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RESUMEN

El integumento de anuros (ranasy sapos) solia ser el biomodelo cldsico epitelial para la
investigacion preclinica  detransporte  de ionesen el epitelio polarizado. Estos
biomodelos epiteliales anuros permitieron estudiar los
mecanismos moleculares y biofisicos para la absorcion de sodio y agua. Tiempo después se
encontré6 queen los vertebradoslos epitelios gastrointestinales yel epitelio del
tubulo renal, la absorcion de sodio yaguatienenlos mismos mecanismos queen el
epitelio de rana.

Las técnicas utilizadas para estudiar el transporte en epitelios polarizados fueron
desarrolladas por el zodlogo danés Hans Ussing, en la segunda mitad del siglo pasado. Hoy
en diaesta técnica permite registrar corrientes de iones, el efectode las drogas
en receptores diana implicados en el transporte de iones y la dosis efectiva de farmacos
gue modula el transporte de agua y de iones.

En Colombia no hay reportes de grupos de investigacion, ni equipos y tecnologia para el
registro de corrientes idnicas a través de epitelios, y en la Universidad ICESI y la Universidad
del Valle hay un interés cientificoen el establecimiento de una linea de estudios en
el "transporte transepitelial". El objetivo  principal de este trabajo consiste en
el establecimiento dela técnica (clasicos) desarrollados por Ussing. Para probar la
funcionalidad electrofisiolégica de la piel de la rana Eleutherodactylus johnstonei para el
desarrollo y el mejoramiento de la técnica antes mencionados.

Los experimentos con (ambos) piel dorsal y ventral de los
epitelios Eleutherodactylus johnstonei mostraron que: Las corrientes registradas
de los epitelios ventrales son3 a 4veces mayoresque las corrientesde los
epitelios dorsales. Se puede explicar por la adaptacion que presentan lasranas para
hidratarse mediante la exposicion del tegumento ventrala fuentes de aguay el
tegumento dorsal no tan permeablecon el fin de evitarla pérdida de agua.

Ambos epitelios mostraron que cuando estan expuestos a la digoxina, las corrientes netas
disminuyeron. Los resultados con la digoxina son coherentes con el bloqueo de las bombas
sodio, potasio de ATPasa epiteliales, como se informa en la literatura. Los resultados del
experimento sugieren que el sistema experimental es un candidato para ser mejorado
para los futuros estudios propuestos en la linea de los
estudios en "transporte transepitelial".

Palabras claves: Bomba Na®, K" ATPasa - Solucién Ringer - Cdmara Ussing - Transporte de
sodio.



ABSTRACT

The epithelial integument of Anurans (frogs and toads) used to be the classic epithelial
biomodel for preclinical research of ion transport in polarized epithelia. These anuran
epithelial biomodels allowed to study the biophysical and molecular mechanisms for the
absorption of sodium and water. Time after was found that in vertebrates, the
gastrointestinal epithelia and the epithelia of renal tubule, the sodium and water
absorption have the same mechanisms as in frog epithelia.

The techniques used to study transport in polarized epithelia were developed by the Danish
zoologist Hans Ussing, in the second half of the past Century. Today this technique allows
to record ion currents and the effect of drugs on target proteins involved in ion transport
and the effective dose of drugs that modulates water and ion transport.

Equipment and technology for recording ionic currents across epithelia are not being used
or reported by research groups in Colombia. In Universidad ICESI and Universidad del Valle
there is scientific interest in establishing a line of studies in "transepithelial transport". The
main of this work is is to stablish a classic set-up of the technique and a system developed
by Ussing and to test the functionality of the system the skin of the frog Eleutherodactylus
johnstonei for the further development and improvement of the technique.

The experiments with (both) dorsal and ventral epithelia of Eleutherodactylus johnstonei
showed that:

The registered currents of the ventral epithelia are 3 to 4 folds higher than the dorsal
epithelia currents. It can be explained by the adaptation in frogs to hidrate by exposing the
ventral integument to water sources and the nonpermeable dorsal integument to avoid
water loss.

Both epithelia showed that when are exposed to Digoxin, the net currents decreased. The
results with Digoxin are coherent with the blocking of epithelial sodium potassium ATP
pumps as is reported in the literature.

The experimental results suggest that the experimental system is a candidate to be
improved for the future studies proposed in the line of studies in "transepithelial
transport”.

Keywords: Na*, K" ATPasa - Ringer Solution — Ussing Chamber — Transport of sodium
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1. INTRODUCCION

Muchos de los ensayos fisioldgicos que se realizan asociados al transporte de agua
transepitelial, son desarrollados mediante el uso de membranas celulares de epitelios
intestinales y renales (Oltra Noguera, 2010), y en muchos casos en ensayos
biofarmacéuticos en humanos (Rozehnal, y otros, 2012). Debido a esto, que este proyecto
busca establecer una metodologia de aislamiento de piel ventral y dorsal de E. johnstonei
(rana invasora), para la caracterizacion histolégica del tejido que se empleara como
biomodelo. Seguidamente, de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de la piel de E.
johnstonei, se adaptara la piel a una cdmara de Ussing que permita establecer un sistema
de registro de las corrientes de sodio atreves del epitelio.

Estudios anteriores sugieren que la piel de los anfibios se comporta de forma similar al
epitelio del rifidn en humanos en cuanto al flujo de sodio (Llinas & Pecht, 1976) (Oakley &
Shafer, 1978). Ya que es sabido que los anfibios absorben y liberan agua a través del
epitelio ventral y dorsal, mediante el uso de un conjunto de proteinas como: acuaporinas,
la bomba Na®, K" ATPasa y canal de sodio (ENaC) (Alberts, Bruce; Bray, Dennis; Hopkin,
Karen; Johnson, Alexander; Lewis, Julian; Raff, Martin; Roberts, Keith; Walter, Peter, 2004).
Manteniendo de esta forma el balance hidrostatico del cuerpo, mediante procesos de
difusion simple y osmosis a través del epitelio, rifiones, vejiga y piel.

Debido a esto, las mediciones se realizaran con el fin de comparar los cursos temporales
de corrientes de sodio a través del epitelio del biomodelo a nivel ventral y dorsal, mediante
la utilizacién de soluciones equivalentes a las que se encuentran a nivel extracorpéreo e
intracorpdrea del sistema bioldgico. Finalmente se evaluard la acciéon de Digoxina, que
inhibe la Na*,K" ATPasa, produciendo un incremento de la concentraciéon de Na* en el
citoplasma, lo que origina una entrada extra de Ca®, por ende se da el efecto inotrdpico
positivo, pero también conduce a la disminucidn del paso de agua a través del epitelio
(Mendoza Patifio, 2008).

11



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los centros de investigacion especializados en el desarrollo de ensayos preclinicos para la
evaluacién de pardmetros biofarmacéuticos de diferente medicamentos asociados al
transporte de agua transepitelial, han reportado metodologias en las que se utilizan
biomodelos como matriz experimental. Estos protocolos hacen referencia a la utilizacion de
epitelios renales e intestinales de diferentes especies animales, en las que se encuentran
similitudes morfoldgicas y funcionales a las de los mamiferos (Guyton & Hall, 2001).

Por otro lado, estudios anteriores (Llinas & Pecht, 1976) sugieren que la piel de los anfibios
se comporta de forma similar al epitelio del rifién en humanos en cuanto al transporte de
agua. Debido a esto y teniendo en cuenta que Colombia es el primer pais con mayor
numero de especies de anfibios en el mundo(Castro Herrera & Vargas Salinas, 2008), se
propone como biomodelo para rescatar la técnica de Ussing la piel de Eleutherodactylus
johnstonei (Urbina Cardona, 2011), especie que hasta la fecha ha mostrado un crecimiento
exponencial en el pais y el mundo.

Teniendo como base estos antecedentes y sabiendo que no se cuenta con un biomodelo
de anfibio que permita la evaluacién de la actividad de principios activos que actuan sobre
procesos de transporte de iones en el rifidn humano y conociendo de ante mano, la alta
natalidad que tiene E. johnstonei presente en Santiago de Cali, este proyecto busca para el
2014 establecer un sistema de registro de corrientes de sodio transepitelial empleando
como biomodelo la piel de Eleutherodactylus johnstonei. Un biomodelo de bajo costo con
el cual cientificos del area farmacéutica puedan medir la actividad de productos
farmacéuticos cuyos principios activos estén asociados al transporte de agua transepitelial.

12



2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Membrana plasmatica. Estructura y funcién de las proteinas de membrana.

Las células se encuentran rodeadas por una fina pero contundente barrera que regula la
permeabilidad de las mismas conocida como membrana plasmatica. Esta membrana separa
el contenido celular de la solucidon diluida de sales en agua llamada liquido intersticial, o
simplemente liquido tisular (Thibodeau & Patton, 2008).

Corbohydrote chains

Caraextracelular 4\
. 3

Nonpolor region
of phospholipid

’

Membrane Glycoprotein

’
B

channel protein

Fig. 1 Estructura de la membrana plasmatica.

Esta es la version actual que se presenta de la membrana plasmatica que muestra la misma organizacion
basica que propusieron Singer y Nicolson. Imagen tomada de: pulpbits.com

Como se puede observar en la Fig. 1, la bicapa lipidica es claramente el andamiaje de la
membrana celular. Se trata de dos capas de moléculas de grasa con fosfato, llamadas
fosfolipidos, las cuales forman el entramado fluido de la membrana plasmatica. También
cuenta con colesterol, el cual ayuda a estabilizar las moléculas de fosfolipidos, evitando de
esta forma que se rompa la membrana.

La membrana plasmatica no solo esta constituida por lipidos, fosfolipidos y unas cuantos
carbohidratos, sino también con proteinas a nivel transmembranal, periféricas y acopladas
a lipidos por enlaces covalentes, las cuales varian dependiendo el tipo de célula Fig. 2. Cada
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proteina de la membrana posee una orientacion definida en relacion con el citoplasma para
gue las propiedades de la superficie de la membrana sean muy distintas respecto de las de
otras superficies que podemos encontrar en el organismo (Karp, 2009).

TRANSPORTADORES CONECTORES RECEPTORES ENZIMAS

e

) ESPACIO
) EXTRACELULAR

@ cosoL

/’1‘\ P

Fig. 2 Proteinas de membrana.

Proteinas de membrana asociadas funciones especificas del desarrollo vital celular (Alberts, Johnson, Lewis,
Raff , Keith , & Walter, 2004).

Todas las proteinas cumplen funciones vitales para el desarrollo y funcionamiento de la
célula, pero hay un selecto grupo como lo son las proteinas integrales de membrana, que
se encarga de funciones como: ser receptores que se unen a sustancias especificas en la
superficie de la membrana, como canales o transportadores implicados en el movimiento
de iones y solutos a través de la membrana, o agentes que transfieren electrones durante
los procesos de fotosintesis y respiracion. La Fig. 3 muestra un esquema detallado de las
formas en las cuales se pueden encontrar en la actualidad las proteinas que atraviesan la
membrana.

Fig. 3 Proteinas transmembranal.

La mayoria de las proteinas transmembranal atraviesan la bicapa como I) una hélice a unica, II) multiples
hélices a o IIl) en forma de hebra B enrollada (un barril B) (Alberts, Johnson, Lewis, Raff , Keith , & Walter,
2004).
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2.2.2 Movimiento de sustancias a través de la membrana

Como ya se menciond, la membrana plasmatica es la barrera que resguarda todas las
organelas y sustancias que componen la célula. Esta a su vez, regula la comunicacién entre
la célula y el medio extracelular. Puesto que debe retener los materiales disueltos de la
célula para que no escapen, mientras que por otro lado debe permitir el intercambio
necesario de materiales entre el interior y exterior de la célula.

Existen dos formas descritas hasta el momento con relacion al movimiento de sustancias a
través de una membrana: dependientes e independientes de energia. Las independientes
de energia obedecen procesos de difusién, mientras que las dependientes de energia
necesitan de un mediador o una molécula de energia (ATP: Adenosin trifosfato) para
cumplir a buen término con su funcién Fig. 4.

Molécula transportada

®,0
'o...

o O  Proteina O Proteina

de canal transportadora .
Bicapa !F Gradiente de
lipidica f l concentracior
. .
Difusion Mediado Mediado por .
simple por canal transportador o)
{ { J
TRANSPORTE PASIVO TRANSPORTE ACTIVO

Fig. 4 Mecanismos bdsicos por los cuales se da la movilidad de sustancia.

A) difusiéon simple a través de la bicapa, que siempre avanza de la mayor concentracién a la menor. EJE:
0,. B) Los canales idnicos son un ejemplo claro de difusion simple por un canal acuoso formado
dentro de una proteina integral de membrana. Ejemplo: Canal de sodio (ENaC). C) Es el caso de la
difusion facilita en la que las moléculas de soluto se unen de manera especifica con un portador
proteico en la membrana (transportador facilitador). Como en Ay en B el flujo de un lado a otro se
gracias a un gradiente. Ejemplo: Glucosa. D) Los procesos que son dependientes de energia toman el
nombre de transporte activo, el cual se da mediante el uso de un transportador proteico con un sitio
de unién especifico que sufre un cambio en la afinidad y se impulsa con la energia que libera un
proceso exotérmico, como lo es la bomba Na-K ATPasa. En el transporte activo ocurre una situacion
diferente comparado con el transporte pasivo, pues este va en contra de un gradiente de
concentracion. Imagen tomada de: (Alberts, Johnson, Lewis, Raff , Keith , & Walter, 2004)

La difusién es un proceso en el que una sustancia se mueve de una regién de alta
concentran a otra con baja concentracién, lo que a la final elimina la diferencia de
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concentracién entre las dos regiones. El paso de sustancias a través de la membrana est3
asociado al movimiento térmico aleatorio de solutos y es un proceso exergdnico, lo cual
hace que el proceso tenga un cambio de entropia positiva (Vila, 2001).

En el caso de los electrolitos (especies con carga), se considera la diferencia de carga que se
presenta en cada uno de los compartimentos de la membrana. Como resultado de la
repulsién mutua entre iones con cargas no opuestas, el paso de un electrolito a través de la
membrana de un compartimento a otro con carga neta del mismo signo es un cambio que
no se ve favorecido termodindmicamente. Por otro lado, si la carga del electrolito es de
signo contrario a la que tiene el compartimento hacia el cual se dirige, el proceso se ve
favorecié termodindmicamente (Karp, 2009). Entre mayor sea la diferencia en la carga
(diferencial de potencial o voltaje) entre ambos lados de la membrana, mayor es la
diferencia de energia libre (Vila, 2001). En este orden de ideas, la tendencia de un
electrolito para difundir entre dos compartimentos depende dos gradientes: un gradiente
quimico determinado por la diferencia de concentracién entre los dos compartimentos y
un gradiente de potencial eléctrico, determinado por la diferencia en la carga (Karp, 2009).

Es por este motivo que la membrana plasmatica se constituye como impermeable a las
sustancias con carga, incluidos iones pequefios como Na*, K*, Ca” y CI, flujo (conductancia)
asi el interior de la célula se ve alterado, lo que genera que multiples procesos celulares se
vean interrumpidos entre ellos: formacién y propagacién de un impulso nervioso, secrecion
de solutos hacia el espacio celular, entre otros (Karp, 2009). Debido a estas necesidades
celulares se presentan los canales idnicos, los cuales son aberturas en la membrana que
hace que estos iones puedan difundir hacia el interior de la célula. Los canales iénico son
altamente selectivos y solo permiten el paso de un tipo particular de iones por el poro.

Uno de los canales idnicos dependientes de voltaje mas importantes a nivel celular es el
canal de sodio (ENaC) Fig. 5. Los ENaC son responsables de muchas funciones celulares,
tales como el de permeabilizar membranas para el paso de iones con el fin de regular el
transporte de agua. Los canales de sodio son una familia de 9 canales que se distribuyen en
células diferentes dependiendo del drgano al cual hagan parte. El didmetro del poro de
algunos canales ha sido medido a partir de la permeabilidad a iones de diferentes
didmetros. El diametro mas estrecho del poro de una canal es llamado filtro de selectividad,
y en el caso del canal de Na* es de aproximadamente 3,5 A, suficiente para dejar pasar un
ion de Na* hidratado con una molécula de agua.
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Finalmente se tiene el transporte activo o transporte dependiente de energia. El transporte
activo de solutos en contra del gradiente electroquimico es esencial para el mantenimiento
de la composicidon idnica intracelular y para importar solutos que se encuentra en una
menor concentracién en el exterior que en el interior de las celular. Existen tres
mecanismos principales de transporte activo a través de la membrana celular Figura 6: 1)
los transportadores acoplados, 2) bombas impulsadas por ATP y 3) bombas impulsadas por
la luz (Alberts, Johnson, Lewis, Raff , Keith , & Walter, 2004).

O\ /l O O§1 O
‘” l ] i I Gradiente
I j'l electroquimico
J’J\ - OO
O O
ATP [aDP|+ P
TRANSPORTADOR BOMBA IMPULSADA BOMBA IMPULSADA
ACOPLADO POR ATP POR LA LUZ

Fig. 6 Mecanismos de transporte activo. Imagen tomada de: (Alberts, Johnson, Lewis, Raff , Keith , & Walter, 2004)

El transporte activo requiere de la presencia de las denominadas “bombas” activadas por ATP o también
conocidas como ATPasa, que usan la energia del ATP para mover iones y moléculas en contra de un gradiente
electroquimico. Este transporte en especial permite la introduccion de nutrientes al interior de la células,
aungue estos se encuentren en una concentracion mas baja que en el citosol, también facilitan los procesos
de secrecidn y de desecho hacia el medio y finalmente permite el mantenimiento de la concentracién de
iones de Na*, K"y Ca®* (Jimenéz, 2006).
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Las ATPasas mas conocidas son las bomba sodio y potasio que se encuentran en casi todas
las células animales y la H ATPasa que es responsable de la acidificacién del jugo gastrico
(Jimenéz, 2006). En la membrana plasmatica de una célula animal, una bomba impulsada
por ATP transporta el Na® hacia el exterior de la célula en contra de su gradiente
electroquimico y luego el Na* reingresa en la célula a favor de su gradiente. Dado que los
iones Na' fluyen mediante transportadores acoplados al Na*, el ingreso de Na* en el interior
de la célula impulsa el pasaje activo de muchas otras sustancias hacia el interior celular en
contra de sus respectivos gradientes electroquimicos. De este modo, si la bomba de Na*
dejara de funcionar, el gradiente de Na* desapareceria en un lapso breve y el transporte
por transportadores acoplados al Na* se interrumpiria. En consecuencia, la bomba de Na*
impulsada por ATP es vital para el transporte de membrana en las células animales.

2.2.3 Bomba Na*,K* ATPasa

Fig. 7 Bomba sodio, potasio ATPasa.

A) En la figura a se puede ver la representacion de la bomba Na-K ATPasa. Las subunidades a, B y y son de
color azul, el n Donde las hélices estan representadas por cilindros y las hebras B por flechas. Imagen tomada
de: (Preben, y otros, 207). B) Esquema de la bomba sodio y potasio a nivel intermembranal imagen tomada
de: PDB 10.2210/rcsb_pdb/mom_2009_10. c) Modelo de funcionamiento de la bomba Na“/K” ATPasa. Imagen
tomada de (Karp, 2009).

El Na" y K" se mueven a través de la membrana plasmatica de las células animales por
medio de transporte activo, esto se efectia mediante una estructura glicoproteina que se
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encuentra inmersa en la matriz lipidica de la membrana celular Fig. 7 A) y B). Descubierta
por el fisidlogo danés Jens Skou en el afio de 1957 en células nerviosas de cangrejo (Skou,
1998). Adicionalmente, tanto en glébulos rojos humanos como en musculo esquelético de
anfibio, se observé un incremento en la concentracion de Na® intracelular cuando estas
células se incubaban en soluciones libres de K* y una posterior recuperaciéon de los niveles
normales de sodio al incorporar potasio en el medio exterior (Latorre, Lopez, Bezanilla, &
Linas, 1996).

El funcionamiento de la bomba bdsicamente se desarrolla en cinco pasos claves como se
muestra en la Fig. 7 c) 1) el primer paso tiene que ver con la union del sodio, 2)
seguidamente, de cara al citoplasma se da la fosforilacién del ATP, lo cual conlleva a un
cambio conformacional de la glicoproteina, que 3) conlleva a que se transferencia del sodio
a través de la membrana y lo libera en el exterior. 4) Posteriormente se da el acople del
potasio a la cara extracelular y 5) la posterior desfosforilacién devuelven la proteina a su
conformacién original, lo que 6) facilita la transferencia del potasio a través de la
membranay lo libera al citosol (Alberts, Johnson, Lewis, Raff , Keith , & Walter, 2004).

Hasta el momento muchos estudios han mostrado que la proporcién entre Na'/K*
bombeados por la ATPasa no es 1:1, sino 3:2. En otras palabras, por cada ATP hidrolizado,
se bombean tres iones de sodio hacia el exterior mientras se bombean dos iones de potasio
al interior de la célula. Debido a esto, la Na™-K* ATPasa es electrogénica, lo que significa que
contribuye en forma directa a la separacion de cargas a través de la membrana (Karp,
2009).

2.2.4 Permeabilidad del agua a través de la membrana

Las moléculas de agua se mueven con mucha rapidez a través de la membrana celular que
los iones disueltos o los pequefios solutos organicos polares, que son incapaces de
penetrar. Este proceso dependerd de varios factores: concentracion de solutos de cada
lado de la membrana, presencia de proteinas intermembranales, acuaporinas y 4smosis.

Los canales de sodio influyen notoriamente en el paso de agua, debido a que por cada ion
de sodio que ingresa a la célula también ingresa una molécula de agua. Por otro lado
tenemos las acuaporinas, las cuales son un grupo de canales que aparecen en la membrana
de diferentes tipos de células, en especial células epiteliales. Las acuaporinas son
primariamente mondémeros pero siempre se asocian en tetrameros. A través de estos
pasan alrededor de 3 x 10° moléculas de agua por segundo.

Como se menciond anteriormente, el agua se mueve con facilidad a través de una
membrana semipermeable de una regién con menor concentracion de solutos. Este
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proceso toma el nombre de dsmosis, el cual es facil de entender con la Figura 8 donde se
utiliza una membrana sintética para explicar el fendmeno. Para entender cémo funciona
este fendmeno se tendrd un tubo de ensayo en forma de U con una membrana selectiva
permeable que separa dos soluciones de hidratos de carbono. Los poros de esa membrana
son demasiado pequefios como para que pasen las moléculas de hidratos de carbono, pero
no lo suficientemente pequefio para que una molécula de agua no pase. Es de esperarse
gue la solucidén con la mayor concentracion de solutos tuviera la menor concentracion de
agua y que, por esta razon, el agua fluya hacia esta solucién desde el otro lado. Sin
embrago, en una solucion diluida como la mayoria de las soluciones bioldgicas, los solutos
no afectan de manera significativa a la concentracion de agua. Por otro lado, el
agrupamiento de las moléculas de agua alrededor de las moléculas de soluto hidrdfilo
determina que parte del agua no esté disponible para cruzar la membrana. Puesto que es la
diferencia en la concentracion de agua libre la que es importante. A la final, el agua se
difunde a través de la membrana desde la regién con menor concentracién a la de mayor
concentracion (Campbell & Reece, 2007).

Menor Mayor ) Iguales concentraciones
concentracion congentracion de arucar
de solutos (azucar) de azGear

Membrana 7%

SPlP(TI'-'aﬂ"F‘I'ITP_ ) _—‘-7-3__' - L]
permeable: las molé- 2 > *Q‘

culas de azicar no 3 2 ¢
pueden pasar a través E/ 's‘iﬁl ]
de los poros, pero las ! 2 # | de moléculas de
moléculas de agua si 9 43 *2 ql ¥ ¥ | azucar
pueden - H—> A

Mayor cantida »'? @ A I ;& Menor cantidad

moléculas d

S noléculas de
libre ‘9 ?'- b agua hbres (meno
concentracion) I concentracion)

L ]
El agua se mueve desde un area de elevada
concentracion de agua libre hacia un area de
menor concentracion de agua libre

Fig. 8 Osmosis.

Esquema que presenta dos soluciones de azucar de diferentes concentraciones que se encuentra
separadas por una membrana selectivamente permeable, a través de la cual puede pasar el solvente (agua)
pero no el soluto (azlcar). Las moles de agua pueden difundir a través de la membrana con total facilidad
desde la solucién con menor concentracién del soluto a la solucién con mayor concentracién de este. Con el
tiempo, este proceso conlleva a que la concentracion de un lado y del otro de la membrana sea equimolares.
Imagen tomada de: (Campbell & Reece, 2007).
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El movimiento del agua a través de las membranas celulares y el balance hidrico entre la
célula y el ambiente son cruciales para los organismos, en especial de los anfibios, puesto
qgue ellos regulan el balance hidrico del cuerpo a través del epitelio y bajo este mismo
proceso fisiologico.

2.2.5 Camara de Ussing y epitelios polarizados.

La membrana epitelial de los vertebrados es un arreglo estructural de células especificas
gue pueden hacer impermeable o semipermeable el paso de sustancias. Sustancias entre
las que se pueden incluir, agua, electrolitos, pequefios azlcares y aminodcidos que
selectivamente pueden cruzar el epitelio a través de proteinas selectivamente expresadas
en un lado especifico de las células de dicho epitelio. Esto se debe a la distribucién
selectiva de los sistemas de bombeo y transporte de sustancias, por la cual se le dio el
nombre de “epitelios o membranas polarizadas”. El transporte de agua es un ejemplo de
estos procesos mediante epitelios polarizados, que permiten absorber agua e iones
mediante los epitelios dérmicos externos de los peces y anfibios, y los epitelios
gastrointestinales y renales de los vertebrados.

Para estudiar el paso de iones, Hans H. Ussing en 1949 publica Acta Physiol 17:1 y en 1951
Acta Physiol Sand 23:110-127 en las que reporta el disefio de una cadmara compuesta por
dos compartimentos de plastico separados entre si, los cuales permiten colocar entre
ambos un epitelio aislado, como se muestra en la Fig. 9 A) donde se puede medir la
diferencia de potencial entre ambas caras del epitelio, poniendo aprueba diferentes
sustancias introducidas por Ay B.
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Fig. 9 Cdmara de Ussing Basica, Diferencia de potencial y Transporte de iones en un epitelio polarizado

A) Cada una de las cdmaras estan sostenidas por un soporte. Los electrodos permiten conectar un voltimetro
que permite medir la diferencia de potencial entre la cara interna (i) y la externa (e) del epitelio. El aire es
para mantener el tejido oxigenado. B) Este esquema muestra en puntos negros la localizacién de la bomba
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Na’, K" ATPasa en la cara (i) de la célula en el epitelio. La diferencia de potencial entre las dos caras del
epitelio es diferente al potencial intercelular (ic). Esto se encuentra asociado al gradiente de iones que se
encuentra del (i), (e) y (ie) de la célula. C) Se esquematiza el flujo de Na* por medio de la linea punteada. El
Na" entra por la cara externa a favor de su gradiente electroquimico, dada la alta permeabilidad de la
membrana. Sale por la cara (i) por transporte activo por accién de la Na*, K ATPasa. Imagen tomada de
(Montoreano, 1995)

Los primeros experimentos mediante la aplicacidon de esta técnica, se realizd con epitelio
aislado de anuros, tejido que por estudios anteriores se sabia que presentaba una
diferencia de potencial (DP) eléctrico entre caras entre 50 y 100 mV, y que también
transportaba Na* desde la cara externa a la interna. Los hallazgos iniciales reportaron: Ia
diferencia de potencial es mayo a 60 mV, hay un flujo neto de Na* del lado externo al
interno, aun en ausencia de gradiente de concentracidn y potencial eléctrico.

Estudios que trajeron como conclusidon que en de lado intracorpdrea se tenia un potencial
de 60 mV, en lado extracorpdrea es cero y que el interior de la célula -90 mV Fig. 9 B). Estos
resultado se sustentan en la concentracion intracelular de Na* es 10 mEq/L, lo cual genera
un gradiente electroquimico que hace que entre Na® a la celular y que por medio de la
bomba de Na®, K ATPasa expulse hacia el lado extracorpdreo 3 moléculas de Na* e
introduzca al interior de la célula dos moléculas de K* Fig. 9 C).

Actualmente en el mercado es facil encontrar compafiias que venden dispositivos que
cuentan con sistemas electrénicos integrados, que permiten el estudio de propiedades
bioléctricas como: diferencia de potencial y corrientes eléctricas transepiteliales, facilitando
la evaluacion de un sin nimero de epitelios Fig. 10 A). Aparte de la cdmara de la Fig. 10 B),
las nuevas camaras de Ussing vienen con un sistema electrénico que vienen acoplado con
una fuente de energia continua, la cual va conectada a las soluciones intra y extra corpdérea
por medio de unos electrodos (ec) de AgCl. Este sistema electronico cuenta con un
multimetro de resistencia variable que permite reducir a cero la diferencia de potencial
entre ambas caras del epitelio, medida en el voltimetro, mediante la aplicacion de un
voltaje igual y contrario. De esta forma no fluira corriente a través de la via pasiva, de
manera que toda la corriente que fluye por la via activa fluye ahora por la via externa del
epitelio, la cual es registrada por el amperimetro, y serd exactamente igual a la aportada
por los iones de sodio transportados activamente, la cual toma el nombre de Corriente de
Corto Circuito (CCC).

La persistencia del flujo de sodio a través de la preparacion en estas condiciones, en las
cuales se han abolido las fuerzas capaces de impulsar iones pasivamente: como son las
diferencias de potencial eléctrico, de concentracion y de presién hidrostatica, indica que el
ion sodio es transportado por un proceso independiente de estas fuerzas y que es, por
tanto, un proceso activo y como tal requiere energia derivada de la actividad metabdlica
celular como se ha demostrado por estudios bioquimicos (Herrera, 2005).
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Fig. 10 Ejemplo de cdmara de Ussing actual, esquema electrénico de CCCy caracteristicas del epitelio modelo.

En la Fig. 10 se muestra un montaje de Ussing System: Esquema que cuenta con unos reservorios para
soluciones, un sistema de electrdnico con acople de fuente de energia continua y sistema de bombeo de
gases. Imagen tomada de: World Precision Instruments. B) Esquema para la medicion del flujo neto de iones
de Na+ bajo la técnica de CCC. Imagen tomada de: (Montoreano, 1995) y C) Caracteristicas del epitelio de
rana: RTT: Resistencia total transepitelial; AV diferencia de potencial; CS/Cl: Relacion maxima de
concentracién compatible con transporte activo (Cs: lado seroso — Cl: Lado luminal); Osm: Osmolaridad
relativa del liquido transportado; 1ME: tipo de epitelio al microscopio.

! De acuerdo a las variaciones que se presentan en la DP en diferentes tipos de epitelios se establecié una
clasificacion de los mismos. Abiertos: Son los de baja resistencia, alta permeabilidad, bajo potencial y poca
capacidad de mantener gradientes. También conocidos como LEAKY (Epitelios con perdida). Cerrados: Son los
gue poseen alta resistencia, alta permeabilidad, alto potencial y con buena capacidad de mantener
gradientes. Conocidos también TIGHT (estrecho y apretado).
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3. OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Adaptar y establecer un sistema de registro que permita registrar corrientes de
sodio a través del epitelio de la rana Eleutherodactylus johnstonei.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Establecer una metodologia para el aislamiento de la piel como érgano aislado
fresco de E. johnstonei para ser empleada en experimentacion.

3.2.2 Adaptar un sistema de registro y una camara de Ussing para registrar corrientes
sodio en piel de E. johnstonei.

3.2.3 Comparar los cursos temporales de corrientes de sodio, en piel dorsal y ventral de
E. johnstonei con y sin un farmaco que module el transporte de sodio.
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4. METODOLOGIA
4.1 Biomodelo

Para este proyecto de investigaciéon desarrollado, se escogid como biomodelo
Eleutherodactylus johnstonei Fig. 11, que es una rana que esta invadiendo Colombia. Esta
pertenece a la familia Leptodactylidae, mas conocida como Co-qui, que hace referencia al
canto que producen los machos para cortejar y aparearse. Esta rana es nativa de las Antillas
menores y es la segunda especie de anuro mas ampliamente distribuido en el mundo. Su
introduccién se dio de manera accidental al sur América y otras islas del caribe y el pacifico,
debido al tréfico de flora para uso ornamental (Kaiser, 1997). La longitud de estos
individuos adultos puede variar entre 2 y 5 cm en etapa adulta (Castillo Caicedo & Montes
Diaz, 2012), y el drea promedio de piel a nivel dorsal o ventral puede estar alrededor de
1,32 cm” ver Fig. 12.

Fig. 11 E. johnstonei. Imagen tomada de (Kaiser, 1997)

lcm

Fig. 12 Piel dorsal de Eleutherodactylus johnstonei.

25



4.3 Plan de analisis estadistico

Como ya se menciond, para desarrollar este proyecto se propuso el epitelio dorsal y ventral
de E. johnstonei de 4 individuos adultos. Con cada piel se hicieron los experimentos clasicos
de Ussing como se exponen en los articulos (Oakley & Schafer, Experiemntal Neurobiology,
1978) (Herrera, 2005) donde se registraron los cursos temporales de las corrientes de corto
circuito de ambos epitelios de estudio. Los registros de corriente se hicieron con una
frecuencia de adquisiciéon de 1 Hz durante 25 min. Para un total de datos (n) de 25 por cada
piel, es decir 100 datos analizados en total. Finalmente, se realizd una regresidon lineal
multiple mediante el método de minimos cuadrados y una prueba no paramétrica para
datos apareados en el tiempo llamada prueba de rangos de Wilcoxon, analisis estadistico
gue se llevo a cabo mediante la utilizacion del software STATA.

4.4 Lugar de investigacion

El proyecto de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de investigacion de Ciencias
Biomédicas de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Icesi, ubicada en
Santiago de Cali, Colombia.

4.5 Analisis bibliografico

A lo largo de este proyecto se hizo un andlisis bibliografico, de las técnicas vy
procedimientos realizados hasta el momento con relacion a la Camara de Ussing.

4.6 Soluciones y Reactivos

Se utilizaron dos solucione: Ringer manitol y una mezcla de digoxina, DMSO y Ringer de
anfibio. Para la elaboracion del Ringer manitol (NaCl 135 mM, KCl 10mM, Manitol 10mM),
la fabricacién de la solucion se registré en el POE Ringer de Manitol pH 6,8 (Ver Anexo 1).

Tabla 1 Ficha técnica de digoxina Gotas.

Nom. Genérico B-metildigoxina

Nom. Comercial Digoxina (Lanitop)

For. Farmacéutica | Gotas
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Laboratorio ROCHE

Dosis 0.6mg/mL

Lote C123007

Reg. INVIMA 2008 M-010146 R-2
FV Julio 2015

Para las pruebas con Digoxina se fabricé un vehiculo a partir de dimetil sulfoxido (DMSO)
0,1 % y Ringer de manitol pH 6.8. c.s.p. La concentracion de digoxina se calculd de acuerdo
al peso de los especimenes, los cuales oscilaron entre 0,5023 y 1,8903 g, con base en esto
se aplicé la siguiente ecuacion para estipular la dosis; 1,35 mg/Kg/dia (Svensson ,
Azarbayjani, Backman, Matsumoto, & Christofferson, 2005).

4.7 Aislamiento de piel E. johnstonei

Para el aislamiento de la piel ventral y dorsal, se puso en practica la metodologia
estructurada en el POE Diseccion y aislamiento de piel ventral y dorsal de Eleutherodactylus
johnstonei (Anura: Eleutherodactilidae (Llinas & Pecht, 1976)) (Diaz Cervera & Torres
Escalante, 2012) Anexo 2.

4.8 Camara de Ussing y sistema de registro

Basados en trabajos anteriores con camara de Ussing, se disefid un montaje de acuerdo al
area y requerimientos de preservacion del epitelio ventral y dorsal de E. johnstonei para su
posterior experimentacion.

4.9 Cursos temporales control y farmaco en piel dorsal y ventral de E. johnstonei.

El registro control de corrientes con epitelio ventral y dorsal de E. johnstonei, se efectud
llenando con el mismo volumen ambos compartimentos de la cdmara de Ussing con Ringer
manitol a pH 6,8. Una vez llenados cada uno de los compartimentos, tras verificar la
diferencia de potencial transmembrana, este potencial era llevado a cero mediante la
aplicacién de un potencial de igual valor y con signo opuesto (la corriente de corto circuito).
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Esto se logré mediante una fuente de voltaje variable que estaba conectada a dos
electrodos en la cdmara y que a su vez estaban conectados en serie con un Amperimetro.

Este amperimetro registraba la corriente de iones (desde el potencial ajustado a cero) y
simultaneamente transformaba los datos digitales y los transferia a un computador para su
almacenamiento y posterior analisis.  El curso temporal de la corriente corresponde al
transporte de sodio a través del epitelio desde el inicio del experimento a potencial
transmembrana cero hasta completar aproximadamente 25 minutos de registro tomando
datos a una frecuencia de muestreo de 1Hz (aproximadamente).

Para el registro con el farmaco de estudio, se realizd un ensayo inicial con Ringer manitol a
pH 6,8, seguidamente es bafiado el epitelio con la solucidon de Digoxina-DMSO por un
minuto. Posteriormente es lavado el epitelio, cdmara de Ussing, mangueras y electrodos
con Ringer manitol a pH 6,8 tres veces. Finalmente, se repite el registro tal cual como se
efectud con el ensayo control.
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4.10

Tabla 2 Matriz Légica

Matriz légica

Adaptar y establecer un sistema de registro que permita registrar

Objetivo general corrientes de sodio a través del epitelio de la rana
Eleutherodactylus johnstonei.
Objetivo especifico Actividad Indicador Supuesto
Establecer una .
, Establecer un POE Terrario,
metodologia para el . , .
. . . . . para la diseccion vy estereoscopio,
aislamiento de la piel | Aislamiento de , . . . . g
. . . aislamiento de piel [ equipo de diseccion,
como organo aislado | pieles de E. ) L
. |- . ventral y dorsal de| bateria para fijacion
fresco de E. johnstonei | johnstonei. , ,
Eleutherodactylus e inclusién de
para ser empleada en . . . o,
johnstonei. tejidos, micrétomo.

experimentacion.

Adaptar un sistema de
registro y una camara
de Ussing para
registrar corrientes
sodio en piel de E.
johnstonei.

Disefio y fabricacion
de una camara de
Ussing de acuerdo
al  epitelio  del
anfibio de estudio.

Cédmara de Ussing para
medir transporte de
agua en piel de E
johnstonei.

Céamara de Ussing,
software Mas-View
1.1, multimetros.

Comparar los cursos
temporales de
corrientes de sodio, en
piel dorsal y ventral de
E. johnstonei con y sin
un farmaco que
module el transporte
de sodio.

Medir corrientes de
sodio utilizando
como solucidon de
control Ringer
manitol a pH 6,8 y

Registro comparativo
de los cursos
temporales con y sin
Digoxina.

Camara de Ussing
adaptada al epitelio
de E. johnstonei
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5. RESULTADOS
5.1 Sistema de registro y cdmara de Ussing implementados

La camara de Ussing se disefié de acuerdo al diametro de la piel a nivel ventral y dorsal del
E. johnstonei y los requerimientos del ensayo, la cual fue acoplada a un sistema de registro
de corriente de corto circuito ver Fig. 13.

—= Receptaculos de solucion
para lavado

Computador
Amperimetro y

sustema de
adquisicion
analégico digital

Fig. 13 Camara de Ussing acoplada al sistema de registro de corriente de corto circuito

En la Fig. 13 se puede observar la camara de Ussing disefiada y fabricada para este
proyecto de grado.

Esta camara cuenta con 6 aberturas por cada compartimento que tiene la camara: Fig. 12
a) 1) Dos aberturas superiores, que permiten la conexion de dos lineas de flujo de
soluciones que vienen desde un dispositivo volumétrico (Capacidad de 16 mL) en vidrio con
forma de U, 2) Tres aberturas inferiores, que permiten conectar dos electrodos de AgCl y
un sistema de vaciamiento de soluciones controlados por llaves, finalmente b) Una

30



abertura lateral de 0.79 cm de didmetro, la cual es el punto de comunicacién entre los dos
compartimentos de la camara de Ussing por medio del epitelio espécimen de estudio.
Cuenta con un c) sistema de sujecion por medio de tornillos, los cuales se encuentran
anclados a un montaje de madera tal como se puede observar en la Fig. 13.

Finalmente, el sistema electrénico consta de: electrodos de AgCl, un suministro de
corriente a partir de una bateria AA de 1.6 voltios de manera independiente, tres
multimetro (2 UNI-T UT33C y 1 Digital Multimeter; Erasmus EMS-90 con software Mas-
View 1.1) que permiten medir: el estado energético de la bateria en voltios, la diferencia de
potencial del epitelio y el flujo de corriente en corto circuito en mA (ver Fig. 13 y diagrama
del circuito Fig. 12 d)).

)
o
) =
o
6 b)
Desague E
rebosadero O
m -
Carbogeno Carbogeno
1,6 cm
: :
) ] [
) 1 [ ] [ ]
pre———— e
1
1 d)
Reservorio Reservorio
soluciones soluciones
experimentales experimentales

Balena
(mV]

C, X
- S—

Fig. 14 Detalle del esquema de cdmara de Ussing y el receptaculo de soluciones. Disefiados para este trabajo.
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Fig. 15 Fotografias de diferentes planos de la cdmara de Ussing.

Imagen del Centro Dos aberturas, que permiten la conexion de dos lineas de flujo de soluciones que vienen
desde un dispositivo volumétrico en vidrio con forma de U, Imagen Abajo Tres aberturas inferiores, que
permiten conectar dos electrodos de AgCl (Multimetros) y un sistema de vaciamiento de soluciones
controlados por llaves (Ver Fig. 14)

5.2 Metodologia para aislamiento de piel de rana

Para el aislamiento de la piel ventral y dorsal, se puso en practica la metodologia
estructurada en el POE Diseccidn y aislamiento de piel ventral y dorsal de Eleutherodactylus
johnstonei (Anura: Eleutherodactilidae). (Ver Anexo 2).

5.3 Cursos temporales de corrientes de sodio

Se registraron los cursos temporales sin y con Digoxina de cuatro individuos diferentes (ver
Anexo 3). Con los datos obtenidos se sacaron los promedios (ver Tabla 8.) con los cuales se
realizaron los analisis estadisticos.
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A continuacién se muestra de forma grafica la diferencia de los flujos de iones de Na* a
nivel dorsal y ventral con y sin digoxina (ver Fig. 16).

0'06—- ®  Ventral
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Fig. 16 Promedio de cursos temporales del flujo de iones de Na* a nivel ventral y dorsal con y sin Digoxina en (mA) y errores
medios.

5.4 Andlisis de los cursos temporales por prueba de rangos de Wilcoxon.

Para probar la diferencia en las medias poblacionales que se presentan en los rangos
evaluados a nivel ventral y dorsal con y sin digoxina, se corrid la prueba de Wilcoxon con el
software STATA. (Ver Tabla 3y 4).

Tabla 3 Prueba de Wilcoxon para los cursos temporales a nivel dorsal con y sin digoxina.
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-» LoC_anatomica = Dorsal

wWilcoxon signed-rank test

sign | obs  sum ranks expected
_____________ +_________________________________
positive | 1 4 150
negative | 23 296 150
zero | 0 0 0
_____________ +_________________________________
all | 24 300 300
unadjusted variance 1225.00
adjustment for ties 0.00
adjustment for zeros 0.00
adjusted wvariance 1225.00
Ho: Corriente_control = Corriente_Digoxina
z= -4.171
Prob = |z| = 0. 0000

Tabla 4 Prueba de Wilcoxon para los cursos temporales a nivel ventral con y sin digoxina.

-= LoCc_Anatomica = ventral

wilcoxon signed-rank test

sign | obs  sum ranks expected
_____________ +_________________________________
positive | 1 2 162.5
negative | 24 323 162.5
zero | 0 0 0
_____________ +_________________________________
all | 25 325 325
unadjusted wvariance 1381.25
adjustment for ties 0. 00
adjustment for zeros 0.00
adjusted variance 1381.25
Ho: Corriente_Control = Corriente_Digoxina
z = -4,319
Prob = |z| = 0. 0000

5.5 Andlisis de cursos temporales por regresién lineal multiple

Por medio de una regresidon lineal multiple se describié el comportamiento de la CCC
(variable dependiente) a nivel dorsal y ventral con y sin digoxina a través el tiempo en
minutos (variable independiente). En las corridas con STATA se denomind el epitelio dorsal
y ventral por Loc_Anatomica==1 y Loc_Anatomica==2 respectivamente. De igual forma a
los ensayos control y con medicamento se denomind Intervencién== 0 e Intervencion==1
respectivamente. (Ver Tabla5y6.)

Tabla 5 Regresién lineal multiple del promedio del curso temporal a nivel dorsal cony sin digoxina.
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regress Corriente_ma Tiempo if

Loc_Anatomica==1 & Intervencion==

source | 55 df Ms Number of obs = 24

—— P - EC 1, 22) = 790.17
Model | .000153109 1 .000153109 Prob = F = 0.0000
residual | 4.2629e-06 22 1.9377e-07 R-squared = 0.9729
-——- t -—- -—- Adj R-sgquared = 0,9717
Total | .000157372 23 6.8423e-06 ROOT MSE = .00044
Corriente_ma | Coef. std. Err. t P=|t| [95% conf. Interwval]
Tiempo ] -.0003649 . 000013 -28.11 0.000 -. 0003918 -. 000338

_cons | .0101161 . 0001855 54,54 0.000 . 0097315 . 0105008

regress Corriente_mA Tiempo if Loc_anatomica==1 & Intervencion==

source | sS df MSs Number of obs = 24

-——- t -—= -—- F( 1, 22) = 307.69
Model | .000052427 1 .000052427 Prob = F = 0.0000
residual | 3.7485e-06 22 1.7039e-07 R-squared = 0.9333
-——= } - - Adj R-squared = 0.9302
Total | .000056175 23 2.4424e-06 ROOT MSE = ,00041
Corriente_ma | Coef. std. Err. T P>t [95% conf. Interva1l
Tiempo ] -. 0002135 . 0000122 -17.54 0.000 -. 0002388 —.0001885

_cons | . 0099907 .0001739 57.44 . 00963 . 0103513

0.000

Tabla 6 Regresion lineal multiple del promedio del curso temporal a nivel ventral cony sin digoxina.

regress Corriente_mA Tiempo if Loc_Anatomica==2 & Intervencion==

source | 55 df Ms Number of obhs = 25
t F( 1, 23) = 379.29
Model | .000536495 1 .000536495 Prob > F = 0.0000
residual | .000032533 23 1.4145e-06 R-squared = 0.9428
+ Adj R-squared = 0.9403
Total | .000569028 24 . 00002371 ROOT MSE = .00119
Corriente_ma | Coef. std. Err. T P>|t] [95% conf. Interval]
Tiempo | -.0006424 . 000033 -19.48 0.000 -. 0007106 -. 0005742
_cons | . 0448139 . 0004904 91.39 0.000 . 0437995 . 0458283
|

regress Corriente_mA Tiempo if Loc_Anatomica==2 & Intervencion==
Source | 55 df MS number of obs = 25
} F( 1, 23) = 503.62
Model | .000106861 1 .000106861 Prob > F = 0.0000
Residual | 4.8802e-06 23 2.1218e-07 R-squared = 0.9563
t Adj R-squared = 0.9544
Total | .000111741 24 4.6559e-06 RoOT MSE = .00046
Corriente_ma | coef. std. Err. t P>t [95% conf. Intervall
Tiempo I| —-. 0002867 . 0000128 -22.44 0.000 -.0003131 -. 0002603
_cons | . 0471577 . 0001899 248.30 0.000 . 0467648 . 04755086
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6 DISCUSION

Teniendo en cuenta que el estudio de la efectividad de medicamentos que actian como
reguladores del transporte de agua a nivel del tracto digestivo y renal, se ha logrado por la
implementacion de varios biomodelos epiteliales, se logré desarrollar una metodologia (ver
Anexo 1) para la diseccion y aislamiento del epitelio ventral y dorsal E. johnstonei (Llinas &
Precht, 1976), procedimiento que hasta el momento no se reporta en ninguna literatura.
Metodologia que facilito el estudio morfométrico del epitelio ventral y dorsal para el
disefio y fabricacion de la cdmara de Ussing para el desarrollo de este proyecto de
investigacion.

Dicha cdmara (ver Fig. 12) cuenta con un sistema electrénico que vienen acoplado con una
fuente de energia continua (fuente de energia que se encuentra conectada en serie, el lado
positivo de la fuente con el lado negativo del epitelio y el lado positivo del epitelio con el
negativo de la fuente, estableciéndose un flujo de corriente eléctrica inversa al flujo), la
cual va conectada a las soluciones intra y extra corpdrea por medio de unos electrodos (ec)
de AgCl. Este sistema electrénico cuenta con un potenciémetro de resistencia variable que
permite modificar el voltaje que se aplica (Diaz Cervera & Torres Escalante, 2012) (Llinas &
Precht, 1976).

De esta forma, una vez conseguido estructurar el montaje experimental, se logré registrar
la alteracién del transporte de iones de sodio mediante el registro de los cursos temporales
de corrientes de sodio a nivel ventral y dorsal. Alteraciones que se pudieron evaluar
mediante la modulacion farmacolégica con digoxina, mediante el bloqueo funcional de las
bombas Na*, K" ATPasa (Oltra Noguera, 2010).

Por un lado, teniendo en cuenta el comportamiento que muestra la Fig. 14, la cual presenta
una notable diferencia entre los flujos de sodio a nivel ventral y dorsal, debido a la alta
permeabilidad que presenta el epitelio ventral comparado con el dorsal, asociado a que los
anuros son los Unicos entre los vertebrados que obtienen el agua principalmente por
absorcion osmotica a través de su piel ventral ain mas que por la dorsal. Puesto que este
ultimo tipo de membranas sirve para el intercambio gaseoso tanto proveniente del aire,
como del agua (Hillyard, 1976). La rapida absorcion de agua estd mediada por la presencia
de acuaporinas, canales y transportadores de sodio, bombas Na®, K" ATP, asociados a un
gradiente de concentracion de electrolitos en el medio intra y extra corpodreo. Estas
respuestas fisioldgicas son activadas por estimulos intrinsecos relacionados con el estado
de hidratacion de los animales y los estimulos extrinsecos relativos a la deteccién de agua
osmoticamente disponible (Hillyard & Willumsen, 2011) (Hillyard et al., 2007).

Por otro lado, teniendo como base la regresion lineal multiple aplicada al promedio de los
cursos temporales de corrientes de sodio a nivel dorsal sin y con digoxina se puede decir
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con intervalo de confianza del 95% que el 97,29 y 93,33% de la variabilidad de la
proporcion de las corrientes de corto circuito a nivel dorsal sin y con digoxina
respectivamente son explicados por el modelo lineal antes descrito. De igual forma, 94,28 y
95,63% de la variabilidad de la proporcion de las corrientes de corto circuito a nivel ventral
sin y con digoxina respectivamente son explicados por el modelo estadistico.

Seguidamente, se midié el cambio promedio de corriente por unidad de tiempo estimadas
a partir de los cursos temporales de corrientes de sodio en mA a nivel dorsal sin y con
digoxina a cada minuto es de —3,65x10™%y —2, 14x10~* respectivamente. De igual forma
para el epitelio ventral, se presenta un cambio promedio sin y con digoxina de los cursos
temporales de corrientes de sodios en mA de —6,42x107% y —2,87x107*
respectivamente. Las pendientes negativas perimten deducir el paso de sodio desde el
espacio extracorporeo hacia el equivalente al espacio intracorporeo, situaciéon coherente
con la funcién de estos tipos de epitelios. Y la presencia de digoxina disminuye la
pendiente de la corriente en el tiempo sugiriendo el bloqueo de este paso de iones como
es de esperarse.

De acuerdo a esto podemos concluir, por un lado, que los flujos de corrientes de Na*
evaluados para ambos epitelios con solucion Ringer manitol pH 6,8 (control) se ven
afectados dramaticamente por el bloqueo con Digoxina de las bombas Na*, K" ATPasa, en
los cuales el flujo de sodio se ve notablemente disminuido. Por otro lado, que los cursos
temporales de corrientes de sodio registrados a partir del epitelio ventral y dorsal
presentan una diferencia significativa asociada a la alta permeabilidad que presenta el
epitelio ventral comparado con el dorsal, siendo esta localidad anatémica la principal zona
del cuerpo de las ranas utilizada para el mantenimiento y sostenimiento del balance hidrico
corporal.
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7  CONCLUSIONES

En el siguiente trabajo se logré implementar un sistema de cdmara de Ussing y un sistema
de registro de corrientes netas de iones adaptados a las dimensiones del epitelio externo
de la rana Eleutherodactylus johnstonei . A diferencia de los montajes clasicos de Ussing
este montaje permite tomar los datos de corriente en tiempo real y entregarlos a un
ordenador para su andlisis posterior. Y le sistema también permite hacer lavados con
soluciones gracias al reservorio de soluciones adicionado al sistema.

La camara de Ussing disefiada, permitié hacer el registro a pesar del tamafo tan pequefio
del drea de piel expuesta a experimentacién. La rana tanto en la parte dorsal como en la
ventral presenta areas aproximadas de 10 mm? y de esta area se registraron experimentos
con el acceso de tan solo 7,9 mm? de epitelio.  Esta &rea fue suficiente para reproducir
los experimentos clasicos de Ussing y obtener datos coherentes y similares a los reportados
también por varios autores. Por la forma como se comportan los cursos temporales de las
corrientes netas registradas, estas corrientes no pueden ser adjudicadas sino al flujo de los
iones sodio dado que se comportan de la misma forma, magnitud y direccién (desde el
equivalente lado extraepitelial hacia el lado intraepitelial) como se ha reportado para
experimentos hechos con otros integumentos de rana.

De los resultados se pudo observar que el epitelio dorsal es menos permeable que el
ventral por que la tasa de bombeo de iones se puede ver menos pendiente en la dorsal que
en la ventral y sus flujo inicial al inicio del experimento es mayor en ventral que en la dorsal

Se lograron comparar los cursos temporales de corrientes de sodio, en piel dorsal y ventral
de E. Johnstonei con y sin un farmaco que module el transporte de sodio. Dando como
resultado que los flujos de corrientes de Na* en mA evaluados para ambos epitelios con
solucién Ringer manitol pH 6,8 (control), se ven afectados dramaticamente por el bloqueo
con Digoxina de las bombas Na®, K" ATPasa.

En los experimentos en los que se afiadid el farmaco Digoxina era de esperarse que las
corrientes disminuyeran tanto para el epitelio dorsal como para el ventral dado que esta
bloquea las bombas Na-K ATPasa y efectivamente esto se vio reflejado en las pendientes
mas negativas (que los controles sin el farmaco) y esto fue consistente tanto para el
epitelio dorsal pero mucho mayor para el ventral y cuyas diferencias en valores fueron
estadisticamente significativos.
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8 RECOMENDACIONES

Se sugiere que el sistema pueda en un futuro contar con “clamp de voltaje” como el
desarrollado para los experimentos electrofisioldgicos clasicos, que permita mantener el
potencial transmembrana en cero para poder registrar las corrientes netas sin cambios de
potencial transepitelial.

Se sugiere que a la camara disefiada, se pueda afadir una sistema de sujecion fijo del
epitelio a la cdmara con un sistema de pinzado para el epitelio, esto con el fin de asegurar
gue el epitelio no se mueva una vez cerrados los comportamientos.
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10 Anexos

Anexo 1 POE Diseccidn y aislamiento de piel ventral y dorsal de E. johnstonei

UMIVERSIDAID

ICES]

UNIDAD

Facultad de Ciencias de la salud
Departamento de ciencias basicas
medicas

POE Diseccion y aislamiento de piel
ventral y dorsal de Eleutherodactylus
johnstonei
(Anura: Eleutherodactylidae)

OBJETO/PROPOSITO

Estandarizar el protocolo de diseccion para el
gislamiento de piel ventral y dorsal para estudios
fisiologicos, siguiendo los parametros  bioticos
establecidos.

ALCANCE/CAMPO APLICACION

Tabla 1 Materiales

ITEM CANTIDAD
Equipo de diseccion 1
Agujas dérmicas
Base de parafina con tinta negra
Caja Petri
leringas
beaker

Il I e L B

Tabla 2 Reactivos

ITEM
Solucion ringer de anfibio

CANTIDAD
30 mL

Tabla 3 Equipos

ITEM CANTIDAD
Refrigerador 1

RESPOMSABLES

Grupo de investigacion de ciencias biomédicas de la
facultad de ciencias de |a salud de la universidad lcesi.

DEFINICIOMES

Diseccidn: Practica que consiste en separar tejidos
organicos de una planta, un cadaver o el cuerpo de un
animzl para estudizarlas anatomicaments.

DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO

1. Gestionar el aporte de materiales y reactivos ante
los respectivos almacenes de la institucion a
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través de los correspondientes formatos de
solicitud pre existentes en la plataforma
institucional.

2. Colocarse la correspondiente bioseguridad antes
de realizar cualquier procedimiento en el
laboratorio de investigacion.

3. Disponer la zona de trabajo con los respectivos
equipos y materiales z utilizar (solucion Ringer,
equipo de diseccion, toallas absorbentes).

Fig. 1 Equipo de diseccion

4. Sacar el espécimen del terraric Fig. 1 donde se
encuentra en cautiverio bajo todas las medidas de
mantenimiento y cuidado, para el uso previo en
proyectos de investigacion. De no ser asi, pasar al
numeral 6.

-
3 v

i

T 3 TR T @0 ST

Fig. 1 A) Formato de registro de especies y B) Terrario
donde se mantienen los especimenes en cautiverio.

Figura 1 Terrario para el espécimen Eleutherodactylus
johnstonei.
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5. Extraer el especdmen del terrario y depositario n
una caja de petri o frasco plastico con tapa. Una
vez el espécimen en el recipiente, se introduce
dentro de un refrigerador a una temperatura de
3-6°C durante 4 a 8 minutos Fig. 2.

Fig. 2 Sedacion del espécimen por disminucion de la
temperatura

6. Retirar el espécimen del refrigerador y proceder
inmediztamente a su descerebracion mediante el
empleo de una objeto punzante © aguja
mangonada Fig. 3. colocar el individuo con la
cabeza inclinada boca abajo y entre la primera y
segunda vértebrz introducir la agua hacia el
cerebro, luego mediante movimientos laterales
cortar las conexiones nerviosas entre la medula y
el cerebro {Ozkley & Rollie, 1978).

Fig. 3 Proceso de descerebracion de E. johnstonei.
(Diaz Cervera & Torres Escalante, 2012)
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7. %2 fija el espécimen a |z base y se irriga ringer
manitol @ pH 6.8, con el fin de mantener e
espécimen hidratade. Con ayuda de unas pinzas
se sujeta la piel con el fin de separarla de
musculo y poder hacer un corte frontzl Fig. 4.

Fig. 4 A) Fijacion del espécimen a la base de diseccion,
B) Aslamiento de la piel ventral

8. Una vez zislada |z pigl, se rezlizan de 2 a 3 bafios
con ringer manitol 2 pH 6.8 con el fin de retirar
particulas contaminantes gue puedan interferir
con el montaje experimental de ussing u otros
experimentos.

9. Finalmente desechar residuos bioldgicos en un
guardian previamente establecidos por e
coordinador del laboratorio.

15. Realizar la correspondients limpieza de todo e
material de laboratorio utilizado para el aislamiento
de piel ventral v dorsal del especmen en estudio.

FORMULARIOS ¥ REGISTROS

MA

REFEREMCIAS

Diaz Cervera, L., & Torres Escalante, J. L {2012).
Marnual de practicas de labpratario de
fisiologia medica. Merida: Universidad
Autonoma de Yucatan.

Oakley, B., & Rollie, 5. (1978). Experimental
NMNeurobiolagy. United 5tates of America: The
university of Michigan .
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Anexo 2 POE Solucién Ringer manitol pH 6,8

MORMBRE DE LA INSTITUCION

UNIVERSIDAD
[CESI
SOLUCION RINGER MANITOL

UNIDAD PH 6.8

Facultad de Ciencias de la salud
Departamento de dencias bdsicas medicas

CBRIETO/PROPOSITO Crear una solucidn artifidal que simule las condiciones de
fuerza ionica y pH fisiologicos.

ALCANCE/CAMPO APLICACION

Tabla 1 Materisles

ITEM CANTIDAD
Pesa sales
Agitador Magnético
Espatula
Balon aforado de 1000 mL
Beaker 500 mL
Frasco Schott de 1000 mL

Sy FECRYEY [T Ry T

Tabla 2 Reactivas

ITEM CANTIDAD
MNaCl Anhidro 90g
KCl Anhidro 70g |
Manitol Anhidro 30g

| Agua destilada C5.P.

Tabla 3 Equipas
ITEM CAMTIDAD
Balanza Anzlitica 1
Plancha de calentamiento 1
Potenciometro pH 1
Osmometro 1

49



Ry

llustracion 1 Equipos: a) Balanza analitice RADWAG; b) Plancha
de calentamiento con agitador magnético VWR; ) HI 2550 pH
HANNAInstruments; d) Vapro Vapor presure Osmometer

WESCOR.
RESPOMSABLES Grupo de Investigacion de ciencias biomédicas de la facultad
ciencias de la salud de la L. lcesi.
DEFINICIONES Osmolaridad: La osmolaridad se define como el numero de

particulas {iones o moléculas) por litro de solucion. La
osmalaridad se expresa en osmoles por litro (mOsmy/L). (Gal
lglesias, Lopez Gallardo, Martin Velasco, & Prieto Montalvo,
2012).

pH: El termino pH, propuesto por el bioquimico danés Sgren
S@rance en el afio de 1909, significs literzlmente “Ppatencial
del ion hidrdgeno™ y se define como el logaritmo en base 10,
cambiado de signo, de la concentracion malar de ion hidronio
{Dominguez Reboiras, 2008)-

pH= -Hog[H,0"] [H.0%]= 107"

DESARROYO DEL PROCEDIMIENTO

1 Gestionar el aporte de materiales y reactivos ante los
respectivos almacenes de la institucion a través de los
correspondientes formatos de solicitud pre existentes en
la plataforma institucional.

2. Colocarse la cormrespondiente bioseguridad antes de
realizar cualguier procedimiento en el laboratorio de

investigacion.

3. Disponer la zona de trabajo con los respectivos equipos y
materiales a utilizar.

4. De acuerdo con la bibliografia revisada, se selecciond las
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concentraciones de los reactivos de acuerdo a los iones
fisioldgicos presentes a nivel intra v extra celular en
anfibios, con los cuales se desea tener una osmolaridad
entre 250-300 mOsmolesfkg. Calculos de osmolaridad
Anexo 1.

Parz la preparacion de |3 solucion ringer s2 tuvo en
cuenta las siguientes concentraciones para un litro de
solucian.

Tabls & resctives: concentracones y csmolaridad [Oakley & Schafer, 1978) y

{Uirz & Precht, 1976)
COMPONENTE | CONCENTRACION | CANTIDADES | mOsm,/L
MaCl 135 m 78Bg 270
KCl 10 mM 074g 20
Manitol 10 mM 182g 10

9.

Seguidamente, de acuerdo a las concentraciones que se
describen en la Tabla 4 se calcularon las cantidades
necesarias para disolverlas en agua estéril. Calculos Anexo
2

Una wvez pesadas las cantidades necesarias para la
preparacion de un litro de solucion, se adicionan a un
beaker de 500 ml junto con agua destilada para dischver
las sales mediante agitacion magnética en una plancha de
calentamiento, manejando una temperatura de 40°C.

Después de disueltas las sales, se pasan @ un balon
aforado de 1000 ml, seguidamente se adiciona agua
destilada al bezaker utilizado anteriormente y s2 adiciona
el contenido de este en el balon aforado. Repetir al
menos tres veces, con el fin de gue no queden residuos
en el vaso de precipitados.

Llevar 2l baldn hasta el aforo con agua destila.

10. Tomar una musstra de |z solucidn antes preparada v

evaluar el pH, el cual debe estar entre el rango de 6.5 -
7.0. Posteriormente, medir la csmolaridad mediante el
uso de un osmometro.
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FORMULARIOS Y REGISTROS

MA

REFEREMCIAS

Bibliografia

Dominguez Reboiras, M. A. (2008). Quimica: Lo ciencia bdsica.
Madrid: Thomson.

Gal lglesias, B., Lopez Gallardo, M., Martin Velasco, A |, & Prieto
Montalve , 1. [2012). Bases de lg fisiologia 20 edicicn.
Tebar.

Liimas , R., & Precht, W. [1578). Frog Neurcbiology @ Handbook.
Heidelberg: Springer-Verlag.

Oakley, B., & Schafer, R. (1978). Experiermntal Neurobiology.
Rexdale: Ann Arbor.

AMEXOS

Anexo 1.

El siguiznte procedimiento matematico ejemplifica 13
determinadion de la osmolaridad:

m
Concentracion [:T] x 1L x 1000 x No. iones = mOsm/L
NaCl0135M x 1L x 1000 x 2 = 270 mOsm/L
De igual forma para el resto de los componentes.

Anexo 2.

De acuerdo a las concentraciones de |a Tabla 4. se realizaron
los siguientes caloulos aritmeticos:

1 mol 58.44 g/mol

T,
NacCl 135mM x 1500 oo x Tmol

El procedimiento matematico se efectua de igual forma para
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el resto de los componentes.
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Anexo 3 Cursos temporales de la CCC a nivel ventral y Dorsal con y sin Digoxina.

A continuacion se presenta los registros de la corriente de corto circuito (CCC) (mA) a nivel
dorsal y ventral con y sin digoxina para cada uno de los individuos evaluados en este
trabajo de grado.

Tabla 7 Curso temporal control de epitelio dorsal de E. johnstonei.

CURSO TEMPORAL DORSAL CONTROL (mA)
TIEMPO (min) | R1 R2 R3 R4
1 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,011
2 0,009 | 0,009 | 0,011 | 0,011
3 0,008 | 0,008 | 0,010 | 0,010
4 0,008 | 0,008 | 0,009 | 0,010
5 0,008 | 0,007 | 0,009 | 0,009
6 0,008 | 0,007 | 0,009 | 0,009
7 0,008 | 0,007 | 0,008 | 0,008
8 0,008 | 0,006 | 0,008 | 0,008
9 0,007 | 0,006 | 0,007 | 0,007
10 0,005 | 0,006 | 0,006 | 0,006
11 0,005 | 0,006 | 0,006 | 0,005
12 0,005 | 0,006 | 0,005 | 0,004
13 0,005 | 0,006 | 0,004 | 0,004
14 0,005 | 0,006 | 0,004 | 0,004
15 0,005 | 0,006 | 0,003 | 0,003
16 0,005 | 0,005 | 0,003 | 0,003
17 0,004 | 0,005 | 0,003 | 0,003
18 0,004 | 0,005 | 0,002 | 0,003
19 0,004 | 0,005 | 0,002 | 0,003
20 0,004 | 0,005 | 0,002 | 0,002
21 0,003 | 0,004 | 0,002 | 0,002
22 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,001
23 0,003 | 0,003 | 0,001 | 0,001
24 0,003 | 0,003 | 0,001 | 0,001
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Tabla 8 Curso temporal con digoxina de epitelio dorsal de E. johnstonei.

CURSO TEMPORAL DORSAL CON DIGOXINA (mA)
TIEMPO (min) R1 R2 R3 R4
1 0,009 | 0,010 | 0,011 | 0,010
2 0,009 | 0,010 | 0,011 | 0,010
3 0,009 | 0,010 | 0,011 | 0,010
4 0,009 | 0,009 | 0,011 | 0,010
5 0,009 | 0,009 | 0,010 | 0,010
6 0,008 | 0,009 | 0,009 | 0,009
7 0,008 | 0,008 | 0,009 | 0,009
8 0,008 | 0,008 | 0,009 | 0,009
9 0,008 | 0,008 | 0,009 | 0,008
10 0,007 | 0,007 | 0,008 | 0,008
11 0,007 | 0,007 | 0,008 | 0,008
12 0,007 | 0,007 | 0,008 | 0,008
13 0,007 | 0,006 | 0,007 | 0,007
14 0,007 | 0,006 | 0,007 | 0,007
15 0,007 | 0,006 | 0,007 | 0,007
16 0,007 | 0,006 | 0,007 | 0,007
17 0,006 | 0,006 | 0,007 | 0,007
18 0,006 | 0,005 | 0,007 | 0,006
19 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,006
20 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,006
21 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,006
22 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,006
23 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,006
24 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,006

55



Tabla 9 Curso temporal control de epitelio ventral de E. johnstonei.

CURSO TEMPORAL VENTRAL CONTROL (mA)
TIEMPO (min) | R1 R2 R3 R4
1 0,057 | 0,045 | 0,045 | 0,044
2 0,054 | 0,043 | 0,044 | 0,041
3 0,052 | 0,043 | 0,040 | 0,039
4 0,050 | 0,041 | 0,040 | 0,038
5 0,049 | 0,040 | 0,039 | 0,037
6 0,048 | 0,039 | 0,037 | 0,036
7 0,048 | 0,037 | 0,036 | 0,036
8 0,047 | 0,036 | 0,036 | 0,036
9 0,047 | 0,035 | 0,035 | 0,035
10 0,047 | 0,034 | 0,034 | 0,034
11 0,047 | 0,033 | 0,034 | 0,034
12 0,046 | 0,031 | 0,034 | 0,033
13 0,046 | 0,030 | 0,033 | 0,033
14 0,046 | 0,029 | 0,032 | 0,033
15 0,046 | 0,028 | 0,032 | 0,032
16 0,046 | 0,027 | 0,031 | 0,032
17 0,046 | 0,025 | 0,031 | 0,032
18 0,045 | 0,025 | 0,031 | 0,031
19 0,045 | 0,024 | 0,030 | 0,031
20 0,045 | 0,024 | 0,029 | 0,031
21 0,045 | 0,024 | 0,028 | 0,030
22 0,045 | 0,024 | 0,028 | 0,028
23 0,045 | 0,023 | 0,027 | 0,028
24 0,045 | 0,023 | 0,027 | 0,028
25 0,045 | 0,022 | 0,026 | 0,028
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Tabla 10 Curso temporal con digoxina de epitelio ventral de E. johnstonei.

CURSO TEMPORAL VENTRAL CON DIGOXINA (mA)

Tiempo (min) R1 R2 R3 R4
1 0,047 | 0,045 | 0,046 | 0,047
2 0,047 | 0,045 | 0,046 | 0,046
3 0,046 | 0,045 | 0,046 | 0,046
4 0,046 | 0,045 | 0,046 | 0,046
5 0,046 | 0,045 | 0,046 | 0,046
6 0,046 | 0,045 | 0,046 | 0,046
7 0,045 | 0,045 | 0,046 | 0,045
8 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,045
9 0,045 | 0,044 | 0,045 | 0,045
10 0,045 | 0,044 | 0,045 | 0,045
11 0,044 | 0,044 | 0,045 | 0,045
12 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,045
13 0,044 | 0,043 | 0,044 | 0,044
14 0,044 | 0,043 | 0,044 | 0,043
15 0,044 | 0,043 | 0,043 | 0,043
16 0,044 | 0,043 | 0,043 | 0,043
17 0,043 | 0,043 | 0,043 | 0,042
18 0,043 | 0,042 | 0,042 | 0,042
19 0,043 | 0,042 | 0,042 | 0,041
20 0,042 | 0,041 | 0,041 | 0,041
21 0,042 | 0,041 | 0,041 | 0,041
22 0,041 | 0,040 | 0,041 | 0,040
23 0,041 | 0,040 | 0,040 | 0,039
24 0,040 | 0,039 | 0,040 | 0,039
25 0,040 | 0,039 | 0,039 | 0,039
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Tabla 11 Promedios de los cursos temporales del flujo de iones de Na+ a nivel de los epitelios de evaluacidn con y sin
digoxina.

Dorsal Dorsal Ventral Ventral

Control Digoxina Control Digoxina

Tiempo (min) X(mA) X (mA) X (mA) X (mA)
1 0,01040 0,00997 0,0478 0,0463
2 0,00991 0,00992 0,0455 0,0460
3 0,00910 0,00992 0,0436 0,0457
4 0,00861 0,00960 0,0423 0,0457
5 0,00825 0,00932 0,0413 0,0457
6 0,00825 0,00867 0,0400 0,0457
7 0,00791 0,00821 0,0393 0,0452
8 0,00754 0,00821 0,0388 0,0449
9 0,00667 0,00821 0,0380 0,0448
10 0,00586 0,00720 0,0373 0,0448
11 0,00543 0,00720 0,0369 0,0445
12 0,00500 0,00720 0,0360 0,0443
13 0,00475 0,00654 0,0355 0,0438
14 0,00460 0,00654 0,0350 0,0435
15 0,00416 0,00641 0,0344 0,0433
16 0,00390 0,00641 0,0340 0,0433
17 0,00375 0,00621 0,0334 0,0428
18 0,00347 0,00600 0,0329 0,0423
19 0,00350 0,00567 0,0325 0,0420
20 0,00314 0,00567 0,0324 0,0413
21 0,00282 0,00567 0,0318 0,0413
22 0,00230 0,00567 0,0313 0,0405
23 0,00200 0,00567 0,0308 0,0400
24 0,00200 0,00567 0,0307 0,0395
25 0,0303 0,0393
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