones, En cuanto a la via renal de excrecion, re-
cienles datos de Stanley y Fleming (1964, 1965) permilirian asig-
narle una sefialada importancia durante el primer periodo del pasaje.
Estos autores han demostrado por primera vez en un leledsteo que
el Ciprinodontiforme Fundulus kansae es capaz de exeretar una orina
hipertonica con respeclo a la sangre durante varios dias luego del
pasaje a agua de mar. El desarrollo del fenémeno cumple con los re-
quisitos que hemos senalado. Los datos que dan estos autores para la
presién osmotica de] plasma en funecién del tiempo (fig. 6, op. cit.,
1965) siguen un comportamiento semejante al sefialado por nosotros
para las variaciones de la concentracion de sodio plasmatico en fun-
cion del tiempo en Jenynsia lineata. Es posible que el mecanismo des-
cripto por Stanley y Fleming sea comiin entre los eurihalinos.

Recalculando sus datos sobre concentracion plasmatica de sodio en
agua dulee y luego de tres dias del pasaje a agua de mar (Stanley
v Fleming, 1964: Tablas I y II) y considerando un espacio de sodio
del 33 % (Maetz. 1956: Motais y Maetz, 1965) se tiene para esle
tltimo easo un aumento de sodio de 23 mEq/Kg con respecto al sodio
de un animal de agua dulce mientras que la excrecion de sodio por
orina es de 2.4 mEq/Kg o sea aproximadamente el 10 % del exceso
de sodio, cifra no despreciable. Es posible por lo tanto que la habili-
dad de excrelar una orina hiperténica tenga un importante signifi-
cado en los peces eurihalinos y aunque transitoria, contribuye o sea
el tinico mecanismo encargado de excretar el exceso de sodio conse-
cuente al retardo en la aparicién de los mecanismos osmoreguladores
con respecto a las fuerzas pasivas que producen una hipertonicidad
del medio interno,
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APENDICE
Vexo = k (|[Na]s — iNn.Jml) (1)
Vv ot Y‘l'[—\?‘])—iN' 2
exu'ﬂdt{bt 0 |Nal; —dt[ aJr (2)
De (1) y (2)
d ~ .
ap (Nal = — k([Na], — [Na«)
d [Na] o
[Nah- - [Na']eq - il
Integrando
In Q ([Na], — [Na].) = —kt
([Na) — [alu) = e
Para

=05 [Nal; = [Na]y resulta
([Na‘]l} == [Na]qu) = A

Por lo tanto

[Na]i = [Na]uq e ([NaIU = [Na'leq) e—kl
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