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ABREVIATURAS 
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Longitud de onda 
Longitud de onda de excitación que produce la fluorescencia sensible al 
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Longitud de onda correspondiente al PI 
Unidades arbitrarias 
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Volun"\en celular acuoso 
pH intracelular 
pH en el exterior celular . 
Presión osmótica de la solución control 
Presión osmótica de la solución experimental (de .calibración o de 
prueba) . 
Fluorescencia en el estado estacionario de un pulso experimental 
Fluorescencia en el estado estacionario basal 
Fluorescencia al tien"'lpo "t" 
Fracción de fondo. Fracción del colorante osn"'lóticamente inactiva 
Cociente de dos fluorescencias del colorante . 
Volumen en el estado estacionario basal 
Volun"'len en el estado estacionario de un pulso experimental 
Volun"\en al tien"'lpo "t" 
Ordenada al origen 
Media 
Desviación estándar 
Porcentaje de coeficiente de variación 
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provocan cambios netos en la concentración de H+ intracelulares. 
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INTRODUCCIÓN 

¿Por qué son importantes el pH intracelular y el volumen celular 
acuoso? 

La integridad funcional de una célula depende de muchos factores, entre los 

que destacan el control del pH intracelular (pH1) y el del volumen celular acuoso 

(VCA). Prácticamente no existe proceso celular que no sea' e) pueda ser influido por 

el pH. Así, Ja co~~~na':acié;n intracefolar. de. i~nes• l"lid;Óg~Ro;(l-It) ·.afecta procesos 

celulareS ~tr~~;~Jtf t~~;~rt~~c:itf0~4~fZj~~,,~~i~~t~~·'i.;ª~'" 
de grndientes••'aeº:.I,:l!{(JYiitchell;;;is¡~~);'el{é:iecitnierito)y'.diferencfadón;c.élúlares,·. el 

=~:::~::;~~iiif lltlltf litl~litlilli~~::: 
(pHe) es de ,7.3,a].4~y¿el,'potencial'de¡tr~~s1?e~b!ana~(J3"') •s~ :nc~t;?ntra'~I"\ e¡, rango 

::-:: :-:~~~~~~~~~li~t1~~~tif J~?~~lf;i7j~~~l~~lt: 
mV; de esta manera'lós'.H~;se·encontraríaff·en equilibrio termodinámico a través de 

.? ·. :: · r .· ·.-i:.·::'..···>~-~<~:~~)~:'.t::,-.. '.;¡~;¡~!.~:~~t;i1?Ftr~i1~;f;;A~~~;gtL1~:\ :-~·:. ~--- · ···. t 

la n"1en:1braita sólo siel}~n{fU,eséiiguáLal Ett. Ahora, si se tomara a otra célula y se 

fijara su Em en "i,~b~,~~~~i~i,i~~I¡§~i; '. 7.3, el pH; calculado para el equilibrio 

termodiná~icocl~·¡~~:,;tl~~~:f~i(~~f-~'.3. Es evidente que el H+ está fuera de equilibrio 
. ;-_. -.-.~- ·;:i .. \,,·:'~~: .. ~",__:~ . .:: Ó;'f. ,;:»,~;:.'"_, 

ternl.odinámico, es <lec¡¡:.; e!H:+ ha se encuentra distribuido pasivamente a través de 

la n"lenl.brana. Este desequilibrio ternl.odinámico es generado y mantenido por 
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proteínas especializadas (sistemas de transporte) que se encuentran principalmente 

en la men~brana plasmá_tic_a'. En la· mayoría ' de los casos, estas'. proteínas 

transp6rtadoras-trab-a)ari~~·.;;e:opfadas(a1··•f1~jo ~~e::~tt-os-. iones .. ·que· tienen.O~peso" o 

:;_:g;,~~f iii!f ;~:i[i¡~~g#p:~;;:nZ~!~2~:.: 
que se, :.localiza}:én:;,)a:;~,mei'nbra:n<lf'iJ5Iasrnátiéa~i,En condiciones fisiológicas el 
. . ·, .:.-... >~ .. ,_-'. {:: ·. ~<1~~:f.~F{;~~~·;;!3,.:~~-~'.: -~~-~~~·~;.~~:i~::r~:;z;~:tt ~:~f:~i~~1;:~1~_:;l~tf.:;;:~D~~;;:.~1~~r<-:~:ii/~=; :r,::, -~ ,,~/·:_. < ;.: { < ~·": --~~::~ ~~:-\~'.~{-.- .. ,_·, ·,¡~~:- :_--~-:<:::_" ) -_: · : 
interca1~b~ado~-'1'Jª~/:~;'.·enfcada\cido·'exp\llsa;de."laicél~la:•,un.J-f+ a'·cambio de 

~::::::~;~~l~~~~~~l1~~l~!~t,[J~~~j¡Í':::~:~~:."::~:::: 
intracelulares, la\gana·Ji::¡a Cié N a!-por)a cél u.la sí 16. tiene:, .·. 

'.'-··''-~ :.'"'-· -~- •... ;_;,~::·,¡-",'''<:;;-.·L-.!'e,;,>·-:-;'.\'..,:>,.:.·-- ., :,-'.· ·'"''•· -· ,' .' .• '· ,;., ... ,_· .. · .... · ,,._ .. , 
·~ . ' :. '.. _ . ',:. ; ~·<· .,•· -< ·• _ e ~c.-. 

.. ::~/ ·~.ti:t~~~·¡;~f j~-~) ; i}.- ·-~.-~-~ : ./<' .·t.:: ... :.···~;} . '·'. ·" 

El c'?~ti?i:j~i,::~¿¿i~~i~~,;~~ .~~~~' é~Iü~~r2es• t~~bién fundamental para la 

su perviyepdé!• :J~~'.i~'~j:~$(~iá~:~?~~1~~~i:i~~L~na •. de. las : ~L!nciones homeostáticas 

celulares.~,~~~t~~~]i~J~~~~;D~t ~~~[o, d~··.vista_._evolupy~.~ •• se;~f:P·~-~ula que apareció 

cuando Ias.niacrorrioléculas.(ej:',Ias nucleoproteínas)·se·rodearon de una membrana 

plasmáti~t~!~.~~-~1.::~.;:.~~~~b_;}i1~y~'iWsai~lase y prote~i~:~ d:ltne~io externo, creando 
- - ,-,,·,;_1 

un micr_cí<'l.mbiente• especializado: el medio intracelular. La consecuencia de esta 
",·: .~· - . , .. " : ,,•,. ·' .. . . 

adaptacióÍ.1..·•eyc)liiti~a fue la distribución asimétrica de macromoléculas cargadas 
.• ':•¡ ,·~ ' ..•• · •. .' 

negativamente, a las cuales la n,embrana es impermeable. Esto resultó en la 

generación de fuerzas a través de la membrana plasn~ática (fuerzas de Donnan) 

que tienden a producir edema (hinchamiento) coloidosmótico en las células 
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anin-iales, que además de ser permeables al agua, ·carecen, a diferencia de las 

vegetales, de una pared celularr rígida~ Para. neutralizar el efecto Donnan, las 

células anirnales •. desarrollaro~~~ef;iii~~°:s que.le••.pe~mfte~ ~ant~n~r ..• constante.·su 

::::::~~~;r¡i~~,~~ifi1¡~~}!f~~~1~¡j~~~¡~~~l~~;::~ 
mecanismos, las\ cél ulas'.1 previenen\ el<hincha rrifonfo' osn'tóticofy;; laHisis!\Eácfalla ·de 

: .. -_,é:;'. :·:,:/:t'.~·~~ t~1~:.~· ;':~J~~z.'..;~t~~i!?r;I;~~:~'.~~~j~:~}}t;Y?;j::,\~~i~~':.t;~~~·~{:: i¿~~~~-~;.iI/{~· .. :if_i;hi::{ ?Y~j:: ;·: ~-:~f:}t~-~~~f~·f-i;:~~0Y -. \-T~i~::}0·::%:~:;:}-~ i~~l~~{\~n ... ;;-~ ;tV!{>::''.¡(: · -- :· 
ellos comprorriéteilaiihtegridadiestrüC:furaldé.'fas'céli.ilas:yrhi~coristáTICia{del'rnedio 

lnt<afel~'.!f~~i~it~~1~~1~1~~~Í:~~~jr~i~~l~t~t~!iii~i(f,~;:~:ta• 
alteraciones"puede . ser•tletales;•;.taliesceL•casoj_del'i'éderriá•;·cerebrál~ róducido• por 

hlpera"'2;~Bt~)~~iwi~¡~~~~~!~'l~~ti~~~'%)\'.~j;•;<~ .~~f ;}!'~'ª 1., 
neuro.nas. Y' las, céllllás, gliales;~ que: son• los >principales ,.~ortsí:fti:í.)r'éJttes ,cler: sistema 

:;:::º·~~~1tliii~~tr~~~~:¡~~~~i~i~i~1~~,Í~:::::: 
encuenrr.,;":~~~~li ~"{~¡~;¡¡ª'~i~~:~Í~~~"Í~~)~~~~jcC~i~~,;i~16neS '" 
desprende lajrnpórtariCia~ . e t:?S.tu iarI•los;ffiecariismos qúe,regulan y. mantienen el 

; C• :':~j, • -'.~~~~~·~:;t;:1~;:);{~:t~?~·~:;r~~;,*~1i1~;~~:~~~{t~{~~~ttt~·::~~:~);-,:,_t/,. ;\;;,: .. :·:", -·:;~,'~:/•) ';_.~: '·'::< '·.;, ;'·.·'::'·:·/ ' ' •: 
VCA en células•nerviosasy;'gliales;' '.'; .. : i':> <·: ::.• 

· · .::_~~~:-:~_{{~=- -\~i~:,~~~;;~·1j?3~~~:-::~f~~~~If fSti~fi1Vt~~\~ ::~ .. ~::,·:. 
>;::~' :-:.'1 '":.',~~~· • ft~~--'~ "" -·-· 

,. __,_ -- --,;~~ .~:~.~Q~:::~ l,~t:-):it~'.:01 L:.,::: -'! 

Existen ev~::Í~~'Cias:'que muestran una relación íntima entre los n"lecanismos 
.. ~_·',:~~-~-:i\/~~¡{:.•;t~-~::_;,·:: -- ~-. -.~r~ ·.';_. 

de regulació¡;:<leü'¡;i;i'¡~'y'!~; del VCA (Gleeson et al, 1990; Bevensee et al, 1999). Sin 
i '.· -~(-·'{::-;2:::/.:/ .. - - :-

e1nbargo, esta reladón ha sido poco estudiada debido a la carencia de técnicas que 

permitan la medición sin-iultánea del pH; y del VCA con suficiente sensibilidad y 

resolución ten-iporal en células individuales. El objetivo f1.1nda111ental del presente 
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trabajo fue validar una nueva técnica de microscopía de fluorescencia que permite tales 

mediciones. Ade1nás, se muestran· resultados obtenidos 'utilizando ·dicha técnica, 

encarninadósaº,dHífddir.'el_iitecanisrno'rnedÍante ... el.cuiÍI,el:p~a;·.;~(;~iof~~Óniaco 
,·: ,, • ._, e- • • ... --:-. • 'e· .:1;,_ -~~;~. :;-·;-.i:;··_ ·· • 

::::z~;>~~~t~l-i~~~¡~~;WJ~i¡~~~::J,~~;j~t~c;i1c!,t:: 
determinadór(de'carnbi.os'éit''él,YC::A'y;en t?l :pHl':produddos por el par'NH3/NH4+ 

::~:·~:~~~jt\~i~~i,~f~~~fJJJií~l:",~tI:::;~,;;i~~~¡~~: 
un. síndrome::í-;neürop,siquiátrié:o:5ié:¡ú'é.:;;~se~;tprésenta.: en'::diversas, patologías· que. 

=~::~s~:~~1~rt~~~t~:r~1~~l?t~I~~ó~~~~1jplf f ?:: 
herniación del tallo cerebral. La técnica validada en esta tesis provee una 

herran"lienta útil para estudiar la fisiopatología de este edema citotóxico. 

¿Cómo pueden medirse simultáneamente el pH intracelular y el 
volumen acuoso en una misma célula? 

Para el estudio del pH; en células individuales se e1nplea con frecuencia al 

coloran.te fluorescente 2' ,7'-biscarboxietil-5,6-carboxifluorescein.a (BCECF), cuya 

fluorescencia cuando se excita a 505 nm, es muy sensible a can1bios en el pH (Rink 

y Tsien, 1982). Este C()lorante ofrece muchas ventajas sobre otros que se emplean 
··l\, 

con el .n"li.smo: ,fiÍ1, \.•P,º~'.'ejen1plo: su pK., cercano a 7.0; la posibilidad de ser 

esterificado, lo que permite introducirlo a las células de n1anera no invasiva; el 
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hecho de que el colorante esterificado que ha entrado a la célula sea susceptible a la 

desesterificación por enzima's celulares nativas, lo que conduce a la exposición de 
, ..... 

sus 4 ó. 5 carga;··negati~:-;~é•.fa;,~;~ci;ndo su ;~tención .. ;;~elinterior- celular; 
,· ', __ .· ' .,·· .. ·_,,,.:·_..: ._ .:·.,~~-'"' ·- .. : ,,... ·_;_ ·------ -··-·'o'":' ... "o''-" - •. ; __ - ~.---.~·.· .___ __, . 

. - .- ; • - ·---:~~ ·: 0:- -.. ,:·,f::_::i.> --.. ' - : • -

finalmente, la.'caráct.erísticatinás.relevarii:eepara este•tiábajo: el:presentar un punto 

isosbéstico (P1t~B:-~§?e~p~ctroid~~;~~2it~ciÓn-(~6i~aCi?'.~~·'.2446:nm), ene!· cual la 

fluore~cen<:i~~~~·'¡ri~~~~tbl~ a<¿ai:ribi6s:~n el pH ·p~~() ·~ensibl~ ri··<:ambios en la 

concentracióri dél colorante. 

Al ser incl~pendiente del pH, la fluo~escencia del BCECF en el punto 

isosbéstico pued~ utin~<lrse como un indicador e~clusivo de la concentración del 

colorante· y pbr!O· ta¡, te:); puede,emplearse/para'.medir ·caritbioS:e~ elVCA(ver 
,. " '·'. · · .. · · · e 1 • - ., ' • • • ·;~ •• ; •• ,._ ·, , ,..-. • • ' , .,-_ -·- • •• '· ' <' • • ,.· • .,~. •.. ·,. ·, '-:·"" \ ' 

'<· .:; !\3,:.:• .';~:\.:.:. ;;- ,-_.:'. ·-'.~ / ~:\::. _·, ·'.:;::/ ·~,:>:~·,"'. .. -~V· .. _':~-·:-:'.,\\', ·~:;,?~i:J \"~~,;~·'{-~::'_; :.',".:i.j: ~· .::_ !~~ ~·: ,• ... :t?~: .. ;-::.:,~/_".::' ~~/ ,:.:'. • -::_/.\.~~/:;;~:.:.":·.;~_..ti::"'".·~·; ,· --. , 
adelante). De' esta i:úáriera,:-el:BCECF'puede\usarsecon'lo indicador:de,can1bios .. en 

: . -: . : ~ ?:' :~:~~ ~:: ~ .;~\·\:-~.: ~ i.:i~ ~::; :· ~ú~ 5;~:·;· .. t~:~'.;.· ; ~~·.,:!X ~;,; .. ~~~_,\~¿~;;t~:}~~:);i:f: ~~~~~ ~i~~ ~.~::i:¡:: :·: ~':.,;i;\~--~,: ~~:E:(~\: '.-~~~~;~.;>~;~:)i?-;¿~(·~~ <·~~~;;:;~{ .. , ... ~fü:~~~~ ?;:~·::¿· ;~~~ .-, · · ~·· ~:-: :. . -
el pH1 y en:él;V.CA' de.'n1anéra'sfrnultanéa'.;iEsfo:se·ilogriú exdtándcifalternadamente a1 co1or•n~~~~~~tt~1!IB~~''¡if ~~;[~. .. '' , A 

p .. ) correspondfori te. ahPV (-:-'.'140 'rirri); el;coCieritej'decesfüs\·dé:is''. uorescencias reflejará 
_ .. : : -· . ~·; ~- ~ .:;~; .~: :·:.' ~~ i·:'.:;\· ;:: .:;::-;. -~ -.:··;~::\ .:,~.--~:~M_;-: ~~::\;~'.~ ~;~~~~{:~'.~i'.igf :~~f ;1;~~;.;;~'.it~~.i~~~'.;Jú/:i~f~;;~~~~~~~1~~'.t:\~~-~~:~1hi!~i~::~ -;~Yf t: · ';~ .;: ?~·::;~:L :-": ~~· ·:i<-, _. ·. ~·· :· 

los camb.ios eri .el. pH1:i í:riien h'.as• 9,U~ }a~fl ~u:>re~c~1:!Ci.a :e!t. el,t~I;re?f.Iejél_i:áilos; campios: en 

la concentracióh. del• color:~~~;: ~¿"4~~·~:~~i'J~~;;·i~·;~g¡~~~¡¿:fi.·· ¿~;~~~6Íos en el 
',",'•-C.,·,-,-:·("'~, "·,;.,~',~:~;,"'"•""".:i.:'" ~·::-~, .. :·'.' 

VCA, mediante una serie de algoritmos Cle'~ar~olladC>s par~ otro colorante 

fluorescente. 
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.MARCO TEÓRICO 

Validación de un método de medición 

De acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) la validación de 

un método de medición se realiza con la finalidad de asegurar que una 

ni.etodología analítica dada sea exacta, precisa, específica y reproducible; además 

provee una garantía de confiabilidad para el uso rutinario del nl.étodo en cuestión. 

Algunas veces la validación se describe como el proceso de aportar evide11cias 

doc11me11tadas de que"" 111étodo /tace aq11ello para lo c11al estñ diseíiado (Swartz y 

Krull, 1997) 

Para considerar validado un ni.étodo analítico se requiere que se satisfagan 

los siguientes criterios: 

1. ExactitJ~·: ~s er~:ado de cercanía entre el valor medido y el valor que se 

acepta como reah8'ciü,'yá1Ói,teórico. Las medidas de exactitud pueden realizarse por 
-· :.~A.: "_ ': ;: .. . " ,,: U~·::--~ -~i :'-_'.1.:f ,· .. ': •:_-~· -... ·_\' ,··. 

comparació;; ''<l~,1d~::ye~tiÚ.id6s obtenidos a partir de una muestra, con aquellos 

obtenidos a ~;;~~~l~~;~,t~;:i~~t~tdar de referencia, o por comparación con los 

resultados ;;,~S~1'.~~~f~~~\'¡;~j~e,;'~1;0'.~~;~~f'~~e~ c.aracterizado. En el presente 
. ~~ - , ' . - " 

trabajo la· ·ex~~~~~·~E'~:n:t;]~,~~~,~~:J~~~f?if~~~0!J'.~$fff)'~l~.:i.en se expresa como: 

1000/T, donde:O. es,elNalor, obs.ervado,y ,T eEvalor,:teórico. La exactitud para las 
'' 

determinaciones del pH; se ev~hfo por comparaciÓri con un método de referencia. 
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2. Precisión. Es la medida del grado de repetibilidad de un método analítico 

bajo operación 'normaL Generalmente se expresa como el,porcentaje relativo' de la 
' - .• :1 .. '.," •. 

desvfación es.l:ánda"r''~ón:res~pectb,°a);;i'.n;;cíia' pa'r°á7ti~·:ila"'ri;~';~ ií'de'rnuestras .. En 

este trabaJ6'·~;e::·ex+~~~Ó .•. d~0o':mn~cd.~e··,es1.·eps;~l:arcedne: tsavj1~a-.cd1ºó~n~. ·-~e)0s,et···á·~n~d%a)n;r'.~.ey.:~.·.~.~.i.:,dx:L.;; •. ~.:...·.' .•. ·.~.'e•.:~s/_·ª .•. ; •. :., •. rl:;a~.~:···m~Íóe}d'..·1··a(C•.·E:Vs.t)e, 
definido códtC> ió'o!l/.;f·~ _ . . . 

parámetro de~~;e~1i'~~~~e a tres niveles distintos: repeJ~Í,jtJ~~~jt~,::;¡~:;~,z f~1fe;media y 
-:;,>·· •••• ;· '~:· • ··~: -: .. ,.: •. ·<' 

. . . 

La repetibilidnd o precisión entre ensayos; se r~fÍ~~ea fa va~iación existente 

entre los result~dos obtenidos con ~l métoci.C>' en.C:u~si:ión; en '.un in~ervalo de 

tiempo· re la ti va mente'· corto,·:···n1a~t~ni~ndo·~·las.·.mis~as,·.col1dicio:11es: •• expe,ri~1entáles 

::::::n1,ti,!1i~I~~ll~f f f t{~~~t~~~lf iJ~~~iiY~~~:: 
mismo laboratói-ió 'debida~ a~ evéri fos', al~azar;: tales. éorno:•·diferéricias7en'lacduración 

·-. _ ---~_-,, ::- ~--.. ~~/; ;_:~ ~~·: ~--~};f~-~~~i~~~ú~f il\~i~~~-li~:i::i~t~~~~f t~~~$.~i~f~~t~ªf~l·;:~~trt~t~~~~~~.f f~~B~~~~;~fti~~~;ft:~~~;t~~~f 1·~~~~;--_·~~>:;·;, . .- .:~ 
de los expenmentos;.camb1os>de,:.temJ=!eratura~;}.de.'lurmnos1dad;-,,el,;anahsta_;:o el· 

equipo, eri~eik~~~ht~JJ~~~;~~~~í~lS~~,~~:f ~~i'.~~~~ii,;-:~~~f!~"W~,:~~~21¡tj~r:,~~~e/Í~s · 
resultados ob;e~I~os c:~i1;~1,rnétódo.'en 'C:ües~ióri(~~íi~~~~,~~'~iíe;~riiis1~biiratorios. 

' ? .. ·~·.-·,• _.;_.-• .-;-.· .. , ••.. _,, •• --_,~: •... ·- .·_··.; .. '· .•.• _ •. __ .," ·,;·--· ' ·- ,_· ·-' 

En el presente trabajo solo se evaluó la· precisión entre ensayos y la precisión 

intern1edia para las determinaciones del volumen. 

3. Especificidad. Es la capacidad del método para n1edir adecuada y 

específican1ente él o los parán1etros de interés en la presencia de elementos que 
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puedan producir interferencia en las medidas. En esta tesis se evaluó la 

insensibilidad al pH de la fluorescencia en el PI; que reporta cambios en el VCA así 

corno la insensibilidad del CF (indicador dé l.os cambios e';;_ el pH) 'a los cambios en 

la concentración del BCECF. 

4. Límite de detección. Se define como el cambio mínimo de la variable o 

parámetro que se va a n1edir, que el método es capaz de detectar, aunque no sea 

necesariarnente cuantificable. 

5. Límite de cuantificación. Se define como el cambio mínin"lo del 

pará1netro que pueda ser medido con el método, de tal manera que sea cuantificable 

con precisión y exactitud aceptables, bajo condiciones operativas. 

6. Linealidad y Rango. La linealidad es la capacidad ~·del método para dar 

medidas que sean directamente proporcionales,.~.l~{c~i;lé:e~tració~. del parámetro 
~ '/;' 

en cuestión dentro de un rango dado. En e!Ú:~,~~so~·:~e estii.diÓ la relación existente 

entre la concentración. del BCECF,Jibre• y la fluorescencia emitida. La linealidad 

generaln1ente se expresa como la varianza de la pendiente de la regresión lineal 

ajustada a los datos. Ell·ango es el.intervalo cerrado entre el mayor y el menor nivel 

del parán1etro en cuestión;. que se determina con precisión, exactitud y linealidad 

adecuadas. 
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7. Rep_roducibilidad (Ruggedness). De acuerdo co,n la USP, es el grado de 

reproducibilidad de los resultados obtenidos bajo una variedad ,de condiciones, 
,,-· - . 

. - -·~· __ . __ . --.,,,:~_:_~-~-i--~=-=~· 

expresado como el porcentaje relativo de la desviacióri estári.dar::Estas condiciones 

incluyen diferencias entre laboratorios, a1~aii~-{~;~ ¡~~,~~~:~;~~;f;~~iéac~vós y 
-.-:;-¡ 

periodos experimentales. De acuerdo eón; l~;éÍ~H' (I~f~i-~at:ih~~if¿8rif~~~nce on 
-· ·, -.:; . ' ' ·; ;_; ~· -~' - '. -~¿_ ~-- . _,,_-: >~' ' -~-'- ,_, ' ' .. ·,: ;~ :_;/i: .; ~::-~;:".: 

Harmonization), este parámetro queda yá iitchiidC:Íen'Iél.preC::i~iÓri, C;)pin:ióh·c~:m la 

que estoy de acuerdo. 

8. Robustez. Es la capacidad que tiene un método para no.: verse. afectado 

por pequeñas variaciones. qel~berridáf eri ,las. corÍdicié:mes· de• operaéión. Este 

parámetro evalúa el . efecto ,.;c¡~é ~entm; sobre '1as 1riecHc~6nes las variaciones 
~, '. :; -

deliberadas de las condici~;..¡;;5. é,"(p~riment~les} tilles corno el porcentaje de 
: <_,'~~ : .: - ~ 

'" 

solventes orgánicos/el pi-!; la"~t.'i.erza iÓnica o la temperatura. 

Es ÍIT\pc)1:t~~té -~~sta~ar ql.le ne;;; todas< estas pruebas pueden o necesitan 

evaluars~ para' ~onsider~r~~alkiadCJ aun rnétodo'.Tociodepende de la naturaleza y 

::.::::~:"t~~f Lil~í f~ri~~~!~~Lrº::.:::::::;.: ::·~~: 
pruebas qué den1ue:S'b:;i~ -4u~?-~1'.;irieto~~;l"1~ce'/águello para lo que fue diseñado: 

--<.::· 

Exactitud, prec:isión, especificidél:d y litj,ealicÍad. 
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Medición del pH citosólico 

Hace tan sólo un cuarto de siglo, los interesados en medir el pH intracelular 

(pH;) sólo se. Ümi ta ban a obtenerlo a partir de la distribución de ácidos o ·bases 

débiles a· través de la men1brana plasmática, o lo medían directamente· con 

microelectic>dos-sensibles al pH (Dixon y Wilson, 199S); Esteclíit~iTí6;ITI~.i:o~~.podía 

:::::~:Ji~~º¡~,i~~)~ii~~~k~;i~i'.f&~Ii~JJi~l~~iEJ}~~::: 
fluorescénfes sensibles:CalipH)''cornenzanda·con:Yel;'BCECF(sfüteti:iado;por,:.Rink.y 

cola borad6reseri1982; estos' indicadóres' han sén!id6:~cáino'herramienta'invaluable 

::::e~::3~~~!1~:~·e::::·:.::.;:}ill31t~~S!:~:: 
anteriorrit~f-it~};I'.~'~fÍ'néipal de.ellas es que permiteJ'.l¡la';med1c1ó~;(:ontirma-\del·.PHi 
en células ;ii~¡~¡Jfaú~s peque1las o aplm1ad11s:~ii'J~¡#~~~~~~d,~Á:'7~'!ti~id~s~' con 

microelectr'~á6·s··~h~producirles daño (B'eJJ~~~r~'~8'f~i,Ji~98). Otr~ gran ~~ntaja 
es que los rnéi6<l6s basados en el uso de indicadores fluorescentes son no invasivos 

o destructivos.· 

El colorante fluorescente BCECF 

El BCECF es el indicador fluorescente que se usa actualni.ente con mayor 

frecuencia para ni.edir el pH;. Presenta su ni.áxima sensibilidad al pH cuando se 

excita a -SOS nm y su fluorescencia en ese punto es proporcional al pH del medio 

en el que.se encuentra diluido. 
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5 

Figura 1. Estructur¿¡ del colorante fluorescente 2,7-bis(carboxietil)-5- ó -6-carboxifluorescefna {BCECF). 

Como ya se mencionó brevemente, el BCECF tiene varias características que 

le permiten ser inás eficiente en la medición de pH1 que otros colorantes 

alternativos. Entre ellas destacan: 

1. Su pKa de - 7.0. Dado que el BCECFe~Jn,ácido.,débilcuya fluorescencia 
,,,, ,··:··.'· ... - é'.'.:"'_· ,- -.·_ ' 

depende de su disociación y q~e iéLv~for, de su pKn es cercano al pH1 
. .-· '.;•, < '-~ :.·._· '···> ,. - . . . - -

fisiológico, la medición de cambi()~·~jj el(pH1 a través de la fluorescencia de 
• . : • - - ' • . .• : • ·:· ;- ' ._ "''.:.~ - '. .• ·- . >.- : 

este colórante 'se puec,le,'"rea.lizar, C.?ñ.;,g;~n_ sensibilidad dentro del rango 
. ·"---<---~ :·~_,··:·<:;-- .--

fisiológicó de fu:~~rés c6'.4 ª.f .s). J · 
·;~· t'.:L··· '·-- ··~/-.e.-·· 

· ·- ,-~~~-L·_2'--:~. ---. ... ~~-- · ~:}~~~'.:~'. :f~~ 
2. La posesi6:~'.·~:~;~~"i~Y~J/~S!it0~f~~'.co (~440 nm), que como ya se dijo, es la /. 

de excitación en:'la''.cuál¡la\fluorescencia del BCECF es insensible a cambios 

en elpI-Í;'~s~~·'f}"~ó\;~~~~~~Ü.'J~~ Ütil como un indicador de la concentración 
, , . -_._:- -'.:·· ': :_: .. ~-

in tracel ulai del col~'i-~il:l:e:. 
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3. Su número de cargas (cuatro o cinco) cuando se encuentra al pH fisiológico. 

4. 

5. 

Estas cargas negativas impiden o disminuyen ·significaÍ:ivamente la salida 

·::::~~~&~~~iíii~lilf llf ii~S~~!:~:: 
a travesar las membranas .celulares;· tañto':la plásrnáticá corrió· las membranas 

'; ~·;,; ,;. "• ,': e.· .... ~' ~':~ ,·:. :.·>;· • ,·. • -~ ··>- ~.; • • ·, -·- '',. \~;;:-·,;.·> ·.'.,'~·\: »,.,.' :,~ '< - :';('.- .'. ;; ::; .. _- '" -'•.¡: ,·. '..~ 

internas .. ·.: ;_.~;: .• ,: ,;; ....... <> ·•• >.;,;. 'J '_:·, tjE,;./1~~-'~~i·: ';'.i{·ié.;.)' · .. ,• ·· '; 
- ~ - ;· .. -', ~":~ _; _,. ~ .,.,-,_-~; .-:. -· . ,-,, ,_. ··-· 

~:, ;_---· -.:;_; :-~ ~- ::,-: .. \(-~~t::; ·:-~ ?~{-:~--1_,:_:{_~:i;:~?/;~~::~}{f~f~~-~~B/~::~1;tt::~;-~~-~r,,~-,/:~~,i~·:~~~~;-;~::\{'.;~f:;;~::: '7A·~:- ::-./~~,-.:/~-- ".:·~~:/: :-~ ·.'·:~·::-~<.- _,,_. --_- .-_'._ 
La posibilida~·d~intrZdl1~ii:lo,.él·la;cél1.1laide manei-a 11t? i(~.~nsivn:Par~rello, se 

requiere de.-.1~:~-~~~~f~f~~i~·~1~:~;,f};,~~~l~li~~~iif5J~,·;fa~~fa~frJ~~rtre~cente 
del BCECF. Esto'se;'}ogra~fij~ndO grüpo~·;acetoxi~rr,fetil-:estér:fdando lhg~r al 

compuest~ '0~Á~,~~~~~-,;i~~!f~,t~~~~~~~~~~~~lh~~f:,~~-~~~~~;~ii~~i~-·~iBºfílico, 
gracias a·IOs'g]'.'upo's'!'éster~~ipe . ádlritente·t 'a' .. célula:.''!Una';.vez-que ha 

-,.:~<·:~:t~~~;}1~~~~iK~~~~:j~tr~;f ~:;.~r~t~1~~~~i~i~t~~i~.t>::.~~Kt~~:~Jk;~t'.::~l'i~~ · . ~ · .·.· .;;:~~:~s:w:~~i'?~:.li:t;7:\f ~~~-:-· :'..--· -· - :_ 
cruzado ;··laó.membranac·· smática:;_:·;;lás»'!Lesterasas>;.nativas':.intracelulares 

hid=H~~~1~~0:~a;~;~i,l~~~~t~{~¡:i~;";;;;,fl~i~:~. iónic• y 

fluorescente;\el~'.-BCEC:::Pj);}qüe::.:es;:,prácticáinente·;,mcapaz··.de. atravesar la 

mem~;.~~'~L~~~~~~t~\l~.,itJ~~~{~f ~lt~~i~~1u1a. 
Los cambi6~:i~ri+iri'i:'[c;;fi;~ 'de :~;_. •;.¡~;~~-~º de exdtación, inducidos por 

variacione~.:;~}!i': ·gl-i ·de¡ medio en el que se encuentra diluido. Esta 

propieda~.~~lBCECF permite la medición selectiva del pH¡ mediante un 

cociente de fluorescencias (CF). Esto es, la medición del pH¡ empleando el 

cociente de dos fluorescencias del BCECF, obtenidas cuando éste es excitado 
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a dos longitudes de onda diferentes (ej: 505 nm y 440 nm), evita los errores 

debidos a: cambios en la forma celular, salida de colorante, 

fotoblanqueamiento o apagamiento (Dixon y Wilson, 1995, Bevensee y 

Boron, 1998). 

Calibración de las señales del BCECF sensibles al pH. Calibración 
del cociente de fluorescencias 

La calibración del colorante con10 un indicador del pH brinda la posibilidad 

de transformar los valores de CF a valores de pH. Para ello, se registra el CF del 

colorante diluido en una solución acuosa a diferentes valores de pH conocidos. 

Esta solución .puede estar contenida en una cubeta de espectrofluorometría, en una. 
- - . , ..... ·.:., ' ... , .. > - .. ~· ·:_.> .· . . - ' 

·~. :_;~_??~---~-~·=~. ·>:,,_·:~:; 

cámara dE!:e;pE!J'.iiriE!rit~éi~n; 6 éilelHCJ.uido intracelular, es decir,.en el citosol. Una 
·<-<h : >:··:-'-~ -;> .:;<:> ···,; · .:_.;:.: · ~ ·:c.1· 

vez deter~~~~"*:'f f'jj,t~ititt?r~t¡~~i,{~~~~~ .. ~f'.~~tX~~~~;~1.f.;t1{';s~·.hace. un··ajuste no lineal 

a los da fos .··(ver ··actelánté)>: cori'Zel: cuál )>e· i6btiénen. parámetros "corregidos" que 
.-.. ~ \·::>-~~,/·,:·-~r:j:~~~{~~t;~i~;:~:;~)·:~:\:L:\i:i:YJ~t:~l~~~~:1'. ~;~;~t1;~~\~~\\~i~i-:~:~;(>: _ ,~ . : 

permiten·.calcuJar•eI;'pH;,a;ún'tiempo{detérminado usando la siguiente expresión 

Uames-Kr;¡é:k~~'.1.99.2; Bóyarski et ~11996): 

Donde: 

CF
1 

-CF,,,;,, 
pH = pK a + log-------

CF -CF 
11111.r: I 

pKa = pKo del colorante 

CF1 = Cociente de las fluorescencias a cualquier tiempo 

CFmax = Cociente de las fluorescencias al nivel más alcalino 

CFm1n = Cociente de las fluorescencias al nivel más ácido 

Ec. 1 
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Existen cuatro métodos para calibrar la sefiales del BCECF sensibles al pH: 

1) cnlibrnciÓn ¡/,í ceÍcia (i;it/odo ~~in vftro");2.) medidas de pH; independientes de medidas de 

fl11orescencin; 3) In aproximación delmétodo con nito K+ y nigericinn y 4) el método de los 

p11 ntos nulos: 

En· eLprime;r' caso •. ·.se .. calibra. al c::olorante en un espectr~~1::1orómetro 

::::::::;::1~zg~~:2t:17JI1:~::?cl:Eª 7Zl~~r~:IrÉ!J;t~~1f~~~~:~~~e::i:: 
"·- :~·- ,~,\~ .'-:r:; 

un espectrbfli:io:~Órri~tro a las que se obtienen en el citosol, dado que es muy ,.,. .. ·,: .. ' '' '·-

probable ~1.l~;las·p~opiedades espectrales del colorante dentro y fuera de la célula 

sean diferentes. Por lo tanto, Ja calibración en celda no se considera confiable. 

En el segundo método, se obtiene una aproximación más satisfactoria para 

calibrar al colorante intracelular. En este caso se emplea un método alternativo (no 

fluorométrico) para obtener una estimación del pH1 en la inisma célula o al menos 

en una célula·· comparable,· posteriormente el pH1 estin1ado se relaciona con un 

valor de CF~e;l ~ÓIÓ~~n~e intracelular. El .método alternativo para estimar al pH¡ 

puede ser: e1h.i~'[:ii{{jiC>~Ié·~~~dos se;lecÜvos a H+ (Chaillet y Boron, 1984. Nett y 
-.. - ~;;·-~ .... c.¡·--·'·:. ?:, · .... - ,.· . 

Deitmer, 199,~).·b.el de. resonancia magnética nuclear (Roos y Boron, 1981). Los 

n1icroelectrodos son excelentes pero son invasivos, destructivos y sólo pueden 

usarse en células muy grandes, con10 las de invertebrados. En lo que toca a la 
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resonancia, sólo pueden obtenerse calibraciones aproximadas y se tiene la 

desventaja de que los experimentos · se deben realizar bajo condiciones 

co1riparables' Cle" temperatura y buffer (Bevensee y Boron, 1998) y no permite 

medidas con resolución temporal adecuada. 

E;~ la a~t:ualidad, el método de alto K+ y nigerich~a es elmás comúnmente 
-··· •·' -: . 

usado~ Éste. con~iste en exponer a las células a una: soh1.ción:coiitenie~do 11igerici11n 

y K+ como ei'c"atÍón predominante. La nigericina es un i6n~foré>~Ci:{ie'ht'tE:!rC::;:;mbfa H+ 

::,:.~:1.:É:Kfur~~¡j;~;::,~~1ffi~fui~~~i\~i~~ª~~z1a:::::: 
químico a::anslT1°embran~1,:ciefr•éK'.~: (~i1ii)~j{s~.:t:~J?I"C,,C({r¡a:~{al> ~~~d.i~ril:e químico 

transmembranal del rI~ (L\µ~rii{d~I< ;!~¡-~~~i~:~~!i;iK~~~b: ·· 
i:!t.µK 

.. [k; 17·· 
= R7'.)n [Kt); 

L!>µ 
11 

=RTln 
[.ff+l 
[H:+ L 

Ec.2 

Ec.3 

donde Res la constante.universaLde•los,.:gases, T es la temperatura en grados 
- ' :. .· 

Kelvin, [K+] y [H+] es la concentración ·derK+ y H+ respectivamente. Los subíndices 

i y e se refieren el espacio intra y extracelular, respectivamente. Ahora, si AµK = 

AµH, entonces: 

Ec.4 
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De aquí se puede deducir que si [K+]c = [K+]1, entonces [H+]; se igualará a 
·. ~ . , ·- - - . ' ... 

[H+ ]e, lo que implica c¡ue E?l pJ:I1 Sei,'.á igual a_l pI-Je. En_la_práctjca, el método de alto 

:·,::::;~~::~~:~s'.Z2~:~~s~~!~:i~~~!~~~!;~;r~tI.\n~;~:;~::~:i·igu•' . 
- - -·- - · --- ----- ·- · - - - 1~~0~fil«~~~Y-~~n.go 

de 5.8 a 8.6 unid~~~:~!~~f$~~1;~~~~~:füf~~f~~t~]~~~~~~t,:IJ:~\~{fr~~·-;t~~~;~~é:i?n;puede 
generar errores ·en-la :estimación•_ del 'pH1;-•porJo _que:se::1e cor1.sidera¡sólo 'corno una 

,~·:.; -··.··.-:.,. - -~-:~/~':. ::-: .: > .; · -·· - ~--~--:-~-~; __ ;~ .. "2~-' ',:~~-~; . ;-~~:.~--~z .. _,;::5,.;~ .::~:{>~ -:{. - -~"- ~~:j·,· -~.~-,-: " 

aproximación· (Dixon'et ai;:-15)95; 'Boy~rski_ et áih996;'Beve11see:~t ál~\1998/Pütnam, 
;· ····~"--:-··::_,.:»::,;::.'~" - .. --.: ' •: .. _. __ ... "· . ___ , -~-~---·",:~-::.·- -.,;_.~·,c-

1998). La magnitttd \i~ estos errores puede ser ;hasta \de 0~3 uriidádes de pH 

(Boyarski et al, 1996). 

El cuarto rnétocl~ .de calibración es el met~do de l~s "puntos n¡1los". Este se 

:::::::~J!~l~í1~f ifl,Jfl~~jf~~~~~~::~: 
eléctricamente.;n ntoc_de'laibaseú:omo·¡aél.'ácido débil es la misma dentro y 

fuera de la"~~~j~~[~~~~~~~tí~~~~~~~~;~~~:~~~e~ie ácida no cargada producirá un 

incremento de;proi:qBe~::iritik¿~¡~í~i;:;~~(Fíf1): la entrada de la base sin carga causará 
·, ~. ·.···::::'.·: ?~~~:;~x~/t~~~~~::~~:z~:·~~)~t~·:::f:~~~~.~y~_:?r;~::,~~~~::.r~~~;~:~·0~;·:;: ;~ · 

el consun'lo de-,e,llos;'('.I'.aL:increme,1:"t_o_-o"disminución H+¡ estará determinada por el 
· '>:,.:'.:.- .;_._:r;-:-,;~<~··.;~: {·'·. ?:·,~·é·,c-5•; -~:·?_-·· ·:_~'-~·;:"~·;.~;);'e· '· ·- ·,"·? ·· · · · 

efecto del pHr ~o-bJ:'e'.- l~s,¡:>;;;:rl:iciilas neutras que han entrado a la célula. Si la 
' ' .·- .,; ·, :"". ~ '> ~ • ::~-: :- i~- . 

producción y pérdida de H+¡ originados por la entrada del ácido y la base débiles 
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es de la misma magnitud, entonces el pHi no se modificará. En este punto, 

suponiendo que el pKa del ácido y de la base sea' el rriismo dentro y fuera de la 

célula, sé puede cre-~eirni~ar.~l ~~<lfol"'del };I-r/a:_pa~tir. d~ ¡.;-530¡.;~~~traciones. de las 

partículas .. e~d.aé~Í~'l~r~~- j;tj~'''.··~~;ii~~·;;~.>~~cfjf~Z~~~: 'l~ -siguiente expresión 
,_ ·-"~'.:,'>-- ' " ' ;, ~ .. ,:::::-•-,¡,,<'- "'. :;,:.-'· ... ' 

Donde: 

pKAo = pKa del ácido débil 

pKso = pK,, de la base débil 

[B]e =Concentración ext:Tacelular de la forrna neutra de la base débil 

[HA]e ".' Concentradónextracelular de la forll"la neutra del ácido débil 

Ec.5 

ExperiÍnent~lrn~nt~, está' calibracÍÓn' coniiiste ~en: E!~p:cm~~- las células a 

diferentes·· soÍu¿ióri~s ··~·~l~~~·-~s_f~f ~~lu~i61fJ~-~g~';:í,~~s#ó'iic~Í'.·j,.~~ci1~ Üna contiene 

una me:~1:~::nf 505:1f ~t,¡f 1~f ,;~~~;[~Ti~i;~~~1~~~·~tJ~~~~~;~ii~~H:•(~e¡'.c1~~.h.~tiva) cuyas 
concentraciones ~fuercin~calculádas.(cón;base',en ,_la¡Ec;•j S.· para,. que •a· ufr'pH; · teórico, 

·/.:,:~.: ~: >~~;_;·;·¿sj;~~;~¿~~:?~:J.~~i~~J,5,~~}'~~~~s~~s~:t}t~~~.;~.~{:{J~tJt:~rf~?f ~'.~~:~*i·~:ú.;~t~i~t:~~if-:. :~ : · ·_ -~ ,., ___ :-r:<:·:· ~ · < • •• • _ •• ... 

definido ·•en:.estE!;; t:iaJ:,ajo \Con'io}pJ::Ifriülo ;'.(pHÑ)/cJac;producción y consumo de H+i 

ocasion~~~~t~~~f i~i~~~~~~~~~~r,¡;~'.'.'~1~~r~~~'.~~~~j·b~" .esta manera, si el pHi real es 

igual aLpHÑ~especifi~¿¡dof.para~la.sólución nula a la cual se somete la célula, 

entonces ;~~,~~~~;~'~{~~&~~~~~ib··~~to en el pH. A este hecho se le llama PUNTO 

NULO y se n-mnifestará experimentalmente como la invariabilidad del valor del CF 
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del colorante intracelular al cambiar la perfusión de la solución isosmótica a la 

solución nula. 

Si·el·valor del·pH1estuviese por arriba·delvafor.del.pHN especificado para 

la solución nufo, la mezclaactivi"t pro~ocaría un~ ~cidtficación cel~lél.r; oc~~Íonando 
una· disn~inu¿iÓn <:ti1 2~ dei c~lo~a~·té"·Po~' c;trci·i.~aá~ ~{ el·v~l~J" cÍ~l pl-11 ·estl.lviese 

por debajo dél 'valcfr deLpHN, la consecuencia seríaiúria· alcalinizacÍóil•é:lel ·medio 

intracelular,~~i-· }~.~:nto el valor del. CF se. increiTie~tar¡~· (Bb)rri~:J/el: al} 1996 y 

Bevensee etélJ;~@s).·'. 

. ·. ' ' 
' . . .· .. · . 

El método.de los "puntos nulos" se considerá el;mejor·méfodo pa'ra esthnar 

el pHi, sin•~ITl~argo}proporciona información acerca.·d~ \.l~ si1b.p~ntO·~dcirnás de 

que tiene ~~c~.·r~s~lución temporal y que la exposición ~e la~ células a las 

soluciones·~~f~~l,ib~ación las puede dañar de manera irreversible. Sin embargo, 

tiene la enorme ventaja de que puede usarse para corregir el error introducido por 

el rn.étodo de alto K+ y nigericina, de tal manera que utilizando los dos métodos 

pueden obtenerse medidas del pH; de la rnayor exactitud. 

Medición del volumen celular acuoso mediante técnicas 
fluorométricas 

Recienten'\ente se han desarrollado técnicas de n'licroscopía de fluorescencia 

que pern'liten determinar cuantitativan,ente cambios en el volumen celular acuoso 
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(VCA) de un sólo elemento celular, ocasionados- por estímulos fisiológicos tales 
como neurotra~srnisores yhormonas;·.-o_- patológicos .como_sustanda_s·· químicas 

::~:·~~;;~~~~~,~~¡~~~~~~lu~n~.•.f_-_·_-._•_e_·._c·_~'_._.0~1:0:~-r_:rra•~_.~n
1

_._--_~tr_.'.e_:_ •• __ :_; ___ • ___ : __ • __ :fl;·:~_:u:'.:º•-;r:._e'.ls•~_;bc;•e~rº~---ti_~•tte•_1_._-_:; __ -__ -~1.m._
1

r_;pfe~:nrcm;:e-·-··ª,:n:º.t~e~, 
de cafr1bio~ffC~~J~í:Ú~~¡:i~~riff~~ió~fo~á~t - _ - _ 
previarn~~t~: i~;~td:rjÍ;~J';~' 'J~~'.~"~éit1~~·-;~s'.~¿~{61e kterrr ~~·~ ~~~bÍos ·en el vcA 

·,'·~:. ; ''-:>. 

mediantela-sig~i~nte r~laéÍór:i; 

Donde: 

N 
VCA = --'-"-. 

e 
111 

VCA =Volumen celular acuoso. 
Nm = Nún1ero de tnoles del marcador fluorescente en el citosol. 
Cm= Concentración intracelular del n1arcador fluorescente. 

Ec.6 

Figura 2. Rclnción entre 141 concentración del color.:intc intracelular y el VCA. Las esferas azules rcprcscntnn In 
nlisma célula en tres condiciones diferentes: CENTRO, en condición isosn1ótica; IZQUIERDA en condición 
'10% hiposn1óticn; DERECHA, en condición -10% hipcrosn1ótica. Nótese que al mantener constante Ja cantidad 
de colorante (esferas 11aranjas)1 In concentración intrilcclular de éste depende de niancra inversa del VCA1 

co1110 Jo indica Ja Ec. 6. 
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De la Ec. 6 se dedu.ce que si la cantidad de moléculas del marcado.r (Nm) se 

mantiene· constante,.· los. cambios en el·. VCA sé. relacionan·• de;.rnanéra inversa a. la 

concentración del C::cifota~~~.~~~' ~Í ·~¡~¿j~~l ;·(~~j .•(t~a~k 1~··;~~,;~·;2)'.'Déntro·' de cierto 

--. -. :, .: ·.(--_: :.·i{:~) :.:~\-~2·:~:-;}.iit}~~~~\:? ~;~~~.'.~~:{:·,~~-:x~> ·: :<_-~~.~!; -~~x::\:: ~'.( t·!?:t:·f:~.~;;::!i-:t~:.;:::::~i:~~;~:~f~·-~-;?~-/~ -~~;:~} ~~:_}?:~t:--~;r'.0t~~~~ \t~~r- -·'t-~ :.· ~::; ,:\ 
rango, la fl uoréscencia .e1Tli ti da• por; el col9ran te< (F) es 'Airectainen te; proporcional· a 

· -- . . _-- -.. :-_:/:.;-.\~:·.- ~';:_~:_'~(5~1P.~J~~J~;;H:;~!:~?:-.;~i:{f }.-:?<~~:~··.>.:~-~F :~.;~,~~'f;:_)_~~f4{::~.y~~_::-~/?f;:F .. :·}~~~t~;:>~Sf 1}A~~+~>~'.~~~~3.;~,~;¡~/il~;-~~~~;~::.·:'-}t:/::~~,-~;};.y/· ~: ;~~-:'.~ ::;t0 
;. '. .. '_ --~ • -· -

su concentración',(c).y)a·r~laci~~m:."~I1tJ:-e;á~baspüedé•describi!s.e'cuantitativamente 
--- .- •'··~¡,'- ~~ '·'·'··,, ,·~.,,_.. -'> .,_ 

por la siguiente É!x~iesión dt?:1:i"a,~a;dé{i~}~)' de Larnbert-BeÉ!r (Alvarez::.Leefmans 
.:,:> .. ·.',' .... _.,._,,_. \" .. ' •.;".,_'.(•";.e·~·,, .:--~··:·., :--''.'~ :::;":)",,,-_.- ·'~:7· '.·-.·,1 "' 

.-·. •'·· - ~ ···:;\·;·~ _::;:'. 

r-_: 

et al, 1995): 

Ec.7 

Donde: 

<j> =Eficiencia cuántica·· 
,. . ... ' 

r = Constante que invplucralC>s fo¿tores ópticos de instrumentación. 

e = Coeficiente de extinción.·· 
·.:•,-" 

d = Espesor delá nuÍ~~ha 

Esto hi'di¿a·· ~\.le; si· la Ec. 7 se cumple, los cambios en el VCA pueden 

relacionarse de 'ciÜnera" invérsa :con la fluorescencia··C:Iel colorante que se ha 

introducido a ht;·¿~h.11~. L)~ esta ma~era, 1()5 ~aihbi~:i~~-·~I VCA se manifestarán 
. • . ' . - . . . '. • ., ¡ ' ·' - --:-: • "·.~"- - ' i.:~:: ·'~'. ,~.:,.· 

"!.-· 

como variaciones en'la intensidad de;.lacfluorescenCia.del 

dilución o concentración del misU:~ ::tlt1~,~~·~~¡g~~':ica. 
.· .. ;.:''::·!'_';' ?!_;~/·,·-_:;, --~~7_·,~·','.1. 

colorante debidas a la 

Experimentalntente, el 

registro de estos cambios de fluorescenci~·.~e: réaliza a partir de una pequeña región 

de la célula cargada con el fluoróforci, usando un microscopio de fluorescencia 
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convencional o un microscopio confocal. Tal región se ubica en la zona celular de 

mayor intensidad de fluorescencia (generalmente ~n el centro d~ la célufa) y está 

delimitada p~-~;~~~:'ap~~fura drcular (mecánica o digital) en el planó focal, cuyo 

diámetro 0 aba~cé1?<:f~f'3 al 10% del área total de la célula (véase la figurn'3). La 

ape~turé'l\cir~i.iélr' digital se emplea solo en sistemas que pueden registrar imágenes 
.· ... , ·.·, .· 

de las cél:~iai ~~r medio de video-microscopía. 

Figura 3. Posición y tnmmio típicos de la región us.:ldn pilrn n1cdir can1bios en el VCA. La fotografía superior 
muestra un grupo de células NG1os-·15 obscrvadns con n1icroscopía de contraste de fase. La fotografía inferior 
n1ucstra el mismo grupo de células, ilhoril cargadas con un colornntc fluorescente, observadas con microscopía 
de fluorescencia. 

Los colorantes fluorescentes que se han en-ipleado para medir cambios en el 

VCA de vadas líneas celulares son: La Calceina, el BCECF y el Fura-2 (excitando a 

los dos últimos a la A. correspondiente a su punto isosbéstico). De estos fluoróforos, 

el que se emplea con mejores resultados, dadas sus propiedades, es la calceina. 
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La técnica que emplea· a la calceina con,o indicador ha sido validada en 

varias líneas . celulares: gHoma • C6; Neuroblasi:oma-Glioma NG108-15, 

::::ss~r~l~l¡f 1~11~~~~~~~~~~~~~~b~~::· 
dispersión de luz•(que n,ide ·can,bios de volumen en· poblaciones) o el de secciones 

ópticas obtenidas mediante contraste diferencial de interferencia y video-

microscopía (Crowe et al, 1995). 

Calibración del BCECF como un indicador del volumen acuoso 

Las señales de fluorescencia del colorante intracelular pueden calibrarse 

para.cada célula individual. Esto se logra exponiendo la célula a cambios discretos 

en la os1nolalidad externa, durante los cuales la célula no regule su volumen. En 

estas condicioneSJas propiedades _osmóticas de las células son lineales, siguiendo 

la ecuación. de :io~l~~~~~~t/Hoff (véase la Ec. 8), de manera que cada célula 

-._ ::< ·"· -:,-'~-:-r:~:~~\~- .. ':;~:::i·.~--: __ :.: ·- >-:,,. -·. .. 
funciona conl;c>,:su'pr_é)pio osrnómetro y por ende cada una puede calibrarse "contra 

-{-. 

sí n,isma" ·(Alvarez-'Leefn,ans et al, 1995). 

La calibración de las señales de fluorescencia del BCECF sensibles 

exclusivamente a cambios en el VCA es la n,isn,a que se ha descrito para la 

calceina. En dicha calibración se en,plea al cociente FT/Fo (fluorescencia relativa), 

donde Fo es la fluorescencia de una región de una célula expuesta a una solución 
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control con una presión osmótica 7to (solución isosmótica), y FT es la fluorescencia 

de la misma región de la célula cuando esta' se expo~e a unasolución de presión 

osmótica 7tT~ EI'gráfic~~d~ I~~;~íp~c)ca de,l~'fiil~o;~s~e~cfa'~~I~-tiva• (Fo/FT)•como una 

función dél co~i~rit~.·~~J:~;:;¡~~~' ~;,~~·~eÍ~~i¿h i~~~~¡l ~~eh~~i~~'qt.le ·los cambios en 

::::~=~?1fi~J~iiif ¡~~/tTf!E/i~~:t::l::::=no:•. :: 
:., ~';; '!-',;~·~;:_¡;, ,.;~C :' : . .:.~·""' 

unidad~ que·es)a'p.ér\diel'lte esperada para una·respuesta osmométrica ideal que se 

describe por la ecUacióri de Boyle-Van't Hoff: 

Fo n-o --=--. Ec.8 

La diferenciá entre la pendiente expedmental y.la respuesta i.deal se debe a que no 

todo el colorante intracehilar responde a·cambios effla osmolalidad externa. Esto 
' - ' , . :>."y _,_ .. ,. 

es debido a que hay una, frácdÓn.1déLcolcifá'rii:eiÍntracelular, denominada en este 

trabajo frncci61;rdeJ0~1d~>(Fb);(q~F~e;:n~ifi~~~\nfa~ada a proteínas o atrapada en 

algún c6~~~;~W·~~JJ;;'@~~~5~~~ii~!::s a camb;os en la osmolai;dad 
:::::;~:~~i~~~it:;:;~;~/~ " •.• rene~• po: :~~:::;::.:.~:~: :: 
membrana Ct:;?lular;~'?ri.s.u~táncias•tales corno la digitonina. Sin embargo, el uso de 

.-.•., ;,"• C• _>:~· 0'1,;¿,. ~ ;· .'',{; - J.,-" • _-., ·,, ,<;-;· ,; 

digitonin~ ':·~~~~ti-~a'f.e,1~'fialori' de : la .· F!:i debido a que este agente no sólo 

permeabiiii~1:.~<h1' membrana plasmática sino que también a las membranas 

internas. Más aún, los poros que la digitonina le hace a la men-ibrana plasmática 

pueden ser tan grandes que permitan la salida de organelos intracelulares (Ahnert-
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Hilger y Gratzl, 1988). Una mejor alternativa para la permeabilización selectiva de 

la membrana plasn'lática es "la ·toxina alfa, · una proteína secretada por 

Staphylococc~s':~~reJ~:~Es_t<i••••tb~i;\a•f6~~ci~p~i~¿:hidi:~faj;:a;·.cÍ~iu~ 3 nm.de 

diám~t;o ~n:;~ ~~~~~~ci·i-\~;~x~~~~~S'a ~e vari~~ ~i~b:~.~zl~l~::z CBl~~~~foy TranUm-

Jen~n: 1~fü~~F,~f,~f~~~~J!~~~if~~~\~l~~~jJJA~it~t~i'!~\ñº de 
los poros. qüeéforn:i:a;;; la.•toxina c(bajó':iconé::lidónési controladas)!}füicialiriente. sólo 

:·:;:~~J1't;&~1Ji:tff ~~T~t~~~~~f ?if ~~iti~~~i~f~~~:; 
Se ha encontrado que la Fi; obtenida'.pc:ír'.·la\permeabilización:de.'la."rnérnbrana con la 

. . . -- ·; · _ -_ . \\~'.:>~ :i:;~~\:.:·: ?t;::~ :::_~1¡;i~-~t~·i):h~?~:t~i:;:,:~,';:~~E-·_:-'.;~~~?~~-;;f:,G,~ .:~,:t;~/~l{:r\~·;~-'.~~i~;k-.:~'.t~;:-:~.:::~:._>,\: -~--~--'.~ ( . · -_ 
toxina alfa correspónde a la· intersección~"é::le)a'•gráfica" é::le:Fó/F·i>en•.:funC:ión•de Ti.o/ 7tl-, 

· ... -._ -- .:-~; ;_:¡)·t~-:;;~::0~>;::~f_;_·.:-::_;.::·~:-~~- ~::~,:(( <· ~::.:·>-~-~~>:, - \,·_: .' ~ ~,.:~··:.:~_01~:: :~~:~?~t~I~\~:~:t-' 
con el eje de las ordenadas, por lo que·~;ta''·Ínter'secCióhs~~adÓptÜ,-cb'riló''Fi:i;''(Crowe 

.• -::•'' . . :--.\•.·.''.'---·.•.''~.->''·'.' ~-:·· ,·,.,,'..~- .. •;, ·_:,.:..,r "'.;,"(1~:~ ·,:..., :·~ .---~··;·.,,.•,• -<''"' - ... _ · 

que son equivalentes a v,;v~ (<l<:;r\d.é'V,'-es.E!J ,VCA a(ti~írii:;'o. ~')/'voe~ el VCA 

inicial), se calculan empleando 1: siguit"!r\t~ ec~~ciÓn: CAl~~rez-¡eefmans et al, 

1995): 

Fo 
---F 

V F b 

--'- = --'----

Donde: 

VtlVo =Volumen relativo al tien1po t 

Fo/F1 = Recíproca de la fluorescencia relativa al tiempo t 

Fb = Fracción de fondo 

Ec.9 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Existe evidencia de que la regulación y/o el n'lantenimiento del pH; y del 

VCA con'lparten varios n,ecanismos de transporte (Gleeson et al, 1990; Bevensee et 

al, 1999). Esto implica que cambios en el pH; afectan al VCA y viceversa. A pesar 

de esta importante relación recíproca, ~l,,«:~,~:~!<:>,,,~e; los. mecanismos queparticipan 
· ..... · :~:'0'cr,:.:_,:, ..... 

en estos .. ·dos'jl1'\porta~tes·····parál1'\etros:ide}lá~;'fisiología .. c~l.ular,··•.generalrn~nte ·.···se 

:::::;:~~i~~~~il~4~¡:t~~~}~~;~~~t~r~~~lJ~~~~~~~::: 
sin-¡ultáneas:de'estos·-dosparámetros·effuna·misma .. céltila·,por lo_::gue·la'.naturaleza 

.• • \ • "' ' ; ,,, '-' • '''· '.:' j• ,, • " • -·' ) ~ , '< , • •• .' • • e <' - - '> • '• _'. ';' , .. : • ' •' • , ' ·• • ' ' , • 

. :·:.is:"'.'/: - - >: , -· - - . 

y la irrtpórtafü:ia:>qt;!. sus interacciones recíprocas se sospecha pero no se conoce. 

Esto se deb~)?~~~·,~'i-an par~e, a la· falta de una técnica validada para la medición 

sin,ultánea de can'lbios en el pH; y en el VCA. 

Se ha sugerido que la técnica de microscopía de fluorescencia cuantitativa 

que en'lplea al BCECF para medir el pH1 también puede usarse para medir el VCA. 

Esto es posible dado que el colorante en su espectro de excitación presenta un 

punto isosbéstico (PI) alrededor de los 440 nm donde su fluorescencia es insensible 
. .. ·.·;··<'.,_',, . -

a can'lbios en.eLpi{{p'~ro,es sensible a cambios en la concentración del colorante, 
._ - · .. -;- .. · 

de manera qtie" pued~ emplearse como un indicador la concentración citosólica del 

colorante. De esta manera, el BCECF puede usarse para medir el pH; y el VCA de 
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manera simultánea como se indica a continuación: Los cambios en el pH1 ·se siguen 

de manera contlnua registrando el cociente d~ las flu()resé:encias resultantes de 

excitar afcolorantea 495 nrn y a Ja A. correspondiente a su PI (- 440 nrn), mientras 
·:_·'.'.,.·· 

que los cambios en i;I VCA se infieren de la fluorescencia del colora~Í:e erÍ. su PI 

(Muallern et'al, 1992). 

HIPÓTESIS 

Recapitulando, el BCECF es un colorante cuya fluorescencia'.es sensible a 
' .· . ~ 

cam.bios de pH (excepto en el PI), que posee características mU.y;;_fáve>raDles, tales 

::¡:: :: Pn:::.~·;ov;:::~:::::~:·:;~:;;;~~~~iif~~~~=~:: 
indicador ·en la.s ~édicioru;?s del pH ir1tracelular:¡f 'jEr\' .i-iriC:ipi6/iesi:>,c)siblé usar 

~--~:-~;·· · ... ' 

ell~, !"I() 12!15 sufi~Íente con 

caracteriza.r:lai:;•f>!c¡)Pie.dac,f~s~g~lscolor~nte\.en.una•celda bajo condiciones conocidas 

y contro1~l>1~~; i si~~. que;• liay• que estudiarlas in vivo, es decir, en el medio 
'·.''-'.··-;·--. ·. , -· ·, - .·,. 

intracelular. La .hipótesis central de esta tesis es que el BCECF puede usarse para 

medir simultáneamente pH1 y VCA en células individuales. Para ello es necesario 

validar el método, esto se logra entre otras cosas, probando la sensibilidad del 
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colorante al - pHr y determinando sus características espectrales en el interior 

celular, incluidas de~de·lÚego la determinación: ~xacfa de su PI in vivo, verificando 

que éste. ~e; ;;~l;i~~~i;[v~I~r y~(~~~bi-a; p¡.;~c-~á~to~ n~nÓ~~;r~s ~o h~<l~e. Üna vez 

que estos··· p~~tg¡ i,~y~J't(~i~j;?:~~1~;él<lbsYei r;E?ées1ria ccilnprobal"· tii:ie 1a teoría 

desarrollada ~1:.¡-tTi~~i{:V¿A.: par~ el caso de ~ª -ca1ceÍna ccrow~- et á1, 199s; 

Álvarez:-L~~f1;~élh~;i995)pl1ecle adaptarse para el caso del BCECF. 

OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Validár la técnica de n,icroscopía de fluorescencia cuantitativa que emplea 

al colorante .fluorescente 2' ,7' -biscarboxietil-5,6-carboxifluoresceína (BCECF) para 
~-----··. . . .. 

la medición•siíil.hltáhea de cambios en el volumen celular acuoso y en el pH 
~ :._:~·· " ,-~::-.' :.:;~:~:-; . ' , ., 

in trace! u lar )'p_r{:=?F,'orcÍ,o~aI".f¡!j~ll.,Plos de su _LJSÓ • 
. /~ ;.~~~~·;··~<- - '_.,_. 

Objetivos esl'e.;ftic_b~: 
1. De1rn:>strar que las propiedades espectrales del BCECF no se alteran de 

n,anera significativa por factores instru1nentales con,o son los aditan,entos ópticos 

empleados. 
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2. Demostrar que las propiedades fisicoquímicas del medio intracelular no 

afectan de manera significativa a las propiedades espectrales del BCECF. Esto 

incluye ladeterrninaciÓn'del PI del BCECF en el interior celular. 

3. Compro~af~·que. el coeficiente de las fluorescencias (CF) del BCECF 

e1npleado para''~i·~~·ghi~i~ntC> del pH1 no se afecta por cambios en la concentración 

del colorante cuando éste se encuentra en el interior celular. 

4. Demostrar que.las señales de fluorescencia obtenidas cuando se excita al 

BCECF en su F'I so~ C:C>nffabl~s . para inferir de ellas . los cambios en el VCA 
~<:': -'.~ ~->; .. ---\>' 

mediante lós algoritrn()S ei:npleados en la .técnica con calceína. 
¡ . • 

~- .· _,_ .; - .. ,;, ,:. : - ~.-, 

.-, ','· 
·, 

S. Realizar:: .. un : estüdio 'dé. los métodos de calibración de las señales 

6. Mostrar un ejen-iplo del uso del método. 
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SOLUCIONESEXPERIIWENTALES 

Determinaciones in vitro 

Para las deterrninaciones de Jos espectros de excitación del BCECF libre, in 

vitro, se emplearon soluciones con Ja siguiente con"\ posición: 

Sustancia Solución base Solución base Solución base 
depH 6.4 depH 9.4 de pH 7.3 

KCl 130 mM 130 mM 130 mM 
NaCI 10 mM 10 mM 10 mM 
MgSQ4 1 mM 1 mM 1 mM 
MOPS 10mM 10mM 10 mM 
pH * 6.4 * 9.4 * 7.3 

•El pH se o justó con NoOH 1 M 

Tabla l. Soluciones para Ja dctcrn1inación de espectros de excitación en la celda espectrofluorométrica y en Ja 
cán1arn de experimentación sin células. 

Solución concentrada de BCECF ácido libre 

Se preparó una solución de BCECF libre a una concentración 2 n"lM, 

en"tpleando como disolvente una solución 10 mM de MOPS a pH 7.0. 

Determinaciones en el interior celular. 

La tabla n indica la composición de las soluciones empleadas en la 

deternünación de los espectros de excitación del BCECF en el interior celular (in 

vivo) y en Ja medición de cambios en el pH1 y en el VCA. 
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Sustancia SEE' SI 2 HIPER 10º/o 3 HIPO 10º/o 4 NH4CJ20mMs 
KCI 5.5mM 5.5mM 5.5mM 5.5mM 5.5mM 
Ca Ch 2.5 mM 2.5mM 2.5mM 2.5mM 2.5mM 
MgCh 1.25 mM 1.25 mM 1.25 mM 1.25 mM 1.25 mM 
HE PES 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 
NaCI 130 mM 120 mM 120mM 120mM 100mM 
Glucosa 10 mM 10 mM 10 mM 10mM 10 mM 
NH.CI o o o o 20mM 
Sacarosa 5.5 g/I * 11.5 q/I * 23.0 g/I * o 11.5 g/I * 
Osmolalidad 306 306 331 275 306 

Todas lns soluciones sL~ njustnrnn n pH 7.3 con NnOH 1 M. 

1 Solución Estándar Externa 
2 Solución Jsosn1ótica 

•La cnntidnd necesaria para obtener In osn1olalidad indicildo 

3 Solución 10% Hipcrosmótica 
4 Solución ·10% Hiposmótica 
5 Solución isosn1ótica con 1 O n1M de NH.aCI 

Tabla 11. Soluciones empicadas en lns determinaciones intracelulares. 

Solución concentrada de BCECF AM. 

Se preparó una solución de BCECF AM a una concentración de 10 mM, 

utilizando DMSO como disolvente. 

Solución de carga 

La solución de carga se preparó a una concentración de 5 µM de BCECF AM 

diluyendo 2.5 ~11 de la "solución concentrada de BCECF AM" en 5 mi de la solución. 

estándar externa. 

Calibración del cociente de las fluorescencias del BCECF 
intracelular. 

Método de puntos nulos 

La con,posición. (en mM) de las soluciones empleadas en este método de 

calibración. se indica en la siguiente tabla: 
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pH nulo 
Sustancia 6.6 6.9 7.0 7.1 7.2 7.3 
KCI 5.500 5.500 5.500 5.500 5.500 5.500 
Ca Ch 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500 
MeCh 1.250 1.250 1.250 1.250 1.250 1.250 
HEPES 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000 
NaCI 68.565 105.583 110.165 113.057 114.881 116.032 
NH.CI 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000 
Na Pro p. 49.435 12.417 7.835 4.943 3.119 1.968 
Glucosa 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 
Sacarosa 11.5 g/I 11.5 g/I 11.5 g/I 11.5 g/I 11.5 g/I 11.5 g/I 

El pH de cada solución se Lljustó a un valor de 7.3 con NüOl-I 1 M y lil osn10J.:1Jidad a 306 n10sni. n1cdinnte fo 
adición de sncnrosn 

Tabla 111. Con1posición de las soluciones pilra In cillibración con el n1étodo de puntos nulos 

Método de alto K+ y nigericina. 

1. So/11cio11es externas 

La con1posición (en mM) de estas soluciones se indica a continuación: 

Sustancia A e e D E F G H 
KCI 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00 
Ca Ch 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 
MeCh 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
HEPES 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 
MES 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 
EPPS 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 
Glucosa 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 
Sacarosa 12 q/J 10 g/I 119/I 10 a/I 9 g/I 8 a/I 7a/I 6 a/I 
pH 5.8 6.2 6.6 7.0 7.4 7.8 8.2 8.6 

El pH se ajustó con una solución de N-n1ctil-D-Glucan1ina 1 M. 

Tabla IV. Con1posición de lns soluciones pilrí.l In calibración con el mótodo de alto K• /nigcricina 

2. Solución concentrndn de nigericinn 

Se preparó una solución de nigericina a una concentración de 10 mM, 

usando etanol con'lo disolvente. 
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3. Soluciones externas con nigericina 

Momentos antes de realizar la calibración, se tomó una alícuota de 5 ml de 

cada solución externa y se le adicionar.on 2.S µl de la solución concentrada de 

nigericina, para obtener una concentración fiñal de 5 µM del ionóforo. 

NOTA: 
··\ 

Los reactivos NaCl, MgS()4,;~I\1:9~~:· 12'~c1~ (:;l~cosa~ .s~carosa~ HEPES, 
,; :~~=!-;;"</;:>: :~,_;.:;· i.~~. :~: ¿,=\~>'.'·:'.::::/. , : ·' .. '="'··''f.•.)'.::.: '.,:-~'·;', •<· ·~ ó ·-: ·, 

propiona to de sodio, .. ~IJ~S1:,,• ~.~.~tr:}:$i!':i~~;·f'.~;}1~.iti,[~97~~.1f.~i1§i~.~·; .. ,DMSO y 

nigericina proviniere:>~ dE? siiµ~\\:h~ri'lic~1'#¿,rpg;~~c;X{~~i:J;;Ji;;::ui:;J\';·;E.l.'KCl,y·e1 
... ,,:-} . - /:::·:: · .. ::~~:/:"' ·;: -.:,·». 

MgCh provinieron deJ .. T. Bakér S;A .. ·de c. v. Xalostoc, Méxicó;,EL.EPPS .. provino 
:r;,,'.~~-'(·l:~:·' .,...~ ... ~_,-; ·' _,:· · ~ ;,_, · · .. ; .. ·_,_ ·s :, 

de Fluka 'cfreil:\ical::Ei'.BCECF ácido libre y el BCECF AM pro'V'iÍ:tiéron de 

Molec~lar,¡:)~~b~~,;EU~ene, Oregon, USA. , ... ., .. 

La medic:ión de la:; osmolalidad de las solucionesE!xperimentales se realizó 

con un osmó~etro de presión de vapor (5500, Wescor Inc.}. El~~ <lii1as sClluciones 

re midió con un potenciómetro (Accumet Basic pH metei;, FÍslier Sci~nt:Ífic). 
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MATERIAL BIOLÓGICO 

Con"lo n"lodelo experimental se utilizaron células NG 108-15, una línea 

celular neural en cultivo. Estas células son un híbrido obtenido a partir de una 

línea ceh.Íl'aéde:'glfoma de rata y de otra de neuroblastoma de ratón, .por lo tanto, 

expres<li"i '~ai~tt~iísticas t~nto de células> gliales corno dé cé!Üla~'iri~·;'.¡~o'riales . .Su 
- ._.· "·'~-~-:.·'-~:>),.,,_.•/."'·"" _., ... ~- . .,., .·. -·.¡::'· >·;:.<-":: '.~'.:· 

desar~ollo:;~e'fü~~¿;:;:;,{'i::~bo•·en--frascos de. cultivo_ conteniendo 90%· del. medio.· de 
-: ·: ·_ <'.~;<.:?;:-:;:~-~~~t;>;;~~~~~~:~rt~~/~;3~:,~'i~¡n;z:.:.'..:;~u~,-.:~J:!J'.1:·,,_·.:~¡:~-:,,'.·~-;;~:\.(.~~;::-~:.~?¡~~~{ -~~·:::-3:;~~-~.;~~;;~:J,~:;).; ~-;_ .. :.:'.~~:: {-.. ~::·:._ .. : :- -.: 1_: ;-,,_· ·---~\~, --•• -: -__ , ·" .. _. __ _ 

Eagle . modific:ad_i:( p9r~Dl1l!JéC:() '(DMEM;· c;rsc::q \ ~ifé;.'J'échnolo'gies~'i Grand·· Island, 
-:· ·-· ::·: _ .. : ~--/~:.:.·_;_;'.-~t~~'.-:::;~~it~~-:,~?-~:~\~~i~~g:~}:1: ;:~.h~~~-::~i}~-~~~{~::VW~ _[2ii~-~]~<Ht~~~~f~\-~~:~::i:~/::-~',~/'.;~r~\i;·:::~/~;-:~;f;·:\.\:::)~~:;::.;~~;:t~'.·,<':_}~?.:- -;3~:-.;·.:_·.:- ;···.: ·. · •· · ,_ 

NY), suplemei:ita.~~ic0~··'1f?%;:defs;Uei;ci'fE;tal<•(F.CS}tc:;IBC(J);.;1%' ~~'..h,ip~xantina-

aminopterin~~¡;~~~iña.!;•>c~~~;c~~~f:~~~·~;~~;,i~?~;~f~~i~·~;·'i~i~~~»l:/.~ii~·{~~lulas··. se 

incubaron en· este ~;élio, ~ .~i:~·::';'."~~-~-h~i:;at~?:_~~;¡:;~~~~~· f~t~~~¡:~~¿. 5 % de 

C02/ 95 % de. aireia t~noÚéÍ-i~~·ii1~a\:Í~;<::ki• ~i~riri~~i-. 9ófc,'~ci~i:G~Xfiü~~-;~f~ '~~ 1!pa~aron 11 

-.· ·/< i.\·:.,~- .::,~¡,.:. .-;--'.'.:::"-.. ::-.. ~.;";=:'-~:- ··-.:.-.·.~~:: •. ·-,-,:--~ ---·-.'.'.-\·~·:,_~~:~-:~;~-·~' 

a otros frascos para divididas o se s6rr1et:íá'ri• al'picide~o de d.i.í;re~~i.ri;:ióh'. .. 
- - · · .... · -- -· 'é· '· ' . ·.c~i-c;.'· "- .,.. :· -- ;~- '_;::··- ; ... -: :-·e__ -CO: _,~--- •• :-' - ;~ - ,_ •• 0_-,.-- . - - • - - .. -- - ,;- "'. - • 

. _ _, :>~·:.:~:~-.'.~'"./'_: ->~<:--· 
~: ·'-~".:- ';" 

·:·;·:."·-·: 

Para diferenciarlas; l~s cél~l_;.¡; s~ ti-~~sfi~feron a cajas de Petri conteniendo 

un cubreobjetos circular de 25 rnn"l de diámetro, previamente esterilizado y tratado 

con poli-D-lisina para lograr la fijación de las células al cubreobjetos. La 

diferenciación;_celular se indujo n"lediante la adición de un n"ledio bajo en suero 

fetal, compuesto de: 98% de DMEM, 1 % de FCS, 1 % de HA T, 1 % de L-glutamina, 1 

mM de teofilina y 10 ~tM de prostaglandina EJ (Kasai y Neher, 1992). Las células se 
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incubaron a 37° C en 5% de C02/95% de aire atmosférico filtrado. Las células se 

utilizaron para los experimentos 2 a 7 días después de iniciada su diferenciación. 
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MEDICIONES DE LAS SEÑALES DE 
FLUORESCENCIA 

Determinaciones en la celda espectrofotométrica 

La deterrn.inación de los espectros de excitación del BCECF en Ja celda se 

realizó en-ipleando un espectrofluorómetro SLM An-iinco 8100, que utiliza como 

fuente de luz una lámpara de Xenón de. 400 wats. El ancho de banda para el 
. - . . 

monocromador • '1e ,~xcitaciói:t: (Div1;)(1100) ; se: fij?. teri ·. s;iu:1~ y\~~· 32 !'ll.1.; ¡:>ara , el 

monocror;ª.~·*r;·i~:;'-j[:~i·~~"(~·~J?~k·~~i~~fü~~··,~j~~·i~~~l~~~h~~j~~·~~~~.~~f izÓ, ,uria 
celda especial ;de; plástico;· cua_drada~'ide:üil,:é:1U~de, ancho; para~ cóitten'el.·: Ja,muestra. y 

un filtr~•···cl~Ir~f:~~~á~gj~~~ü~~f~~~~~;~~·f~~¡.:~~B~~t~:J~~i?~~~2.lt~~~~f. fo· luz· . de 

excitación... ~~~gi~~1B~r~~~~¡r.~~7,~~~~Tu~;~;¡, ~:~~;.; ;;•••¡;,.;.;...na de 
computaciónC)S2<.Versión~2:1)(IBM Corp:~'1993)F· , '".,'~ ~>·· 

;-:·,-, ¿ :-~~ •.•·• •' ,~.~ '·:· ·._,,: -,·-- • " .. '<~ .. .,~;_.:;~> "(> •• '·~ 
' . - \~~.3{. <~.;~:_;·:~,· : :}~:/~>.~:~;?:,·-~ ,.~.-.. -.. ,;·-,·:-· ., ·.::·,-:.:·,::· 

buen funciónamiehtb :;{del' ·~i;pectrofluorómetro, 
. ·' .... ,_. __ ,-~ :-,- f:.::::.>'. .. 

principalmen,te . .<=1e· 1os .monocrornadores (de .excita€ió~fr'}:~l'l'lisié>ri)/:se obtuvieron 

Jos espectros/ de emisión y de excitaciót;.~\id~:i'ie's'fári<la~es 'dé . fluorescencia 

(Fluorescence\ Reference Set 6BF, Starna• ¿~;~¡~~;;;~~.;;:-,;¡~:comparación de los 

espectros obtenidos y los de referericiat-indj~:~j'.~~e. no había ningún corrin-iiento 
- .. -... ·.·:_-· .··,,,.,•'· 

espectral ni en el n-ionocromador de excitación f·;i en el de emisión. 
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Determinaciones en la cámara de experimentación y en el interior 
celular. 

En estas determinaciones se empleó un microscopio invertido (ver adelante) 

equipado con un sistema de epi-iluminación. Este último consiste en un cubo que 

contiene un espejo dicroico (cuyo diseño le permite reflejar o transmitir la luz 

incidente, depe~dienctoct"esu,A.) y ü~ filtro que selecciona la A. de la luz emitida. El 

espejo dicroico se·: encllenti-á ;tolocado en el. cubo i:ón 'un .ángulo. d~ indinación de 
-· ·-· . .',_.·.~,--:"· ·'-,,_~~f-·;,.(~·:_:_/,~.";· .:·, __ , ... ,· .. - .\:'' . '~- -' ,' ,.,., ·:.:':-,·_-.-_ 

45° con resp§ct<>,;EÍ1)°~t,hi?}~¡:.< . : .. • 
-·-v.· 

-,, : :(t\ ·. i '-; ··5~/~~-
\ <:-·, <·· •'>·~, '_,, 

Lá figui:~::4¡h,.-\ü-e~~c{ el:sisternausado panl;Jas mediciones .realizadas en 

células cul ti~a:i~sZ~st:;: ~is t~má;~~nsis tiÓ ;ene tiria· lámpara de Xenón. de. 4ÓO. wa ts y 

~:::::~;:~i~i~lll~l~!~~~~l=~·::::::::::: s: 
compuerta ~~·~, al 'iguah . elirnónoci'o~ádor/fue controlada electrónicamente; se 

usaron ~~~~~¡'.'~~l~!'i\it~,\;~ii~f ;~ji~~al (que permfü~on manipular la 

intensidaa;·de~da~lúzy,ae·;,,~exdtac.ión);·i~e~t~s'•,c:ondensadores, una fibra óptica que 

condujo ~1:: .. ~~~m~~í~#)J~~f ~f~~~t~~!~~;~~i'.:J{~~ación colocado en el microscopio 

invertido·Nikon\Diaphob300;:donde el espejo dicroico reflejó la luz de excitación 
~:~-~-:_;:.-j-~i~1:::~,;~~~1~[&;!~~"~~ltJ;~8~·;~;~?}'::' ~\'.;::'.::·.~:' .' 

de A.< 515.·nm'haci<('.lin·objetivo Fluor 40X de inmersión en aceite con una apertura 
' ><<-'~·;·.~~:;::;:·;}.::_re:::·/·':· -

numérica'd;;i;3~(NlkÓ;.,). El objetivo se puso en contacto a través del aceite con la 
. '' ._.,·~" ' " 

superficie inferior del cubreobjetos que quedó sujetado en el fondo de la cámara de 
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experin:1entación. La luz de excitación pasó a través del objetivo el cual la 

"condensó" y la hizo incidir en las células (cargadas con el colorante fluorescente) 
.,·~-=----' ,_,_ ___.:;_.:: 

~~l:;i,jetivo .,y 

luz de 

llegaría.aliritensificadC>r;de¡imágenes~yi;de;allí;ajuna'cárna·r.a·:ae,vídeof(Harnarnatsu 

::Di1~~1liW~ilif i~D~¡~~W~!:.:~:~~:~;;~:~±cr:L~ 
versión 4.0 para su análisis posterior. El control de este sisten1a y la adquisición de 

datos e in1ágenes se lleva a cabo n"lediante los progran"las de in"lágenes Metafluor y 

Metamorph (Universal Imaging, Co). 

Figura 4. Diilgrun1a del sistcn1a de ni.icroscopín de fluorcsccncin utilizndo en este trab.:tjo. Este sistema se usó 
para la dctcrn1inación de espectros de cxcitilción del BCECF en la cc.ín1ilra de cxpcrin1cntación y en el interior 
celular, así con10 para In rcnlización de cxpcrin1cntos con células culth•ud.:ts. 

TESlS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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PROTOCOLOS 

Espectros de excitación del BCECF a diferente pH. Determinación 
del "punto isosbéstico" 

Deterininación del punto isosbéstico en celda 

Método de dil11ciones recíprocas 

Este método consiste en modificar en etapas el pH de una solución de baja 

acidez, esto se logra rnedfaril:e el reemplazo de alícuotas de la solución inicial con 

alícuotas equiva;~~t~s d:~u~~·:s61i!ciÓn de alta acidez. Cada etapa de este método 

proporciC>ii~·;~h~~~~~~~~~;i'.b~*}~~,'.~~f?~'ii;~~~te'..··De.esta .mari~i~~i~ii.í-'solución ·de 

baja acidez y1~ ~f>_i~:lEi~~;~~'¡{~~-~'~{de~;ú~A:~ ~a misma concel"ltraci(,~ de BCECF, el 
• ·~ • :• ... ·:_:·:.·:~-<''.e;:::··:~-'~~~.··. '·"" ~ •:0>_;' - '. . . ._ •· • ... ' 

método. dé diluciol"les ;ecíprocas•' pern1ite obtener soluciones con pH distinto pero 
.. _. ·~ .--~:-·. '~·.,: .. :·:,~:~:- .:··-'~·' ;;.:-:-.·· .. •' - ··- -

Para preparar Iainúe~tm:dii baja acidez, se colocaron exactamente 2 mi de la 

solución base de p~ ~.4_~~,-.~n~ celda espectrofluorométri:a,~· ~ste vo_fomkn sé le 

afiadieron 4 µlde 1ri;u~():1~ci¿n~C:oncentradade:BCECF
1

ácido. libre". -La• muestra de 

alta acidez se p;;;j;~:'-ª·ii~;:;~~;;~:0I.~i.1a:~,~~Íuci~1i~C>nc~ntrada de BCECF ácido 
-;-.:_:_· ...... :, ~:-·:"":'./.!.'{ - .. ··''':'/>, -,, ,_, __ 

baja acidez Í:uV'ierofiiúriá,C:cirií:entración final del colorante de 4 ~1M. Para ambas 

muestras se obhl~Cl el espectro de excitación del colorante en un rango de 420 a 550 

nm. (a intervalos de 1 nm). Posteriormente, 200 ~11 de la muestra de baja acidez 
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contenida en la celda, se reemplazaron con el mismo. volumen de la muestra de 

alta acidez; así, se obtuvo. la muestra 1 con un .pH de 8~2 y la concentración del 

::::::."~~~rB~~~ZfiI1~~JI~t~§¡~~t~if·~:::: :. :: 
,, __ , :.v,-_ ,::/!}~;':·'S_,;_1.-.,:..· -- :.-.:':.·;~" '¡,, ::· r:;_~~-.;.:· <':.:y.: ~;;-:·, .::_., 

muestra• ci~:a1~él';:atid~~;·{1 solución're~iÜf~ii"~~";a'.ivo'Un'. Pl:-Iide7.7.(muestra 2) y la 
·;·f-:1 ~:·.<·:)}~~ '. ~-,":::., .... · (~;~.'.._<· ,;.: ·,-~-~ ('ii' '-, ,~, ~--~ _, -"·,,,, -. "'c<·-~'""<Y .. · •;. -·-.·.<··-

COncentradÓn de. B(::ECF.pern~~;;éció co~sta:i:1te. Se obtuvo el espectro de excitación 

de la ~tJ.~stra 2·y: las siguientes soluciones se prepararon de la forma ya descrita, 

atendiendo a la siguiente tabla: 

pH inicial Volumen reemplazado lul) pH resultante @ 

9.4 Baja acidez 9.4 
9.4 200 8.2 {muestra 1 l 
8.2 400 7.7 (muestra 2) 
7.7 600 7.3 {muestra 3) 

7.3 800 7.0 (muestra 4) 

7.0 1000 6.8 (muestra 5) 

6.4 Alta acidez 6.4 

@: El pH cspccificndo pnra lns soluciones intcrrnedios (n1ucstrils) es el predicho por la ecuación de Hcndcrson
Hassclbnlch (véilsc el ¡¡péndicc 1) 

Tabla V. Preparación de las soluciones de BCECF 4 ilM a diferente pH. MNodo de diluciones recíprocas 

Los espectros de excitación obtenidos se superpusieron para encontrar Ja A. 

de excitac~ión a· la cual el colorante es insensible a cambios en el pH, es decir el PI. 

Detern"linación del punto isosbéstico en la cámara de experin"lentación 
sin células 

Estas determinaciones se realizaron a través de un objetivo Fluor 40X de 

inn1ersión en aceite con apertura numérica de 1.3 (Nikon), empleando el sistema 

48 



n,ostrado en la figura 4. Con un lápiz con punta de diamante se marcó una X en el 

centro del cubreobjetos'que se aloja en el fondo de la cámara de experimentación 

' ·~'' 

con el objetc:>':dé;e~itaJ"'errores d~bidos a 'la variación en el "grosor óptico" de la 

(cámara• <l~ºCey<:fe.n).;E:iia'°~~r~a ·~i;; ení6C::~ ~;;~ el mi~roscopio d.ur~1~te las ~edidas, 
'.'.:: '~~<~·.;· : : 

A2 'ml;de'la soluciÓ'n base de pH9.4 se leañadieron 4 µl de lá solución 2 

·.: '::~~'};;~);~··~~~··~.,,~: '_-. .. ·.-:,_.: > , .--, ·.z , " .. : ·. ~ . ·: .. , . :·· : ·~.- - - . , .. - :· .. " ,_. :·. , - >· ·: ·_·,, :.: .. · , .. " .- - , 

mM de BCECF p~r<t,obteneruna ccmcentraci~~ dé 4µMdel color<trite (nrnestra de 
-¡ 'º,,'·•' 

en la 

platina del 

fondo de lá. 

intervalos deiPri~iyf~il''~l~,d~·~~Ó·]{5i~ff~~.:~{~t~rvalos de 2 nm. Posteriormente se 
~ ~~- ·-~·._'.;; -. ·.: 

reemplazaron·100 ·µl de la s.olu.ción en la' cámara de experimentación con 100 µl de 

la muestra de alta acidez, obteniendo así la muestra 1 con un pH de 8.2 y la 

concentración de colorante se mantuvo constante. Se determinó el espectro de 
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excitación del colorante en la muestra 1 y entonces, de esta muestra se extrajeron 

200 µl, los cuales fueron reemplazados con 200 µl de la muestra de alta·acidez. La 

soluéión resultant~ tuvo .._;r;_'pH de 7.7 (muestra 2) y la concentración de BCECF no 

cambió. Se obtllvo el espectro de excitación de esta última solución y se prepararon 

las siguientes muestras de manera análoga a las anteriores, siempre partiendo de la 

solución usada para el espectro previo y con base en Ja siguiente tabla: 

pH inicial Volumen reemplazado tul) pH resultante @ 

9.4 Baia acidez 9.4 
9.4 100 8.2 (muestra 1) 
8.2 200 7. 7 (muestra 2) 
7.7 300 7.3 lmuestra 3) 
7.3 400 7.0 !muestra 4) 
7.0 500 6.8 (muestra 5) 
6.4 Alta acidez 6.4 

@El pH fue cnlculado cn1plcnndo la ccunción de 1--fcndcrson-Hassclbalch. Véase el apéndice l. 
Tabla VI. Prcparilción de lns soluciones de BCECF 4 ~tM a diferente pH, para lns dcterrninilcioncs en Ja cámara 

de cxpcrimcntnción sin células. Método de diluciones recíprocas 

Los espectros obtenidos se superpusieron para determinar la A. en la cual se 

encuentra en el punto isosbéstico. 

Deternúnaciones en el interior celular 

Cnrgndo de lns celulns c~;t BéECF 

Para introducirelBCECF a las células se procedió de la siguiente manera: El 

cubreobjetos _al 0 cual se encontraban adosadas las células se fijó en la cámara de 

Leyden. Posteriormente, ésta se colocó sobre la platina del microscopio invertido, 

se enfocaron las células y se incubaron en la "solución de carga" (5 µM de BCECF 
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AM). El colorante se excitó a una A. sensible al pH (A-1).y a la.·A. que corresponde al 
. . 

punto isosbésticO (A.2). La· determinaciói1 exáct<i de estás dos' A.s· de excitación 

constituye un·· o~~!¡{;~f~k~i~1.t~~i;~é~~el"lte .. tra~aFi:i. s~~i~f;_i'"lt~~~~ 1~5,_.<=ambios 

, :< .:· ~ ;< '.L!'::.~:.( -:> , 
un 

de 
.::f· 

de 

imágenes se'colócó/iriicialmente'en(ün valor de 5;5:Lá\inc.ubacióri!de)ás ·células· en 

la solu.ci;n~~~i1~f ;~i;r~@;~~I~~I~~~{~\i~.~•·•·•~;~~~,~~~~~~~;~Wli~~:~~~i:ª· __ ªlcanzaba 
lecturas· ceicánas<~ '2~0:,u:;•a·:\ (norrnalíriéntejreste:·procesóJt6irió\'de')30'<i · 60 minutos). 

::::::~=lf~illi~1~~~1f 4~f llli~i=o~: =~::: 
Terminado. el :Iá'v<ido~·:Ja's(C:~Iulas,·,se;.11"1c.u ~ron\'eri\SEEfüürante 45 minutos con el 

;:~:::~::d~~iclit!~r~f !~ii:1t~~:2:~~,~~. la hidWIIBIB 

definic~ó::;t~;~!!';~t~rii~~~::j:::ra~:. s::::;d:::o:~==e~ u:,,::::: 
nuevamente la 'SEEi•dJ~antei·Ú):.15 minutos. A partir de este punto, la tasa de 

.Y - - ··-· ... •· L'>~- :' ,_,;-::· 

perfusión de i~s'.'solt~iC>nes fue de 5-7 ml/min y la adquisición se llevó a cabo a 

una frecuencia de un ciclo cada 10 segundos, excitando a A-1 y A-2. 
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Cnlibrnción de lns seíinles fluorescentes usadas para la médición del volumen celular acuoso 

Para calibrarlas señales fluorescentes usadas. para calcular. los cambios en el 

:::~:·b~~~&f #f ~1~1¡~~t~llif~~~J~~i~~~A~~~~;~t:::~ 
moder.adarnente~;~anisosrnótjcas::.( ;:;'.~±.~10,%)} de1~osm9laHdád ''coriodda~·;;P.arai:"ello se 

p;oO~di~,~~¡J~i~t~!~l~~~~i71~tt;11t~l)ll~f ~~~~~li~J~i~i~~~~;~s ~ 
bañaron••.<:~,~ :s~l~óF'i;ón'•iso~~ótica'f(SI)Jha~ta~~btenert:u~~{~~gis~()füe~fluorescencia 

se 

el 

vez 

:.La 
'-- ."i .. º:,_· ·>~X~)~~/,' ~L-:.~·.~.; ~:~.·.({{ :.~:~:~ 

expos1c1ón de,,las.:células a· esta 'últi · lución;¡·fues;de,~5, · ;; ,;:'minutos,;ctiempo · 

~~~~~!!!!f i~li,Jf ilii11~!t?f ~!l~~:~ 
minutos, al~¡~~l'd~ í¿¡':~J~i:r~z:~~licó u::·;l;~ó d~:.;:ieoa:

0 

- -
• • • • • -•• ~-·"'• :· '-"'< • • '• - ,. O• - ' •• '• ' ' .,, .•C ' ', • • • ' ' - • • • "' ' 

Aplicación de.un pulso de prueba 

Tern1inada la calibración de volun1en y una vez obtenida una línea basal 

estable (de 10 a 15 minutos de duración), se registraron las señales fluorescentes 

resultantes de exponer las células a la solución de prueba, que en este caso fue una 
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solución isosmótica de NH4Cl .10 ó 20 mM. La duración del pulso de prueba fue de 

5 a 10 minutos. Posteriormente, las células se ·lavaron perfundiendo con la SI 

durante 30 á45rnfinitos. 

CnlibrnciÓ/z de)at/sehazes-delBCECF usndns pnrn cnkÚlar el pH; 
" ··~ .-, ··""'. . --: : 

TE!rmiili:i<l~ TJa perfu~iórl. de ;1~ SI;·• s~ calibraron las señales del BCECF 
:.'-·o·, ... . ,, . . , 

sensibles al· ~Hi: mediante el ·.método de ,¡it~ K+ .y nigericina de la manera que se 
_, :"(' 

Determinación d~Ii"p0hi:c:>;is1,s~~stico en el citoplasma 
/··Lr_:~~-,_~:~ .:<.·.~-"-_,. · · ..... :.,-e .:- ,' · .. ~ 

La carga d~{Ijgj,(:é.I~t~~'coh.~l ~C:híorarite, el lavado y la preparación del 
·' _·-~ ' . 

:;::,~:,::ci;:~i~¡·tt;~~i~&~f ,;f ¡~~.'.~ .. :•n: ::;:':. •:;~,,::'":: 
. ::·':~:--~~~¿~~;:~t~~fii\:.-&';~í~:;~~~E~H~~~~S!~-~-{:~::~ .. -~:;:<~~r.:.',:>:\·,~;:;~\,.:.. .. -. . . . . .. ··-_ -- .-· -

fluorescenciasi,r,e~u.lt~J:ltes•de'E?xcit~r:.;al,,colorante a 495 nm (F49s) y a•440 nm (F440). 

Esta últimct~ltri~trf!~~~~~lg(J~~~~Jfjfg~-~o~o un indicador ;-ap~~ximado de la 
;\>:,·<~:\:·\ ;<~):,·{.<·~'.~-::- <¡·;,'.",; :,~:·:·;,,;.: <_:; '· .. . . '. 

concentraci6ri';"a~1.¡~'l3c:EcF:' '~-6~' ~~l!lbios de pH1 sé ~r~s~~taron de manera 
. ,·.-;:. ~r-;:,~~~'. :{"·~:~·< ~:" '. .: 

"espontánea';':e;rJ.(:1'a'.i;C:~iúJa,s; •las 'cuales se acidificaban gradualmente durante el 

transcurso del .. exp~;lni.er{i6, sin presentarse pérdida considerable de colorante (a 

juzgar por la F440): 

Para obtener los espectros de excitación del BCECF en el interior celular se 

procedió de la siguiente n1anera: Una vez cargadas las células, se obtuvo una 
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buena definición· óptica· de las células iluminadas y en cada. una de ellas se fijaron 
. .. 

dos aperturas circulares ,digitales (correspondientes al 30-50% y. al 80-110%del 
'•-~-__: .. .:: =-=- ---=-- - -- --

cuel'·po celufor) a-diCioriáles a Iá que y~ había sido.fijáda para,seguiiJa carga; que 
.' - _·, . ' ~ ··,-· _:~.-~., .. ,.-_ ~ ,,, .. _- ... ___ ~'"-- ·"' _;_-' . __ - ... _, .. _,:•.,·.:··- __ ,-

correspondió'a(3~10%• del cu~rpo.·c~ltilar.'.§i¿l-i~~rE?~C>~~~~~~;gi~~~~.~~· •. ~~; •• la.zona 
·:··.-, - . .. 

::n::t::::o:eef::=~~:;.:~~~~;~~~I*irl~!~t::~ 
para calibrar. las sefíales fluorescentes·· para la medicióni:a _ . C~~'<texci~~:-ido. al 

:::::::~.:.::::u:Oe:,:;;;,=~~~:~~~'t74t~i~i~!~¡1t~~~~:: 
barridos •. fue de 420 ·.a.516.nm; •. regis~;nd~l~·~úoréscfi,ndaf?nteryalos'~é u~· riin de 

p~'.'. riec:e;s'ario 

el· .. pulso 

obtener éspe!cti-os'de'éxcii:aé:ióncl~l BCECF con escasa variación en la concentración - - .: ---';'"' ·-~··- ~- . ::. '." ' . ',' ... 

del BCECFy~~n c~mbios suficientes en el pH; para determinar el PI. 

Para definir el PI se consideraron tres espectros de excitación del BCECF 

intracelular, tomados durante la calibración del volun-ien y/o durante el pulso de 

prueba. 
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Espectros de excitación del BCECF a diferentes concentraciones. 
Cociente de fluorescencias versus concentración del colorante 

Detenninaciones en la celda espectrofluoron1étrica 

En la celda espectrofluoron1étrica se preparó una solución 4 µM de BCECF, 

diluyen.do 4 µl de la solución con.centrada de BCECF_ en exactamente 2 mi de la 

solución base de pH 7.3. Para esta solución. se. determinó_ el espectro de excitación 

de 420 ª sso._n.T;'.ª i~.t~rva10~ de,1 nrn.'Pa~teri~.rill~ht~·~~ ~limim1f<ln-2s9 .µ1._.de la 

solución en·i~ ~~l=~· ~ -~l'!~~~J1,'"'f ~~~g~:·~~~~%:~
1

r~i:q;~::j'¡1::7¿~¡~:z~~~'te -~~-;3 sin 

colorm~te, ~bten.iéndos~ un.a solÜ~iÓ~·3·_5;~M de BCECF. A esta solució~ se le corrió 

el barrido de excitación. y las diluciones posteriores se prepararon. de la manera 

descrita, reemplazan.do el volumen indicado en la siguiente tabla: 

Concentración inicial Volumen reemplazado Concentración final 
fuM) (µl) (µM) 

4.0 250 3.5 
3.5 286 3.0 
3.0 333 2.5 
2.5 400 2.0 
2.0 500 1.5 
1.5 667 1.0 
1.0 1000 0.5 

Tabla Vil .. Prcparnción de lns soluciones con diferentes conccntraciont.?s de BCECF, manteniendo constante el 
pH (7.3). Método de diluciones recíprocos. 

Para cada espectro de excitación. obtenido se calcularon. los CFs mediante la 

división de cada fluorescencia del espectro entre la fluorescencia del colorante en el 

PI. 
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Determinaciones en la cámara de experimentación sin células 

La preparación de la cám~ra d~ expe~im~l"ltadón para estas determinaciones 

solución bélsé\:d~ -pl-I 7.3 sin. colorante, de esta manera, lá coné:eritración' de la 

solución. _"en. 1.;Fcámara disminuyó a 36 µM. Posteriormente se realizaron las 

siguientes:diluciones, reemplazando de la forn1a descrita el volumen indicado en 

la tabla VIIL Se midió la señal fluorescente de cada solución durante 2-3 minutos. 

(BCECF]inicial Vol. Reemplazado [BCECF]final 
(uM) lul) luM) 

40 100 36 
36 111 32 
32 125 28 
28 142 24 
24 166 20 

Tabla VIII. Preparación de las soluc1oncs de BCECF hbrc a diferentes conccntrac1oncs, manteniendo el pH 
constante. tv1étodo de diluciones. 
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Las fluorescencias obtenidas para cada concentración de colorante se 

promediaron y se calculó el CF, el cual se graficó como una función de la 

concentradón del colo~ante. 

Linealidad del sistema de medición 

Las medidas que permitieron establecer la existencia de una relación lineal 

entre la concentración del BCECF y su fluorescencia, se desarrollaron en la cámara 

de experim~n~ación sin células, . usando los parámetros comunes•. en'·· las 

determinaciones .celulares (irttensidad de luz, factor. de amplifiC:áció~ d~ ,Ja señal 
. · . . ... -: -·=:-· :: .. -:..'-~·Y:.;·;~·::~-)_':-}·<:<~::~:..:<~-~;-~;:·:;;_.·~"·~-· h~i¿,:/-::~(,~~:-::;~~ -.-.:~ti>;~·')\<~'.:~~~\>-::.:---: .. --:.:· . ,·: __ :·, · .. ;~ .,~- -_:_-~; .::_ :~', .. \-: .:· . . ... >'..·. 

fluorescente.·y profündidádtde~.foc;o)."¡f"ara',ello; se cai:garcirí;algurias'.células ·y se 
·:_·; ::: •• :.' .- ,:,-.:;·,··.~ _.,. +,)• 

'eri0>~ía '.~<ÍÚbración•;:del• volumen, 
·- e;_,· 

":¡".' r:- 0,:cc,::_.:. __ 

:--, 

digital centrada en\el~campci1dlum.inado ;alcanzará~iirli,yal,or',éercan(ya 230 u. a. La 
._ -~:~!:)~:~?:~\;!.~~-~~:'.~~:~~·; -~ J.'. " ' • - : . . -·- ·- . - :~~~~~~~;f ~~t?~f:?~~~:~~~~~1-'.!~~~~·J~¡~~~~f~~~-0~~~;~f:~~1:~;r::.~;~ >> , -... 

concentraciórl::.final'c•deL" CEC . , ida);.fue';;,de'18)a:(,·18:~µMU F:"osteriormente, se 
">::·.: _. ~ _ ~ ~ :-,~ ~:-~ _· ~- ?./~,:J~¿-~)~::~~%if :tj~:e+~~~f} -~;:~$~,~~0;l~(;~,:~t'(~:<~;~:~~ ·:>, ·,~,_, " = ~--., • - -. - -- -- ,,. · - ... · · - -

registraron lasfluor,sce:ciéls,'delcolora~tresul.tantes de excitarlo con la Á1 y la A2' 

durante un 1~~~~~0~~:f~i[~~t~~~·~'f~w~~!:t~t~;~:: el~minaron 100 µL de la solución 

contenida en·l~,2~~,~~~,9~'~,~~~~;~f~~~l ml~mo volumen de la solución base pH 7.3 

sin colorante, quedando solo el 90% del colorante inicial. Se midieron las 
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fluorescencias para esta solución durante 3 minutos y se procedió al reemplazo de 

200 ¡.tl de la solución en··la cárnara··por· 200' ,_ll de. la solución. base· sin· colorante, 

quedando 5'C>ioeln% del colorante inicfaL L.as mediciones dela fluorescencia y las 
-- -_ • __ ... ·: .·• ·' "-,- ._ .- ~ .,_~..o.-

diluciones restantes se realizaron de la manera desc~Í~a,:,~~i~i~~Ci'c> ~l protocolo 

resuinido en la tabla IX. 

0/olnicial de Colorante Volumen reemolazado ºlo final de colorante 
100.00 100 ¡.ti 90.00 
90.00 200 µl 72.00 
72.00 300 µl 50.40 
50.40 400 ).ll 30.24 
30.24 500 µl 15.12 

Tabla IX. Diluciones pnra dctern1inar ta lincillidnd del sistema de medición. Determinaciones en la cámara de 
cxperimcnt¡ición sin células. 

Finalmente se graficó la fluorescencia promedio para cada concentración a 

ambas longitudes de onda de excitación, como una función de la concentración 

porcentual del colorante. 

Comparación de los métodos de calibración de las señales del 
BCECF sensibles al pH. 

Con,o ya se ha n,encionado, existen diversos n,étodos de calibración de las 

señales del BCECF sensibles al pH. En este trabajo se hizo una comparación entre 

tres de estos métodos. El primero de ellos fue la calibración con soluciones de pH 

conocido que contienen alto K+ y nigericina. El segundo fue el método de puntos 

nulos, el cual en,plea soluciones nulas, que son soluciones isosrnóticas que 

contienen una mezcla de un ácido y de una base débil, a concentraciones tales que 
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a determinado pH1 no producen un cambio neto de la concentración intracelular de 

H+. El tercer método fue la calibración in vitro del colorante libre, en él se emplean 
'--' -'·"'~<·-i:'=----=~- -

soluciones de.pHcoiwcid.o_q;J~ sill'll.llan;lá cC>IT\PC?Sició1Í.i()nicá intracelula1< . 
• • '. __ - _._ ••• ' -' ·'. • - - ;.-,:. :

0 

•. ' o:<<,,-,_.,-=-'.'.-,.),~--- ':;.'-.;: -.,_:-.:.:-_=_.,_·._ '0 ~\-'' ~-;;:..' .. :,' --.~~;.: i .-. ,·.~ => ·· ~~~/'-· ··-,-~:--.'~;"··-·-~·-c.;· :, .. .:_;o._'..·,;.¡'_.·;:/;; ->· ·',~ 

- ;--::.,.·:~.·.:.~·- : ... ~-.·.'·.·.'.:,:·_ .•. '.'-'::- ....... · .. ·.:_,.:'~--.•.·' ... ·L.::_::.{i_'_;-__ · .. ::_-~ i·<· .. -·-- .-·~.··.--.· ·-------. --- . -- --;_.:.~ .;¡-:;:·.·:\·:. -:-.-~·_;_ . . ... - __ ;.:: .. ~:·\:; · ... _ _ ._.-.:r~·t~\}?~',tf.i·:,.f:'v:·,; ... :: 

La carial.~.e-~f ~:z~i~;i·~iffüJ~~:.,i~~é~~~:~i:%~.~,t{;~,{t~~~1;5~~7ii~ñ~~iJi~1;n.'.i'e .• realizó 
de Ja rnanera .déscrita.e1-i.\'eLápartado '.deC','.Déteriniriádó1ies:eri' elJriterior.celular", 

excitan do. al coloran te~é:oi:t ;¡a¡ X1;.y)á./.:::!7CP.ós teriór; a'laf perfüsión :_ccir( SEE;' las. cél iilas 
. ;·. -·,_. ,.~.-~., ·~;~'>··_,,,~·-·:'~-~--·-~ ,~>-~,~-~-~~~;~2-~:t:.:::~-!f~:~~~~--r~:-:-~·".:;~~~"'~1-.~~~~~ }'.~~::·,·-.:~~~~--<-~~:<·.1 ·;.;. ·<'? _____ .. '<·'· .-··· 

se bañaron c~n- ~I a,unatasa ,de,5-~·ml?ini~ l~ast~::°:oténer~\J.n registró~ de CF estable 

(usual~~B·t~~~,~~~'f?~~~'.~~;&~~f~~,~~gt{Z~t~~~~~f~;~,~~··;~~Ii'~~'{iri"0~·~1.~~J:cÍÓ:~· de los 

puntos nU16s y fa d'e)1ltO, Ktl,nig~iicina:C:cí~o se indica á cbntinuación: 
', ... ·, . , ,_. · •. -.·c .. ,..~.:._c . ,•, ,~ _•, .. , ·", .. "' •- '". . • _ · .. .. , ' _ · .. ·-

·.·~···) :•, -~:~;·:.-,~ 

Una vez'cfu~'el,CF alcanz.ó un nivel estable en la SI (CF isosmótico), las 

células se bañaron con;~as,soll.Í~Íori~s ;?1.1:.1,él_s" (un,a ala vez) durai¡tte3_a,S,)ninutos. 
·; - -. '"· 

Después de dicho. il'ltervak) .. cada 5611.ición 'nula füe .rétfrada' .. perfiiridierlclo'.COn')a·s1 
: .. _.,.:e_:,,· .. ,-.','._:¿;; :-;·, ~; ¿~·:.i· ·,_>,.;.~··~ ~ ·---::·e_:;·_,'."-'.. '.\~:;-;~ . .,.,. __ ~ .:'.;' . .!,~.J¿.;,':. ;·:';,;:_··.: 

hasta obtener .riúev'airiente .un . CE isosmóti'co estable (norma]rrtente de 5 a 7 
; ' ' '· ... 

minutos). Estél'c~ÚbracÍón fin~Íizó una vez que la exposición de las células a alguna 

solución nula no provocara cani.bios en el CF isosmótico; así, el valor del pH1 en ese 

ni.oni.ento correspondió al pH nulo especificado por la solución nula (pH¡ = pHN). 
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Método de alto K+ y nigericina. 

Terminada fa calibración, con el método de los puntos nulos, las células se 

pusieron en ~¡,n't~cto, 'con las soludones de alto K+ /nigericina. La aplicación de 
' ' • ', '~.:.,_ '• :·.-:•.:.'"":,( .- •: ';" .'·;;: ~:.: ,-,•, • ,. L •' • 

éstas se reitli~6° d~ ri\~n~rit·;~cj~~ec'l.Íti~a y en orden creciente de Jalares de pH. Las 

cél úlas •• se ··'~kj~~b*~:~;;.!:: ~~Í:él~~Úi~~~~;i~~~~i· s~Iu~iOnes po'r)~í;úe'~~(j,9ue' ·fuera 

:::S:r.·.•._p:,.d.-: ..•. •·_ ..•• ' .•. :_•.r.•.•-•.t_•,• .. ·.~liíllli!l~~J~::6~:~:::: ~: :~:~~:::: :.:: 
. ·~ ... ~L)i_~- '·;:\(i.~:;t} -~;/0~i:!:;:c· ?;}?:~\1~l~-i~··¿.:.'·· 

:::~¡~iltllf J~~¡;~::::::::::~::,=~;;ir~:~·::: 
que la· cámara•:se!libeió{comp~~tan'{ent~ de agua, se c()Iocó_,~~- eHa,1; Inl ,de .·I.a 

~8art~'>a" 1so 
::•:•;("-'''··-

:.~ ·~IL:~~~~!%tir~&f tl~WJ~~1~ La •olución del 
:-.::'''· ·t·: .. _:·;..;·;>. ·>;~: 

BCECF contenida en••fa/cárnara'3 de. alta!aciClezr'fue excitada alternadamente con la 
: , ~/ ::.--~~~)~·~}:::.'::/::.J: ·:~~~;~.<~~~·~i~~~¡~ · - :~;~~.1~i~~Hr~~:~~Jr;:;/~-~~·~< :::~. ~ · 

A.1 y la A.~ dura?te,3'rnhnitos,.,ac'unª'~·frecuen.cia de un ciclo cada 5 ó 10 segundos. 
:·'..-'.» .e<· •.;: .:. ;'~~ 

Posteriormerite, 100 µL d~ la soÍué:i~ne~ la cámara fueron reemplazados por 100 ¡.ll 

de la solución de baja acidez (resultando una solución de pH 6.3) y se adquirieron 

60 



las señales fluorescentes de la manera ya descrita. La preparación de las siguientes 

rnuestras y el registro de la fluorescencia se realizó de la manera anteriormente 

descrita, reemplazando el volu1nen indicado en la siguiente tabla: 

pH inicial Volumen reemplazado liilpH final 
5.40 100 ul 6.31 
6.31 200 ~ti 6.81 
6.81 300 ~ti 7.20 
7.20 400 ~ti 7.56 
7.56 500pl 7.93 
7.93 500 ~ti 8.24 

@ pH cnlculado mediante Ja ecuación de Hcndcrson-Hilsselbalch. Véase el npéndicc J. 
Tabla X. Volúmenes rccniplnzndos para rcnliznr In calibración iu vitro por el método de diluciones recíprocas. 

Las n-tedidas obtenidas para cada caso se promediaron con el fin de obtener 

un valor de CF para cada pH. 

Medición paralela de cambios en el volumen celular acuoso y en 
el pH intracelular 

La n,edición paralela de can,bios en el VCA y en el pH; se realizó de la 

n,anera descrita para el caso de las "Determinaciones en el interior celular". En este 

caso el pulso de prueba fue una solución isosmótica. de 20 n1M de NH4Cl. Las 

señales de fluorescencia se obtuyieron excitando alternadamente a la A1 y a la A.2. El 

cociente de estas,,fliio,5~sC:~r¡cias. (F].1/FA.2) se empleó para determinar los cambios 

en el pH;, mi~~~~;~l~~~~,i:~~~~~~sce~ci~ emitida al excitar en el PI (FA2) se usó para 

inferir los ca~bios. en el .volumen celular acuoso. La calibración de las señales del 

BCECF sensibles al pH se realizó n-tediante el n,étodo de alto K+ y nigericina. 
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Transformación de los cocientes de fluorescencia en valores de 
pH intracelular 

Cmno ya se mencionó, el método de calibración de alto K+ /nigericina y el 

método i11 vitro proporcionan varios puntos de equivalencia entre el CF y el pH. 

Estos puntos fueron ajustados a la Ec. 10 (derivada de ,la Ec. 1) para que 

posteriormente se pudiera transformar cualquier valor de CF en unidades de pH. 
. . . -

CF 
f. 

- cF;;~.~. +.45,i;~ (ioPK• -f11J.· 
··.•·.Í+IO'pK.~pll 

Donde: 

pKa = pK del colorante 

CF1 =Cociente de.fliiorescencias a cualquier tiempo 

CFmax = Cocientecl~flu~resc~ncias alnivel_más alcalino 

CFm1n ,;;,·co~ie~te:a~•nü'o~e;C:en~i~-;, ª!'nivel~ásácido····· 

Ec. 10 

.; ,:, ' .. .; :.··~_ ..... ,.- ,. - ' ' •; •"\-f, "" ·..-:,. ;~-~-' 

El ajust~; a 1~?~$.,:.;~ ~e •l~:;n~~J~s·, (<:~/.~~)~- ~~tenidos en la calibración 

proporcionó los v;al<:>r:~s:cié,f,K,;; CF~~~ y';cF~¡~/:corregicÍ()s';, que al sustituirse en la 
' , ._ '.·::~:-· - - :· '. _·.· '> .- . ' . -_·._ . . . . -

ecuación 1, brindan laposibilidad de transformar cualquier valor experin1ental de 

CF a un valor de pH. 

Transformación de las señales de fluorescencia a cambios en el 
volumen celular acuoso 

Para transformar las señales de fluorescencia a cambios en el volumen 

celular acuoso (VCA) es necesario deternl.inar la fracción del colorante intracelular 
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que responde a los cambios en la osm.olalidad externa y la fracción del colorante 

que no lo hace. A. esta· últhna fracción se le denominará en este trabajo fracción de 

fondo (Fb). La rilayórfa--de fas éélulas, si nó i:odas;~resporúj-¡~ os~;métricamente. a 
- .=. >:!~-~~, :<;;:~.~:·:.:-.> :·''."" ~-'~··'· '." < ~ ;,-. . '' :'.,»<~:~ -.: ;~:_:.:.-__ :;-e·.),.~:::;'.~-:~,.-~.:~>_::;:,/"-':~.:·:::-~- -~:~~--;~f~"·;~:~~·> _:'; -:), .:?· ' -' ' 

cambios' re la tivarnente'pec¡;eños ._en.· la. ·os.molalid~d. e,¿terna;,· tales~'c§rno. los rque se 

::::::~~g~;~~~~~to%:.:;l~f :~~ii!i~[ f~~~~~{~:::: 
calibrar. su)respu~st.a . a ·'pulso~_-anisosn~ótico~- conoci.dos,1,10,· · cual~servirá •·.para 

cuantifiéa!:~~s:·;h~P~f s_';~•~'ié~J-~~f:,~f ~~g~~~~&f ,~ii~~J~.~~~~~{'ti¡~~i:i~frs0•. corno 

se discutirá~ posteriorJT\ente. A. ·partir:(~de-•(¡1o's;:,cambios·-.:, e a\i¿Jhiórescenciac.del 
.- ." ._-· ~>:;;~- :·- '.".,} ~:: :,·· ~:~-~i~>~~: -.-.: (:~;·;;(~ i_~t\·:.·>:· ~-:: ~ .. ~-. ~i ~,~:.~:;: :-¡~ ~:~: \~>~~;;:'.~~~;_:~~:::~~'. -~-~1i~S: ~~~~:?~':::~~:¿~~ ;~:L1~~f ,tf :'.;·i:il~:~c0~~;,~t·?,~~~t:.(~{_J:~1~~~&~·~:~; . ~· · ;~:: ,. _;" :. ,. :··:· 

colorante iritracelúlar;•,resultantes;:de;':lcü;•expos1ción',(deilas::célúla ·•· :·.;;J~s-{~Lil~os 
· ·_}' -... ,~: .~.:~~ , . ;·>·~; ;. ··~~~-.-K~:1~~-~ép ~·:::~·:?:·;}~~.~:·:,: ~:; :;'-:i.;~, r: ~ .. :.~ ?.,:~,/~\~~·.~: ~.::~~,;i.~ ;~~::.~.:. ~~;:.::~:; :-~: ~~/· ~:;;~ :. i~~:~:-~.-~0:~~~j:_i:~::\'~~ ~:. -V· :·- ., :.·>. • 

a n isosmÓtico~ de; C:ªH~-r~i:,~?j~f \ (?s !1~~~~-l~J~l~~~r~'.~i~P.~~~~~t -- fa~~.'._._J·'.P~:r;'.,.re·.·.·fs?_~1:;.:ó:.~ .. P .. n'i~ .. ~.~-.º0.'.cs:a.m;_ , dó_ eti·. ·claa 

fluorescenci~-~;;\i·~~~~~~~0:~~)·~~%~E~~J;f~~f1~~rt~8·.;t ··-. ,,~ •. ~~./ .. - ')f:, 

relativa (rto/~T),'do.l"\~e,i¡o y3FTs~n:.la flub~~scert ~-~~sal y'.1-a~~~~~:::~~.e~tacionario 
para cada ' · ''"~;i;go\i~~fü'~~~Údad de la 

toxina de S. nureús(Cfow'e,etál;''1995J;la?regJ:'es1 nlineál:apliéadaa dicha gráfica se 

emplea com~~~W~fi:'i2~~t~J~~-·-r_p~_:~.~.:·.~~.',~.~{.¡:~.·:_;_é.l~~;~w~~rt~· . ;~~l~_;·'-~~~1:Ji~ · los cambios 
. .';', ·::.:-~ ' ;,- ~-" ,'" --=:¡" '"Tt ,~;~~~ti0~~>."~','.<'.: ::· 

relativos en el VCA (Vo/Vt)'a·partir, de)as señale,i;;_d~¿puorescencia, mediante la 
.... ,··-·;- ,,-, '.' ~;·.,,-,. :::,:;,,·.g~;j 7: ,; . /',~. 

ecuación 9 de este tral:Íajo-(AlV:arez.::Leefrnariseí:'oaifo99s). 
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Corrección de la deriva de los registros 

Muy a menudo; dürante .él curso de un experimento, la fluorescencia basal 
. · ... 

no per~ari~~e ~:¿¡,~t~i:i.t~Tdü~ant~tt~do .>~(tiempo/ sino que puede· distriin;_.ir (o 
, . '._, . , :;_-,"- . -·'-- '-· .. -;~; -- - .. - . . _.- .":";; - - - - . - . -. 

::~:r:1~~~%f t(~i!i~{~~~i1Ji~~¡,~~i1~~~}~b~~:::::: 
un experimente p:~lular¡.füpotéh.co 'que;/prese:l"1tao;:<;Ienya:~[EJ:l; ger\er;;il;Ha·•. deriya se 

·_. · ·, ·-· .' .... :.~:.: :: ~u~_:;~?~d;-'. .'.~-~J;···::,{;~:~'}'.>~.:;~~·:::::: --; :_r~r:-: ~:;::' :r ! :~~x:: ·;_ :~ ~z,:::~~ $~~~;i:.:" t}It~2~:~;!:,;'~~:~~J:r\~~:~~:·~:~ ::~·;~~~:~:} ~~}t::? -~-1H{i.~~::1~::;,::¡~:~< ,~:~ ;~:-;., ;; '. -,~:.: _ .. -
debe a ·iidá pé~gida)erita;y: giadtial~~el,cc:)lé:m1.J:ite;·,inti~célúlar;);in' e1Tlbárgo>no es el 

·1··- .--__.., .·._· __ ;·····:~.l.1--:.- ~--,-.;~ ... :~ ·->·,.·-,,-.,,.".';'.:·;·_.·,~.-"·~--'!;''. ' ':;.,f~- ·-y ;,·;;c<,."<~-~-~---;.:.~;;·l.··~,"·"' _.·. 

único 1'a~l!c>~'~~iitf~~fü!6'ii6 l'd¿;~~; {<:¡~¿ ~ii~~:d;;,;~{s~~:i~~a~/á~~if~ es/eUfenórnenó de 

"fotob1ririq~e;~ihi~ritc;''.(~':~(~·1~btbb1E?~~Í"Lidgf Ciéb~'cJo · a· u~<:pr~¿~~ci 'Í;re{~ersible de 

fotodegradación 'del fluoróforo cuando éste se encuentra en estado de excitación. 

có 
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Figura S. Se1iulcs de fluorcscenciu de un cxperin,cnto en el que se estudió el efecto de una solución 40% 
hiposn16tica sobre el VCA. Nótese que la fluorescencia basul no pcrn,ancce constante sino que varín en función 
del tiempo. 

Mientras que la deriva por pérdida del colorante es variable y difícil de 

controlar (ya que depende del diseño del fluoróforo, esto es, de sus cargas 

eléctricas y su grado de hidrofobicidad, entre otras características), la producida 

por disminución de la fluorescencia secundaria a fotodegradación del colorante 
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puede minimizarse reduciendo la exposición de las células a la radiación de 

excitación. Esto se logra, por ejen;iplo, haciendo barridos cortos, utilizando filtros 

de densidad;rÍeutraLo utilizando objetivos.de aumentos elevad()s eón alta apertura 

numérica (esto reduc~Ia'profuiididili:t"defC>co).' 

·:. :_'; -~-~ ... ,,~, ---· 

P~ra .pC>cte~ :.tiánsforn\ar•·laslose1"'\álesdlÚorescentes .•. en· cani.bÍos·.de VCA es 
·", .~,·. ;:<.:'.~:·:_,,, ·:,:\' 

necesario corregir,• 1a id~rivil:;iLél:º.~il:uélcfon'.:id~al •.s~ffa' cór'regÍ~/~l ;, trazo de ·.un 

experimento• co~f>l~to~/ cdmo lo ,il~s~~: la línea iP~ht~~d-~é de ,\la;-jigura 6 . 
... 

Desgraciád.élriiii!nte ~stC>, por regla general, no es posible·dilci6':'qi.ié!a d~~iva·puede 

cambiar. de~ti"6ide un mismo experimento. Por ello e~ ~on~~nie~Í:ecor~egirla por 

segmentos individuales, relativamente cortos, es decir, corregir. la deriva· a cada 

cmnbio producido experimentahnente. 

240 

ro . · .. 
2.. 220 

"' 
........... -:----:-----.--;-.-=---------~-...:.:.·~...._- ......... ..,._. 
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Figura 6. Corrección ideal de la deriva. La Unen continua representa el experimento hipotético con deriva. La 
línea discontinua represento. la corrección ideal de la deriva,. en Ja que se corrige el trazo completo del 
cxpcrin1cnto. 
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La corrección de la deriva por segmentos se ejemplificará con el trazo 

mostrado en Ja figura 5/' iniciando· con la respuesta celular ·a _un pulso 10% 
.L.=:~~--=-'=·:'

hiperosrnótfc',> (c~m-~r~l,di~a:entre•los segmentos a y b). Prime~o.,se.~seleccionan_·los 

registro~.:i~,;~~;~t~~7,~;~J~~1;~[;{~i~f.·.~~1.so · de_· .. cali~r:~;iciQi'':fü~~Th~f5,~Hr~:~ta--.• 7), 

posteriorménté'sehacé\üña:iregresi6n Iirieal· a: los ·_datos,de;Ios.segrrientos ti ,y: b. (con 

dma~ó: i.~·'~f:~~ti~~~l~~~~{~~~:!i1~Ji,:f~~K:c1~~\1i~~f ~-~~~~i~iOnre 
estad1stica·d;Ii,traz~~(11z).·;~élr~o(?t'tosp;qu;¡¡os'·cambi?/éln1sosmót~cosrse"p~eden 

u~r loO .. i·~~s~~,~~t;~~t~~1?.~~if~~~l~i~l~~ d.d;¡ ~(;~ ::~.;.¡.las 
células no.:reguléln~ú.·:yo_lu.~~ricü_an9q:son;expuéstas a· pulsos cortos (5-4 min) de 

o';.~·,.;··· "·,~·· :: ._,_, :~ :-'¡- ' "':-' :- '· 

soluciólles;lig~~~ffii~t~ (;f10%) a~isosmóticas (Crowe et al, 1995; Alvarez-Leefmans 

et al, 1995; whe¡,er§Ti;teFi99S); 
; ,.(_, 

10 12 14 16 18 20 22 24 26 
Tiempo (min) 

Figura 7. Trazo de la respuesta cclulilr n un pulso 10% hipcrosmótico 
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Figura 8. Regresión lineal para el trazo del pulso de calibrnción 10 % hipcrosmótico. a y b son los segmentos 
isosn16ticos ontcs y después del pulso anis.osmótico, :respectivamente. 

Para cuantif.ica:.{él,;deriva;::: primero. se·. ajusta el tiempo del pulso 1.0% 

hiperosmótico. Elaju!i'l:e):Onsisté en iniciar eltrazo.de la figura 7 en el minuto cero; 
.,, , .. ) ::.,._,,· -:.:;~"-:'.:"··,.,·~--- . --· :. -·-'-.<.• . •, • --. • -~ .. :·' - . . ·• .-

esto es, despl~zélrióis'b.br~ ei'·ejédel.tie~po; d~ rri:an~raoqú~:éLpi:-im~r.punto del 

<mzo hlpe<os,,;€¡;:~;~~¡~~1~: ~on .el minu T .•.. &_)1.~_;Il~.~i~!i~lf ~1 ..•. • .. '·
0

.\• .• ~e .•. º.~~t7,: ~e :::::. :::~i~~~i~~l~~it:iefl>pO ajúSi~~; ~~.i~i~~~?;~~.;ci;;, •. P•:: 
:::,::·~::• J~1t1!~~~~11~~1!::::~ e:

5

:e::::::::~: :!~t":;::~:::~: 
mediante la ~egre~!~ifcJ}g~_ff· aplicada a los segmentos a y b. ¡:><Ira· corregir la 

fluorescencia .d~l pt'.ilsÓ l1i.perosmótico, debe restarse la deriva a :las señales de 

fluorescencia originales,(véase la.figura 9): 

Deriva=; Tien1po ajustadox 111 

Corrección de la deriva= Fluorescencia real - deriva 
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Figura 9; Trazó del" pulso· de ca1ibraci6n 10%_ hiperosmó~co, una vez corregida la deriva. a .. y b"" representan 
los segmento.~ isosrnótic.os,_sin. deriva. ·· · · -

La corr~cción de la deriva · para el pulso hiposmótico de calibración 
' . . . . 

•. - ' ' 

(comprendido 'entre 16s<segrnentos e y d) se realiza de la misma manera descrita 

anterformente pará'el pulsohip¿rosmótico. 

Los segn~entos ·a> b, e y d ,deben usarse sólo si sus pendientes son sii:nilares 

(sugiriendo queda deriva ¡,;slineal),;de}o c~ntí-ario se dificultarála corrección de la 
' -:,· .· - ~- -., ' : . '' . : ' -

deriva, caso en el cual el experln~~~~() S(;! r~chaza. 
-: .v.,_·',:. ·;<~:e· ;.";?< ··:·-~:.~ ,' 

.. :..::<-- -~}f .. 
Para corregir la derivá. delt~~~biO' en fluorescencia producido durante la 

.. --~_;-~&-\-;-.:-~ ~>· .--~ 

exposición de la célula a la s6luclóf../Cie prueba o solución problema, por ejemplo 
' '.f :• ,' • • ·.::~,,· .·~¿ v'O- ~ .,·· 

una solución 40% hiposmótiC:a;::se;aeberá usar el segmento e de la figura 5, el cual . . - _. ~' . ., -; - .. '··- -., 
~*; 

deberá ser de 5 a 10 min d~\;dufá;dón. Si el segmento e es muy corto (< 5 min), la 
·-,-,, .. 

deriva obtenida para est~;_gri~bio no será representativa del cambio total y éste 

podría ser sobre o subestimado. No se puede usar el segmento isosmótico que 
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sigue inmediatamente al cambio en la solución de prueba debido a que la célula 

puede regular su volumen aJ:ser sometida a esta condición y por lo tanto, como 

.· L~ sigiii:;i;;t~! ~~a'pa en. el análisis . es .. medir. Ja. flucirescencia basal (Fo) y Ja 
... ··,.-:.:''.'~'''°". .• , . - ~}~·:'·· ',:'~~ ·., '.·"' .•' ' 

fluore~cEihci~ !~e~tcidio'naria o!' )a'''.fluoresceI\C:Ía •, ~áxiíria (FT) •icte ·.· cada . pulso 
. -· ,. ·,,-:-. ' •• •• -' :'- :~·.:: ,'~·-~· .. ·.J;. ". -. - . J· 

:;::~¡~~~~~f iQ.~~f itill~~~f Ji~~ilii~~S,~:: 
anisosmóticos~<esto'es;'ilós•'segrneritos;a~ y.b~•~para~.el •·pülscid'liperosi'riótiCo y ·Jos 

. -. ,· . : ~-~ --:_H\:~"~·~ ~~"~~ .:·.s:~:;;J.~5J~ ~~·, · ~~·:·\·:!:· :~~: · .. -" <:·.~·:'.~-- :~¿. ::··:~ __ ;;;:. ~ji:~j ~~\ .~}~:: :. "·: ·~:~~/7< f.-{~::·:~~:'.?~·;;~~~t~f:~~t:;;;{;';: ~:;~ ,::.~~·.''5f.-:f'. · .. :.< . 
segmentos c' y_;d.~ para él púlsó:hiposrnótico; (~éase lafigura;.10)~',!Para'<obtérier ET se 

:: -.· ;~:~:/?'.J~-:-?:·.'·'.~::I;~;:~W~'~:::.:.·~/::'.:·; ~-?:»:}'.<~:-~i~~ f~~ '.F~) -:'?~-~;-:'. · :~? ~'. ·'..,s·?~(~:; -f:~/: .. ~ -;·:~ ,L~ ~~.:.·._-)]\;/~.:~;.-:.~;: .:-:.~-:~~;( _-j~· ?'.':~-'>.Ji.:::-~:~ ·¡,-~Y-:.';--:_"<· · _._._. · ·_. .. 
promedia el .est~d~ E!sta"cipl~ari~ de~cada carnbioani7osin~~co:queusuahnente es 

de 1.5-2.0 mi~: (~~H~:l~¿'ccÍic:ios ~i~~s ~1~ ~:s ~uls~s;i:¡;er
0 

e h¡p~~~?:tico en Ja 

Figura 10). 

P'"•b·E'.::~t~1W_~~~~~~~;¡~J1~~tt::.:·,~::,f ::::;:~:::: :: 
volumen), se del;Je,i:9~ar.~í:\ pr~g\_;,¡dip·Cie;)~s.yaIOres correspondientes al máximo 

_,· .-, -w.·,_-o,;_ .•... ',· '-·''."-':\-><.~\."> -~··;;;:;-,¡,~·-·;-..·,;,,• ~::;,-,.,:-- '• .. ,~·· 

de la respuest~ c~~~Ja;·(c{.~-i.on'lin,'~~~s~~{~uadrado en la figura No. 10). 
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Figura 10. Trazo experimental con la deriva corregida. Los cst¡¡dos basales (Fo} para los pulsos de calibración 
corresponden n Jos segmentos a"-b", e:- d.", mientras que el Fo para el pulso de prueba corresponde al segmento 
e". Los·cfrculos negros re¡jreScntan el estado estncionario (FT) para los pulsos de calibración, mientras que el 
cuadrado representa el cambio de fluorescencia máximo durante el pulso de prueba. 

Obtencióri ·ae.Ia •. frácción .de forid~·~~~/ .. 
. '·.- ·._· ... '."',, : - '.: 

Para obtener Fb, se calcÚla\ el cO'de~te· Fo/FT para cada pulso de calibración. 

Estos cocientes se gr,~fican,'C:.oi,no_ una. fú:ndÓn de la inversa de la osmolalidad 

relativa (7to/7tT) de lá:s:soh.iciÓnes de Calibración; por definición, no existen cambios 

en el VCA cl1a1~cio:1:.J~;&iase encuentra exp~esta ala solución isc:>s~ÓtiC::af;po~lo. 

:u~;;~J~t~3~;:·:1:>'::;,:>:::·;rJ;f i~~i*W%~!~~~~~:: •. tanto, 

(línea 

equivalertt~ ~ la'·~rd~riél'da al origen. La línea contin\Ja r:E?pf;;serl.tél la r~~pl.lesta ideal, 
.. 

en la qu~ ~()~~~!'b'i16táf.i'te sería osmóticamente acthio, esto es, la Fb sería igual a 
. . . 

cero y por fo:ta11.i:p'se cumpliría la Ec. 8. Por lo general el valor de Fb se encuentra 

alrededor de o.6 y nunca puede ser mayor que uno o más pequeño que cero. 
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Los datos calculados para la(s) solución(es) de prueba (cuadrado blanco en 

la figura 11B) no 'se incluyen en la regresión, dado que éstos podrían representar 

1.2 

A 

1.1 

~ 
~ 

1.0 

m=0.4 
b=0.6 ~ Fb 

0.9 

0.9 1.0 1.1 

1.50 

~ 1.25 
> 

1.00 

B 

0.75 

CJ 
./ 

Hipo40% 

1.00 1.75 

Figura 11. Obtención de la fluorescencia de fondo por el n1étodo gráfico. A es Ju gráfica de Fo/FT con10 unn 
función de 7to/1tT. Ln ordcnnda ni origen (l1) de la regresión lineal aplicadn a esta grtifica (línea discontinuü) 
corresponde ni vnlor de Fb. l-"l Unen continua representa el comportan1icnto ideal descrito por fo ce. 8. B 
111ucstra una gráfica del volumen relativo estacionario (VT/Vu) como una función de In inversa de Ja presión 
osn1ótica (:tu/7tT),. obsérvese que los puntos de calibración caen sobre In linea continun, que representa el 
comportamiento de un osmórnt.?tro perfecto. 

Transforni.ación de las señales fluorescentes en cani.bios del voluni.en 
celular acuoso 

Una vez, determinado el valor de Fb, los cocientes Fo/FT. para cada pulso 
'·· • .;e·.·;', __ 

co1nportan osmométricamente al ser sometidas a soluciones 
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anisosmóticas, por ejemplo una solución 40% hiposn1.ótica, el pico de esta 

respuesta no cae sobre la línea ideal (véase el cuadrado blanco en la figura 11B). 

Finalmente, para obtener los cambios en.i;;Í VCA:ocurridos .durante todo el 
,_ ' >' - }~ 

experimento.se'proée~ec~Il,_o si~~{ P~~ ~ª~~. ~~~~~~.t?.i~~~-~.i~~~ya ios cuales se 

les ha corregido la deriva '(fig~~a;1o)>~~lcJ.~b'E?;ca1'Cú1~i. ;:ocú;n'~~·F~/F~ donde F, es la 

fluoresce~ci.~ .. ª•~Yri~1~bh~~~~~r~·~:nt7~.:i~··ff ;~~r~f f ¡~jJ~~~~~i,1jf frrespond iente. Los 

resultados se.n1.uestran:en'la:figzímt12;<f!.o,steriormente:estos cocientes se sustituyen 

en la E:.;~ ~iif~:·~:~;~éÜ;~~:;~1J!~1$~;ÍB~!~)·;~l~~~J~s ·~~['~2: (Vt/Vo) durante todo el 

experime11.Í:o/los'é:ualesse.rnuestran en la.figura 13. 
•-_,_., '· ",>,,'. ',' 

1.2 

1.1 
u:-
;::;:. 

Hiper 10% 

1--1 
Hipo 10°/o 

1.0 

0.9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 

Tiempo (min) 

Figura 1-2 .. Cambios de la fluoresccnciil relativa (Fo/Ft) durilntc todo el experimento. Fo es In fluorescencia bilsal 
de cada pulso expcrin1cntill y Ft es lil fluorcsccncin corregida al ticn1po t. 
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Figura 1.3. Can1bios en el VCA relativo (Vr/Vo) durante todo el experimento. El cálculo de Vt/Vo se realizó a 
partir del cociente Fn/Ft usilndo In Ec. 9 

Precisión y exactitud de las determinaciones del VCA usando al 
BCECF como indicador 

Para detern-iinar con qué precisión el BCECF mide los carnbios en el VCA, se 

siguió el procedin-iiento indicado para las "Detern-iinaciones en el interior celular". 

En este caso no se usó ninguna solución de prueba sino que se aplicaron 4 ciclos de 

calibración, esto es,· _las· células se sometieron 4 veces a un:a 'solución 10% 
' ·~·::: 

hiposmótica Y:. 4;veces· a; una .solución io%. hiperosrnóti~a de; mánefra álternadá. En 

estas medicio6~~~;~],d1~ii~;~l-•colo;ante_• a--_la'·_A;1·;··a\~;5~¡};~~:~~~~f~~~~~~I~)f i~~~ltante 
de excitar a la A2 (FAz);':Se empleó para calcular lo~ ¡~~~r~s/cl~fJ5A ~~ I~i'rianera ya 

descrita, utilizandolósprimeros dos pUlsos anisósrnótiC:os/par~ obtener el valor de 

Una vez obtenido el valor de Fb, se calculó el VCA en el estado estacionario 

para cada pulso 10% hiperosmótico (incluyendo el pulso de calibración). Estos 
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valores se con1pararon entre sí y el coeficiente de variación (C.V.) representó la 

precisión entre los ensayos · (repetibilidad) para· el· pulso hiperosmótico. La 

repetibilidad f?-ara~-el · puíSo. J:tiposmotico. se obtuvo ctE! ~~~~~~ ·similar a· la descrita 
.: . ·- --'. ·., ¡,, . -·'.'. ; _,, 1..· _, ' : 

para el pulso hiperosrnótico. 

; . . . . . - -

valores estacionarios d.e VCA de diferent~s ~élulas cuando éstas fueron: sometidas 
- .- . . -

a pulsos de calibración de la misma osmolalidad. 

Para determinar la e;¿élctlfuCl St;! con~pararón los valores estacionarios de 

VCA de los pulso~'ct~"c~lib~aci¿n,;bbtei1~idos experimentalmente; con los valores 
.. _.,,.,.·_---:-·-:: ._···, -·'-· ·'·"·'. .·-.- ' 

esperados para' un osiÍu5rheitro'perfE!ci:6.Lé'l exaditud se expresó como el porcentaje 

del valor experimen~éli C~) ;E!J:i:i~() ~l~afor teóri~o CT), esto es: 1000/T. 
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RESULTADOS 

Propiedades espectrales del BCECF en una celda 
espectrofluorométrica. Determinación del punto isosbéstico 

La figura 14 muestra los espectros de excitación del BCECF a diferentes 

valores de pH obtenidos en una celda espectrofluorométrica cuadrada de plástico 

de 1 cm.2. Se puede apreciar que a la longitud de onda.('-.) de excitación de 438 nm, 

la fluorescencia del coloran.te~es co~stante e independientementede~ pHdel medio. 
- /· ;,,_/ 

A esta longit~d de. Í:Jnda;espectfal,s~ le' denorr\ina~upu1Úo i~~s~ésticoi' ytC:oriio.ya se 
\ '• '. ', - . ._:: ·: .:· ·,. ,·_ ,, :·:. ~~,~·:;' ~:/'.¡=.~.;' "':> ¡ ':'' .",¡'~'{ .· :;~,:>~' : : . .-'::··, ·<, .::;,t''-/: ::·.:.~ ~'.''·~·:. :·· ;·:: ~. ·.: ~ -~· _, ;.:<··. ·'·-~' :·:.:.~ '·): '.' '". ~:.-, .. ··" :~~ ~--~ ;.;. _,_ .. _~: -•. '.;, ·, .. -' ; -:~; ·, .' -

mencicmó, ;se' ab;~viá é¡;n~~''.'.Pl';:':Lá}deterrniitación del.Pleri· ·C:e1cia ··se·reaÍizó. por 

triplicadoy en todo~i~~c~~C>~s~~nJ~nb:~elÍáslTlovalor(438 nm), 

- -- . -

Como lo n~ue~tra Ía· fig~fa 14~ á partir del PI pueden describirse dos 
. . . - , -., ~-;... .- ;.·_- ·- .. - .-._ . _,_ - --- ,_. --

cornportamiento¿ del~ .fl.~o~esc~ncia deri.B<::ECF con relación al pH. Primero, 

cuando la luz qii~'eX'C::itd al colorante ~s:éte'm~~~rA. que 438 nm, la fluorescencia es 

proporcÍon~i~\'}rir'c~¿;~d~~ del medio, ~unqi:i~ 1.i~erisibilidad al pH es relativamente 

rnodesta. SegUI~do, cuando la luz de excitación del BCECF es de mayor A. que 438 

n111, la fluorescencia aumenta cuando se disni.inuye el nivel de acidez. Este efecto 

pern-1ite apreciar al PI coni.o un punto de inflexión en todas las curvas (figura 14, 

trazos ampliados a lOX). 
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530 540 550 

Longitud de onda de excitación (nm) 

Figura 14. Espectros de excitación del BCECF a diferentes valores de pH. Los espectros de excitación se 
dctcrn1inaron en uno celda cspectrofluorométrica. Los cambios. en el pH se realizaron empleando el método de 
diluciones recíprocas. En los trazos an1plificados 10 veces (lOX) se aprccin que el punto isosbéstico se presenta 
cuando el colorante se excita a 438 nm. Nótese que existen dos longitudes de onda de excitación que rinden 
fluoresccncins que son muy sensibles ill pH: .... 470 nm y- 498 nm. 

Examinando los espectros éle.éxcitación del BCECFa A.s mayC:>~~s que el PI, 

puede ob~er~~~s~.·3~~.;-~~ ~~~~~~,~~Sfi~~~!·.c:.~~~~~g~~ ~~mi~~~~~g~~~rif~-~;··~)(cita a 

A.s cada•···v~~~~~~Y¿,~~~- ;,•~1~~;;i~ricl6t<{ieif~ ;~;¡¡:¿~ji~?~~¡~!,;:füfi€:~;!:;:f.'·;~~'5.~~72•· n~. 

:::::::~1~i~~{tl~ii!}~~~~jf~~~~~~~~nlponde :::.º~ d: 
excitación· de 497.:.500/nm/•zéma:.del ·espectro'?eI'l'·'la i:~~l la sensibilidad de la . ·. ~·, ";,' . ~::.\.,}· . . ';".-.::.: ·: ~ . 

fluorescel~da ~ÍpH ~lca.n~~ ~~t nivel máximo. De~p~és de 500 nm, la fluorescencia 

y la sensibilida·d:aLpH, disminuyen drásticamente. Finalmente, a A.s n1ayores de 

540 nm. el colorante ya no fluoresce. 
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Es importante-destacar que la forma del espectro de excitación se modifica 

conforn,e cambia eFpH del medio en-el que se encuentra diluidO el colorante,.esto 

es, los picO~- ;e-agf:l~ff~~i;-. ~á;;~6ci6;~;;-;~i-;;..;ecÜo s~-- al;;:<lu~i2:<l-y viceversa; Este 

com portami~~to~ei#~~~ái;r~pr§Z~~ta i Jria.~~~t~J~ i~J,8rt~A~~:"P~~a e~ método, ya 

que permite:efupi~~;/~1\;cc>ciehte· de •d:osúil.l~;~sc~i-lci~; d~i-~6i~~ar\te como un 
·~-:··.·{-·. 

indicador selectiv? del pI-:i. •· 

' -:--·.. .. -· ·'. ,- ', ' "·"; ., .·\ .· .. -: -:·. .· 

Los. es~e~tros ~CJstrados eri );_¡'figura >14 no -están correiic:l6~ para cambios en 
"·'·A· .-:.· · · · , .. · · · · •· ,,-.-· · ., ._. -:':::;-º··~,_:::-..;;:-.~- < - .::-~:.. . 

Ja intensidad• ... de_Iu'.i de,l~ .1árii'p<li~:;Est~ ~~r~ecció~-;~Ei ir~~~iz~;cbii.1.l'~a"·s~11.lción de 

Rhoda,mina s·~-·-~-~-~··~:C>~s;J:ffJ"*~ik.~--~:*:i;p{~~:.~I.iJ~~~~~t~¿~~-~i'.~~ '.~;-~f~ -~:~·-·Y:·-~ivalle 
a 4 75 n m de~a F'ªEecief?l}~;iE'.sj~ ¡ ~ipC);; cie f ?~I°e~~ici~~; sÓlo' pÍi~d~ .°i~alizarse en las 

determinaciones, en _la cel,Ct~- ~~p~c~6fluoró~étrica.'y,no. enl~~- determinaciones· in 

vivo, por Jo que desde el punto de vista práctico la corrección del espectro es 

intrascendente. 

Propiedades espectrales del BCECF en la cámara de 
experimentación sin células. Determinación del punto isosbéstico 

Estas n,ediciones son in,portantes ya que se realizan a través de la misma 

vía óptica utilizada para hacer las n,ediciones con células. Por Jo tanto, son 

relevantes para evaluar la posible influencia de factores instrumentales sobre el 

espectro de excitación del BCECF .. Estas detern,inaciones se realizaron empleando 

el n,étodo de diluciones recíprocas. Los resultados se resumen en Ja tabla XI y un 
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ejemplo se muestra en la figura 15. El promedio de 44 determinaciones del PI en la 

cámara fue de'437.5±1;64 nm {X ±·O; E.), valor que no dista significativa~ente 

del enc?ntr;~.~······ .• ~~ . l,a~?fl~~~~M'ine;'~sce;~n~-cH1:·,eall•~e~.s;z~d;.:e~!-1i¿e•.~sJcp;.fe.·'~c;ftr··~o(S~d-~e.~l.(B_1 ªc:_.~E~{cf:F_ ..• F>~,··.·-···.~·····º~.:b·~t}e<5n' :-1·.·dP,ausede 
observarse -~~é'1~f; ~a~~~t~rÍ~tid~~ · . · · ·•· •• · . ·.·· · . ..• . en 

la celdaes~tié~6fii:l¿;fi>iii~~j~~'_;~~~~6ii5~~~~}~~;~¡~ '.~á~~~t~;~;·:~~~~;irt1entación . 
. ';~ \'.·/' . ·.:>.. ; ,._·,":.~ .... -,. :r-.,~~~:.~);-~--- _. ·: . .:: .· ·> « ,:-.. --.e:·::·: !·<"-'-· ;'.;:: ·- . ·--. , ·'.'- "~": .', .,. 

Tales· características . son: la forma del espectró dé e){dfoción; la pdslció~ de los 
: .;:.~ :: ;· :· ·:: ·; _'.__ ·: . - > !-"'.' _., - .:> - ., , . : 

picos, la sensibilidad a cambios en el pH y el pürito isosbéstiéo. 

PI (nm) Frecuencia 
434 2 
435 1 
436 11 
437 6 
438 12 
439 8 
440 2 
441 2 

11=44 
Media= 437.52 11111 

D. E. 1.64 11111 

Tabla XI. Puntos isosbésticos determinados en In cáninrn de expcrimentnción sin células, cn1plenndo el método 
de diluciones recíprocas 
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Figura 15. Espectros de excitación del BCECF libren diferentes valores de pH del medio. Los espectros fueron 
obtenidos en In cñn1nrn de cxperin1entnción sin células. Los cambios del pH se realizaron mediante el método 
de diluciones recíprocas. En In nn1plificilción del trazo a 10X se aprecia un punto isosbéstico a una A. de 
cxcitnción de 438 nn1 (n1cdin 437.5 ± 1.63 nm). Tnn1bién pueden observarse dos puntos de considerable 
sensibilidad ni pH, «-1uc se locnliznn en - 470 y - 498 nn1. 

Propiedades espectrales del BCECF en el citoplasma de células 
vivas. Determinación del punto isosbéstico in vivo 

Con el objeto de probar si las propiedades espectrales del BCECF, 

particularmente aquellas necesarias para poder medir paralelan1ente el VCA y el 

pH;, se conservan en el ambiente intracelular, se realizaron medidas espectrales del 

colorante previaménte . introducido al citoplasma celular. Los espectros de 

excitación a difertint~,pi-I·s~:obh.Í.~ierón bajo tres condiciones: 

3. Al retirar el pulso de NH4Cl 10 mM. 
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La determinación del PI se realizó considerando espectros de excitación 

obtenidos enla.rnÍsrria c~lula cc:m un n:i.fu.i:in(;de tres pHs distintos. Estos ~spectros 
presentaro~-do~.características:a) estaban ~laramente separados, al.menos en la 

~--· . 
porción d.E;!1 espectro de·mayor sénsib_Ílid~c(alpf-I"(esto _es, en_e1 _ _1'áli.g(;-#e -450 a 

. -· \~·(,.-;-¿,'·'-' .•._:'.· '• '• .. "'r~-·. '.:,-~~.:" 

515 nm).y b)la variación de la fluOrescenda·del colorante áFexdtél'i-ló a 440 nm 
··-:··-::. '·. "• ·-. 

durante la perfusión de la SI antes de correr el_:.e;spec;tro ,no f{¡e mayor qué el 3% 

entre un espectro y otro. 

Se emplearon tres métodos_ para det~rrninarelPI·intracehil~r,la difé~encia 

entre ellos solamente fue. la condición __ E;!~ la que sé toiar~n- ibs; ~spect:i-os de 

excitación. Así, en• el "método· A" se ~~pl~éÍr~~'~J~~~~()~~to~i.~~~:/~~~iü:i'vame~te 
.': _,,. '-;:~;/~ .. -~,·:;·'.¡'.;¡_.,., (~-. ~ .~·-·:•·- ;-•).-, , .O·;:;;.•. >~;;~~:J-·_2;~~·:.'~";;·;:.~ -~·e. 

~:::~:::~I?.::~~i;~J!lili!iltf 1111~,t~: 
método A el valor.promedio;de Plfué:de~436~7~±3.74n_m(X ±~D<E:;;n=,7_9);conel 

- - ;'~;t:·~-~';;-~:-~-~~~:-~tr.·:-~-:-:t~:~,:~-'-'~-;¡_·";·_~ ::-:<;-~:.···-7;·:-;- ---' " ~<- - .. --- - ---·.:,-~·-»'" 

Método B fu~; d~ ~:1áil6'~'3_.93 hirt (X ± D. E;, ~= 51.) y con el método C fue de 436.2 
. ,.-,, ,--.:~~~:·.:~·-;;·-,:¿},~:':·:.· ''·.·~?- ·' ' .... - . . . . , -

± 2.75 nni. (X::± D. E.; n=21). El análisis de varianza aplicado a estos datos 

(ANOV A) i~~i~ó que las condiciones en las que fueron tornados los espectros de 

excitaciófi.::;:nÓ:- ejercieron efectos significativos sobre la determinación del PI 

(P>0.05), lo. que brinda la posibilidad de analizar todos los datos obtenidos como 

procedentes de una sola p~blación. 
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Frecuencia 
PI (nm) Método A MétodoB Método C 

430 3 3 1 
431 1 1 1 
432 10 o o 
433 6 o 1 
434 3 5 3 
435 5 8 2 
436 11 10 1 
437 8 3 3 
438 4 o 6 
439 9 3 1 
440 7 2 2 
441 2 4 o 
442 5 5 o 
443 2 3 o 
444 2 4 o 
446 1 o o 

ll =79 ll = 51 11 = 21 
x = 436.711111 x = 437.6 lllll x = 436.2 11111 

D.E. = 3.74 nm D.E. = 3.93 nm D.E. = 2.75 nm 

Tabla XII. Puntos isosbésticos dcterniinados, por tres m~todos difc_rentes, en el citoplasma de _cél_ulas vivas. 

El número total de los Pis delBCECF obt~nidb~ en el citopias¡.;_1a celular de 
: - -~'->·· . • • ··: " . ,, ' - .. , - - .. ' .; ' - . _.· - .. • ' ' . ' ' '\ - '. • 

75 células viva~i~i~~~A1~1t;·f~%~¡~~~.§~~;t~~;,~f !~~\~~~~B~~ff,~r&t~~~!::~~l·~lf~)~Is· fue 

de 437 ± 3.70 rirri,(X:;±•q:•E:):J:::;aflgur:a¡~6cmue¡;ga.,¡rneje!TI:plo~el pu:n_to'isosbéstico 

::::::::~~t~~1ii {,~f~;r:~~f~~!!7l~r;¡fI~~::::~·:: 
aquellas de 'Íos espectros.~ determinados' en la celda y en la cámara de 

experimentaciÓn~.por lo que se ~onsidera que el medio ambiente intracelular de Ja 

línea celular empleada no afecta ni la forma espectral del colorante ni Ja 

sensibilidad de su fluorescencia al pH ni el PI. 
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PI fnm) Frecuencia 
430 7 
431 3 
432 10 
433 7 
434 11 
435 15 
436 22 
437 14 
438 10 
439 13 
440 11 
441 6 
442 10 
443 5 
444 6 
445 1 

11 = 151 
No. de céls = 75 
x = 436.96 11111 

D.E = 3.70 11111 

Tabla XIII. Puntos isosbésticos dctcrn1inados en el citoplasrrin celular. 

140 
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10X -;;;-a. 100 
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Longitud de onda de excitación (nm) 

Figura 16. Espectros de excitnción del BCECF registrados en el interior de una célula. Las caractcdsticns 
relevnntcs del espectro se conservan con respecto a aquellos registrados en Ja celda espectrofluorométrica o en 
lil cán1ara de experimentación. En la an1plificaci6n (10X) de la gráfica se puede apreciar el punto.iso.sbéstico, 
que corresponde a la '). .. de excitación de 438 nm {n1cdh.1 437.0 ± 3.70 nm; n=151). Se aprecian además dos 
regiones del espectro muy sensibles i.ll pH¡ alrededor de 470 y de 498 nm. La estimación del pH1 se realizó 
calibrando ni BCECF con el nlétodo de alto K+ y nigcricina 
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Finalmente, el análisis de varianza aplicado a Jos PI obtenidos en Ja celda 

espectrofluoro~étri§~~ en fo cámara de exper:mentacÍón sin células y en el citosol 
:.,,,... ---

indicó que no existe.'diferencia significatiV:a eÍ-itre ello!qP >:0 .. 05); Esto significa que 

Ja posici~~;-~~1·~1;f1~~€~~--~~~Y~~~{~a,;r.-xf~f.~rgp~~i~~~s~ft,si~~~~.ímicas del medio 

intracel~ia~; p~~}() trint~ Jafluorescerida resultante de exc:itar al colorante a 438 nm 

puede 'usarse como un indicador selectivo y confiable de la concentración del 

colorante en el citosol. 

¿es el cociente de dos fluorescencias del BCECF independiente 
de la concentración del colorante? 

Estudio del cociente de fluorescencias en el espectrofluorómetro 

El cociente de dos fluorescencias (CF) del BCECF se eni.plea universalni.ente 

coni.o un paráni.etro indicador del pH y se le considera independiente de la 

concentración __ del colorante. Con el objeto de verificar tal ,independencia, se 

obtuvieron ei:;p~ctros de excitación del BCECF en su fo)"I_Il~ ácida, a partir de 

soluciones dr:::-~~;~{~~,·- ~~~,>/iferentes concentracio~le~f~~,~~L colorante. Estas 

determinaciones"'sé:m)rríportarites.dado que en el interior celular es muy probable 

que los cam_tii~~-~~~f~~i;{ptt;'.~se acompañen de cambios en el VCA, ocasionando 

variaciones_ e~';/lá. cÓncentración intracelular del colorante. Por Jo tanto, se debe 

tener Ja seguridad de que el CF es selectivamente sensible al pH;. La figura 17 

presenta los cani.bios en la fluorescencia del espectro de excitación del BCECF (a un 
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pH de 7.3) causados por la disminución en la concentración del colorante (desde 10 

hasta 2 µM)>En teoría, los cambios :de fluorescenciá~ debidos a cambios en la 
-"'-·~ :._,_ ·'- ' 

conceritráCiÓn del)B.CE-CF '.([~CECF]) : s~frpr()porciomtles '.~~; to<:fo ·•.':1-esp~ctro de 

:::"::::~::::=1:1~fü~~~,~;1i~~~\f ~if M~~i~c~~i1J~:-:: 
fluorescendas, por ejemplo .~~~~í'~¡~~: ,;~I) ;resultado debe ser el mismo 

independientemente de la [BCECF]. 

-;;¡ 
.a. 
"' ·o 
e: 
~ 
!!! 
o 
~ 
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Figura 17. Espectros de excitación del BCECF a diferentes concentraciones. Estos espectros se determino.ron en 
una celda epcctrofluorométrica a p¡utir de soluciones de pH 7.3 con diferente concentración del colorante. 

Para evaluar si los cambios en la [BCECF] tienen efecto sobre el CF, este 

últin10 se. calculó para cada uno de los espectros de excitación mostrados en la 

figura 17 de la siguiente manera: cada fluorescencia del espectro, producida al 

excitar desde 420 hasta 550 nn1 (F,.), se dividió entre la fluorescencia del PI (F43s). 
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Los resultados se muestran en la figu rn 18, en la que se observa que, contrario a lo 

esperado, el CF no· es::cánstante sino que :varía-- de .. manera inversan"\ente 

proporcional a·.· la concentradÓ~º del colorante.; Esta·• variación se acentúa en las 
-".~~-~~.:..·":_.::··-'~o'. .e::., -

longitude~ d~ ortd~ qJ~ ~rÍgÍntiri ~~yi:ir fiJ6~E!sc¿ncia (entre 470 y 500 nm). 
- -··' - .. ' .. .. . ... , . 

7 

~ 
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5 !:. 
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Longitud de onda de excitación (nm) 

Figura 1-8. Relación del CF con In conccntrilción del colorante. Ln gr.:'ificn n'\ucstrn Jos CFs calculados pnrn cadn 
espectro del la figura 17. Los CFs se cnkularon usando n J¡¡ fluorescencia al excitar al color¡intc n 420-550 nm 
con10 dividendo (F).) y n la fluorescencia ni excitarlo n 438 nn1 (F-1:'.\H) como divisor. Tcóric.:uncntc, todns las 
curvns niostradns en esta figurn deben superponerse, sin cn1bargo esto no ocurre, nótese que el CF aumenta 
cunndo el colorante se vn diluyendo, principnln1cntc al excitar a longitudes entre .J70 y 500 nnl. 

Dado que el pH de las soluciones del BCECF fue constante, se deduce que la 

sensibilidad del CF a los cambios en la [BCECF] se debe a que las fluorescencias 

del espectro no.fueron afectadas enJa.omisrna proporción por las variaciones en la 
-. ,. . ·-

concentracióri.de}colC>r~nÍ:e/<esto,és~; p~~de apreciar en la figura 19A. Esta figura 
·/. ~'·'c:P' ' ~_.,_¿-:;~~--~··- 'e:;-,- ;_ -"'> '· - ~- '"""' · ~ 

rnuestra la ·relaciÓn'e;;tre;iá':·concél'ltración ·del colorante y su fluorescencia cuando 

se excita a 495, 470, 450 y 438 nm (F.¡95, F.¡70, F.1so y F.¡3s, respectivamente). Nótese 
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que sólo la F4so y la F43s tienen un con~portamiento lineal con relación a la [.BCECF]. 

Los CFs calculados mediante la división de F495~ F470 o F4so entre F43B se muestran en 
- ---·- ---- ·- - ----, 

la figura , J.9~/ ;C:londe : se encúentran · grafi~ad()S como urn\•;func~en de la 

se afecta •.. ·~~!.s~t~~~iji.~te'p~i ... 1a·· •. [BCECF] ·.es .• ~1 ·~~}~~1~~fi~)\~fj~f;:;~iE~_if i~o·~y.1a F43s, 

que son· las fluoresce~'"icias que se relaciormn Üriealrnente con: lá concentración del 

colorante. Esté:> ÍJ.?·~:úC:::i' qlle el CF e~ im:iependi~~t~;'deJa concentra~ióndel colorante 

sólo cuando lás fl~o~esi:encias itsácl~~.para. calcular el CF y la concentración del 
' . . . ''• ,. _, --_· : . :;_~ " ',· ''º' - - , .-. > -·, _. ,.; • - ·.·:.> ''.' - . , ' , 

coloran te se rela~ioÍ~ar1 de fl:i~r1~;~ Íiri~~i'. . 

A 
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2000 

o 2 4 6 8 10 12 

[BCECF] l>•M) 

"
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5 

4 

F.11JF43a --·-·-· -------·-· 
F,~F•3a 

.__~___..__~._~~. 

5 7 
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11 

Figura 19. A Gráfica de la fluorescencia del BCECF libre en celda como uno. función de su concentración. F-195, 

F.a7t1, F-1so y F-1.:\K se refieren a la fluorcsccnci¡¡ del BCECF al ser excitado a 495, 470, 450 y 438 nm respectivan1entc. 
Nótese que solo Ja F.asu y lu F-1~ prcscntnn un comportamiento lineal con relación a Ja concentración del 
colorante. B. Se muestra una gráfica del CF (F>../F.a3Hr donde F>.. puede ser F.a95r F-170 o F.aso} como función de la 
concentración de colorante. Nótese <.1uc mientras F-195/F.aJ.H y F-170/F.aJS presentan variación conforme se va 
diluyendo el colorantcr F.aso/F.a:lH prácticamente pcrmonece constante. La variación en F.ay5/F.a:"\8 y F.a70/F.a3H corno 
resultado de la dilución del colorante se atribuye a la no-linealidad de F-i95 y F.a7ll con respecto a la 
concentración del BCECF. 
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Para confirnrnr la importancia que tiene la relación lineal entre la 

fluorescencia y la ·concentración ·del colorante sobre la selectividad ·del CF para 
"~~-

:::~~1:~i;f (~1f iif i~~~~~lili~;¡~~~l~ii~t::: 
n-tuestran en lafigurn 20,'/en:· la''que:se áj:>recia·:un:a:·· disiriiriuéión propórcfonal ·de· la 

::::~~~;:~~;~¿~~~~~~f ~i~~i~~~~~i~~j~i~~~f i:c:;n:: 
como divisor;:Iós.rest.tltados~e irtües~anéE!~~ lájigúi:li12.1':.~n dicha;figU.í-a' sé.aprecia 

que fo .<l~~Ei~a~i;c,i~ ~~~r~;-- con ·;1~.~·c:1·~c¡~~~c::i~~···,4~1':;,.~'~#cFf1 ~~{; §r~ima ·ª 

concentrado~es •<le' 3.5, i; 2 . .5;µivr de;! c;o16i~ri'tl'!:'.A.á;;;í'i~á~·:~~-~¡jr~cia qh~ c;;~for~,_e la 

concentraciÓ1~d~ colo;arit~ t~~;,_ci~-.. ~ d('!ro;e,l el" ~e i,_~~~ aj~i'd~~eBciÍ~l'lfe·de la 
;". • :• ' ·:.,.' •• :,;'o •:--··,,,, -·:, ' 

[BCECF], acentuándose tál dependericia en las longitÚdes .· d~l'' espectro de 

excitación que provocan n'layor fluorescencia, esto es entre .los picos •a-470 y 498 

nn'l. 
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Figura 20. Espectros de excitación del BCECF libre en In ccldil cspetrofluoron1étricn il diferentes 
conccntrüciones del colorante, mnnteniendo el pH constante. Las condiciones experimentales fueron 
cxrictamcnte las n1ismas que en la dctcrn1inación de los espectros de la figura 17. 
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Figura 21. Relación del CF con Ja concentré.lción del colorilnte. En esta figura se muestran los CFs calculados a 
partir de los espectros de la figura 20. Los CFs n1ostrados son el resultado de dividir todas las fluorescencias de 
un dctern1inado espectro de excitación del BCECF (F>.) entre Ja fluorescencia a 438 nm (F.1~). Se aprecia una 
dependencia del CF con respecto a In concentración del colorante en las soluciones n1ás diluidas (< 2.0 µM), 
principnln1cntc en los puntos del espectro donde la fluorcsccncio:1 es más intensa {465-510 nm)-
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El gráfico de F495, F470, F4so y F43s como función de Ja [BCECF], se muestra en 

la figura .22A obsérvese que el comportamientoes prácticamenté lineal. en todas las 

fluorescencia~. ElCfcl_k estas·flu<:lrE!scenci~sl~e muestrae~·.1ilfigiOX22B,•donde se. 

:::::it.'tf t~~t'i~lJíI'.~~~~~f~~~~~1~0rFJ~.~~tt~~~:~;~·;:::;:; 
existe.•aún•uífa;;.;rnodésta'.i;,vadación~'en'i'léis·'CFs•··criÍC:~}~~b~•en"la 1 región;de.•baja 

conce1~tra~f6A~·if .~~~i~~~5~ti~·,~~~~~~?~·~;.g :ti~);·E~:t(). ~·~···a;;re.cia•·mejgr·~ri· lC>s·icFs que 

tienen como.nurne:r:adol"'del C:C>C:i'érité.a ·F49s. 
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Figura 22. A. Gráficn de la fluorescencin del BCECF libre con10 unn función de Ja concentración del colornntc. 
Determinaciones hechas en unn celd¡t cspectrofluorométrica. B. Gráficn del CF calculado a partir de las 
fluorcscencins n1ostrndns A co1110 una función de la concentrnción del BCECF. En esta grá.ficil se observa que Ja 
vark1dón del CF con Ja concentración del colorante es relativilmentc pequcna. Nótese que tal variación es 
n1ayor cuando el CF se calcula usnndo a In F4.,s o la F4;o,. especialmente en el rango de concentraciones más bajo 
(< 2.0 f.-LM). Por otro lado,. el cociente F450/F4~ es prácticamente independiente de Ja concentración,. aún cuando 
«.!l colorilnle está n1ás diluido. 
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Dadas sus características, esta modesta sensibilidad del CF a la [BCECF] 

puede ser explicada·como:consecuencia· de :que la relación eritre. las :fluorescencias 

usadas.para cakl.lfar eCCF y lá;[sC:EcF] 11.o~ parte .del: rnisírio/p~nt~
0

·{véase ·el 
<, ·,-.,,;_,··:: .. -·-:-,'.- :_·.,' ;:"-,·,-.~:- ~.:-·:.: .. · '--: f:.> ~ .. -;-_-, .;:_,._'." 

intercepto con el eje "y" para .ia F4~s y)a;F~3s e!ri 1a.fighrá 22A)'!'Eri:(:}tras palabras, la 

variación del CF con· los cambÍ6s~dél~concentraciÓ~~~1.c#ii~~~t~"~i~~~~ka·~qlle·la 
relación F495 versus [BCECF] y F~~ ~ers11s [BCECF] ti~~~ri\idiíéi~ht~.,-6'ia~'riada al 

·; :,\ _ _ . . _ . -- --- -~;:- __ ··~it-:;:: /,-~:-}/- .:~~~ú:t:~I~~>?/:t~;¡~:{:}~~~~/'.·,~~~~~~t_::;;. ~ ·, -
origen (b). Esta diferencia de b.'s se vuelve más significativa··cmiforme.laUriterisidad· 

·. _ ... }. _-· ·-:_:. _· ·:,.,: _ : _ _ ·- .· .. _ -· -::_·:· :: :.·;:::}:~-~-:.}.:\.:?~'.i=~~·"'~I~:~'.!~~-hE~;;~~\T~-¡~:;~_~r_~;::;~~:_·/.j? ... --- .. 
de la fluorescencia disminuye; por. lo que el• CF;es.:cada~vez:;:m·ás;i~énsible. a los 

cambios en la [BCEC~] ~~~·~ii~fa eita ·última -tiend~ a?~~~~~- ~~}f~~gW~~~;·;~~~~do la 

concentración del~oférri~¡~.:ti~nd~a aú~e1~t,;~:(=: ~.ótá-.1),:~i ~f~~fg:~~ 1ri b sobre el 

CF tiende a dismint.li;..}.¡~~tit '1olvers~. in~lgnifÍéa~{te y por lo tanto. el CF se vuelve 

insensible a los cambios•e'n la,[BCECF].' 

Estudio del cociente de fl\iÓrésc.enci'cts eJ:lla cámara de experimentación 

En e~ta parte del tr~b¿¡J¡j ~¡,;;;~aÍizÓ un ;;~tú.dio. de_l CF como el desarrollado 
-~·'.~,·- -,:~·-'..~'._:-' ;' ,"'.,\-_/:'> >.~f,;.,,_,:.~·-· "'. _-., .. 

en el apartádo anterior~~'pe~oiáhora'.~,_idiéridci)as.fluoresi::encias·eri la .cárnara de 

experimentasi~n-'i.#:s,;~ii~~~~~~~~v~~~;~~.~~t~i~Z~~~~~~ "iiins~nsibilidad del cF a los 

cambios en la co1tce~tJ_-ació~;~el,BC:ECF, ei;~l~ando todos los aditamentos ópticos 

implicados_.··~¡~-~0 ~};·,,'.~_;~t~:;:;t·.~~~~i~·;!:~:.1j~1:fa~~inaciones intracelulares. Esto es 

importan~~-d~~:is'~~·~-.·~i~i~~:·~;¡ii~·~'X·J~~;;· como detector una cámara de video 
::-1:·' 

(Harnarri~tsl.l, ···c2.4oo:6s d;; SbÚ~) ~c~m propiedades completamente distintas al 

fotoni.ultiplicador (SLM Anl.inco, FP-145) usado en el espectrofluorómetro, por lo 
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que es indispensable determinar cual es el rango de fluorescencias de la video-

cámara en el que el CF no es afectado por los cambios en la concentración del 

colorante. 

Las determin~cio1,es se. reálizaron. a un pH constante y .variando la 
- . ... -

concentración Clel BCECF mecli~nt~ diltJciones. 'Los ~egistr~s ~e llevaron a cabo 

excitando al:BcEcF;:~ 438.Y ~.4sÓ·nri~::Est~s loúgitudes·de'.ondas se eli~ei'on con el 
- ,. • ' , ~ •• ' , • • -:. •' ' ·, .. . . '' ,·· ·: • ··<' ' ·- -.· . . • • ' . .• - • , - . - , , . ' -· .: . ' • ' 

::~:: .=~t11i~ílM~~J1~i~i~t;::u~::~~~:;z:~~~,~~~Tj: ::: 
fluorescenda~~alcexc:it~r. a;;q,sp;')r':43S:nnl. (F4so y F43s respectivamerite);éOn-ió; fUnción 

de la cond~1~~~~~~%~~f'~~t~~~ht~fo~1~ esta figura es evide~~e l~~;~~.i~~i*~fii¡,:~al<~ntre 
estas dos .• vélff;~~f:f#l~tf tb~~;~~~¡~~t"~tla · .. ordenada ª.1 .. ··~.~iS,fj .• ~:·.<~~;::~~{~i~~¡~~r,f:~;:~~ .•. ~ª· 
regresión lineal~prai::tica(l«1jaJl(>s:'.a~tos). tanto ,para ·F4so i::omo:para~.F438?;;:A'pesar 'de 

:::::~:~:i111~(~~~1i1iilPtii~11~·;: 
fluorescencias;y.:calculár'é:on '.ellas el CF•(yer:(los;;·i::Uadrá .. l.añéos:.ienífa: figúra 

::;1c~:~º:j~º:::.~.::º:.,':~:º:,~:1:i~~~[f~~Wit~~~í12~:~·= 
- ' -· . . . . .-: ,. __ -·- ·.. -

nmnera que la. b.fuera·cero tanto para F4so como para F43s. Lo anterior implica que 

el CF es independiente de la concentración del colorante sólo si la b de la relación 
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lineal entre la concentración del BCECF y las fluorescencias usadas para calcularlo 

es igual a cero. 
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Figura 23. A. Fluorescencin del BCECF libre en la cámara de experimentación como una función de su 
conccntrnción. F4so y F-138. se refieren a lns fluorescencias del colornntc al ser excitado a 450 y 438 nm 
rcspcctivümcntc. Se aprecia una relación lineal entre F.1so y F4:u. y la conccntrnción del colorante. Nótese que la 
ordenada ni origen l1 tiene un valor ncgntivo. B. tvtuestra el CF calculado a pilrtir de los rcsulti1dos de la gráfica 
anterior. Los círculos negros reprcscntnn el CF de las fluorcsccncins experimentales no corregidas y los 
cuadrndos blancos representan el CF calculado a partir de Ins fluorescencias corregidas n1cdiantc la sustracción 
del valor de b. Nótese que al cfcctunr Ja corrección, el efecto de la concentración del colorante sobre el CF 
disn1inuyc significntivan1cntc. 

Considerando estos hallazgos, el sistema de registro se ajustó para que la 

ordenada al origen del - gráfico ·de la fluorescencia como función de la 

concentración de colorante fuera cero. De esta forma se determinaron valores de 

fluorescenda para diferente~ c~ncentracione~ de BCECF (manteniendo constante el 

pH) y se calculó el CF. La figura 24 muestra un registro de F4so y F43s cuando se 

excita el colorante libre en la cámara de experimentación. Se observa que la 
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disrninución de Ja fluorescencia·a causa de Ja dilución del colorante (gráfica A) no 

tiene efecto sobre el CF (gráfica B). 
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-g so 

i 60 
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,. r 2.0 

~ 1.9 

!:. 1.8 
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1.7 

1.8 

2mln. 
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pH7.3 

Figura 24. Insensibilidad del CF (F•so/ F.,.) a los cambios en, la concentración del BCECF .. A> Muestra la 
disn1inuci6n de F.iso (líneos rojos) y de F-138 (líneos azules) provocildO por lo dilución del colorante. B. n'luestra 
que tal dilución prácticnment~ n·o afectfl al CF. · ' 

La reJ~ción Jine~i· :'.existen:te entre la concentración del colorante y su 

fluorescencia (F4so y F43s) se mostrará con n-myor detenin1iento en los estudios de 

"linealidad del sistema." 

Determinación de la linealidad y del rango del sistema de 
medición 

La den1ostración de la relación lineal entre las fluorescencias del colorante y 

su concentración es in1portante por dos razones: 1) Determina, como ya se dijo, la 

insensibilidad del CF a los can1bios en la concentración del colorante y 2); esta 
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relación es el fundamento de los algoritmos empleados para la transformación de 

las señales fluorescentes 'a cambios en el volumen celular ·acuoso' (VCA). Para 

demostrar~qüe -el. si.sterna d~e·rr.~-d/ci<>:n~;:~piea~p-en 19i;. e?'pe~i'ii,é~~8~-~o~célul~s es 

::.::ndd::ª:·::'.~i;f ~1;j;¡z;~;~~t~~~f~i~~~1ft~l~~~:::: 
constante el pH. (7.2), Larfigúrn:25::muestráun·~ejemplO>de.;_1a•:rélacióndineal que 

Henen la F,oo (~l~\;i;~~Ji~f s\,;yf!~~{J~~!~l0~~~{i~~~¡~~j~~~~ del 
coloran te. Se realizaron; tres.• deterrriiífacioriéscde;~esté; tipo• en·Jas.'.~~ales~lo,s' ~alores 

de nuoresc~~¿i;)~'.:~~ ,~~t.~~~.~~~ldh:;~¡t~-~~~~j~·~t:,e~~Thi[~~~.r~i~~~~.~.~~~-·1° .. ·. q.ue 

para noÍ:n1él,li~.~J'. lC)s-::i~t:?~,-a~?~s' paráITie~os~i;e exwes~rcm•;com?;un,porcentaje 

relativo .a· ~~.S .r~~~ei.~~~~ yal~~~~(~~;iií(~~,~:d?;;·~~~~;'~~~;ilf~l~~~~~~_{~~~:;-~~~~arar 
las 

b=-

1.0091 %, r2=0.9992 .. 'Estos· resultados :indican·: que·•.los, datos ··se' ajustan a un 

compor~~¡~~~J~¡?¡z~tf ~it&l~~k~~~lf~''3~z&:;:,ema es capaz de 

determi~a·~'(l~~ cambioif:. dé • é::oncentráción :•del"' colorante a través de cambios 
,''. :~'' . . · ..... '\"·¡·, ;:·_~::~~-;~,J~7:~~~-~~;"?;~~:;'.~~~ii:~·;~:i< ... /::_:; ·,:' .'. ~'.~: · ... '/'.' :., .. ; ,' ,, ,_ 

proporcio11alé~ a ~Uff!,1:-1<:>.r~sC:ei'ÍÍ:ia;i}ó que implica la posibilidad de medir cambios 
.· ..• ·."<.-;, ·:- ~.-.~ '('/{~/· ·• ·.-.;'.-;J.;.:;,_'··y;··-· , .. , ,-;-. '".::~,. ,_. ,. " . .. 

en el pH y ~ff ~I-;vC:.A 'adec'i.tadarnente empleando la F43s como un indicador 

exclusivo de la concentración del colorante y al cociente F4so/F43s como indicador 

selectivo del pH (véase la figura 24). 
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Figura 25. Ejemplo la relación que existe entre la concentración del BCECF y su fluorescencia. Los drculos 
negros representan n F,.S<, y los círculos blancos a F.a='M· Nótese que ambos cnsos se ajustan al con1portamiento 
lineal y que su ordenadn ni origen es cercana a cero. 
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Figura 26. Gráfica '-lue n1ucstra lil. relación lincnl de h.1 fluorescencia del colorante y su concentración. En esta 
gráfica se involucran tres determinaciones diferentes, las cuales fueron normalizadas expresando a la 
fluorcsccncin y a la concentración d~l colorante como un porcentaje relntivo a sus respectivos valores mñximos. 
A n1ucstr¡\ Ja F.aso mientrns que B muestra n F.a3H. En ambos casos existe un ajuste lineal,. a juzgar por los 
pnrán1ctros de regresión,. con uno. ordenada al origen prácticamente de cero. 

El rango dinámico lineal, esto es aquel en el cual la relación entre la 

intensidad de fluorescencia del colorante y su concentración es lineal, fue de 40 a 
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220 u.a. para Ja F4so y de 20 a 120 u.a. para la F43s. Esto se determinó para un rango 

de concentraciones del .colorante de 8 a 40 µM. Lo anterior permite establecer dos 
--'--'-~Jo--'~ '---'-=- -'.=.-·.;_;_.~'---· --·. -

condiciones p~ra que el sistema per~ita>~-t~<li~i6~is ~in.-\ul~?r,i~as~ec"\l"C::~ ypH;: 1) 

La F4so debe· t~ner co~o máxirri~ ~~~.iri~~i~~id~~ '.~~~21.b 'j{~~j:~[i~i':~¡ ;~ll:Ji''itiin no se 

ha· iniciada·1a. ·sá túr~c~~~ ~e~kftt~~é~B"~fr;~,B~·±11~;d~~i,t~~~~.~~~~~;~~?1í~~l~~'.~·ª· ·.ya 

que valores :.nieriores.;de interísidad'.de'~fluorescené:ia''entorpecen·.·Iá \ medidón 'del 
·, F'"--;'- ~~·~~'-; iJ~~'·!i: .- ·... .:>.; ·n·-: :.~.~'.:,~:~~--> -:·-;,,,' . . . t ··-- ;- ::. ,··; , . ~ 

VCA. Es irnpo~tante .. i.rie'iici~nélr ql.l~~ estasqi::los.C::~ndiciones · limitcintés se deben a 
- " '<. •""· ·---·. ··.:·:'·' 

que el'rango dinámico de la cámara de video es de 8 bits. Con cánmras de mayor 

rango dinámico (ej. 16 bits) es posible an1pliar los límites de registro. 

Comparación de los métodos de calibración del cociente de 
fluorescencias del BCECF. 

Con el objeto de establecer la técnica más exacta para calibrar al CF y n1edir 

el pH;, se estudió la diferencia entre tres métodos de calibración: 1) el de "alto K+ y 

nigericina", co1núnn1ente usado en las determinaciones de pH; realizadas con 

BCECF y otros colorantes; 2) .el de los "puntos nulos"; que .ha· demostrado ser 
. ~ .;.> ", ~ 

:::::~~!~:d}~?;~~~!Iií~;;¡;l!ltil~Ill~~·:~ 
comparación, ... ~l •... I'l'\éto':1o '. d.e,P,~ntos·.··nulos;\ \~. ;;cor~s.ideró •;'como ;:.el/·método de 

referencia ... dado q~~ J6s ·valores de pHi ob'tenÍdos ~-~~itir de .éste son confiables 

(Boyarski et al, 1996). 
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La figura 27 n"\uestra un ejemplo de las determinaciones de pH mediante el 

11."létodo de puntos ~1.liC:n;; Óbsér~é~';; eri~Y ;;;gisi:~() -~~str<ld.~ en A que el valor del 

CF isosniótico disminuyó al;aplicar.'las sohicici~es.de;pHN'de 6.9; 7.0 y 7.1, esto 
• .¡<."· .- • -- • .. ' . · .. ' ' • - •••..• • .• < .-. .· ' . .. - - ·-.;.. ~ ,-.~-,- ·:;-'{:·~:' -· . · ..... . 

::~~:: ::::1~11r~~~~~yg~f¡~~~~~~·~~~~~i~t~~·~·"::;:~:,:;, 
indicando que el ~¡::{1::.~~-i~ii,~~·-;~~i~)~éJ.ui~>E!rf fue:;'<=1,~_']:2; ~l~~liC:ar ·la 

solución de ;Há·-d~: 7:;3 

·los 

.-,·- .. ' 

esta 

corresponde:de·.manera;pr~cisa.;al -yalor • determii;a~ofporlá.calibracióri in vitro, 

contrario a lo ~~~~:~h;~~.,~~:-~l :étddo d~-a1i: R}y_~i~erf~i~~;e;cual p~oduce una 

sobre-estimaciÓri del ~H;, ~n esteci.lsó de ().11. u~Íctade~. 
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Figura 27. Compnración de los n1étodos de calibración de las scf\alcs fluorescentes del BCECF sensibles al pH. 
La gráfica A n1ucstra lil calibración de los puntos nulos, donde se aprecia que ni aplicó.lr In solución con pHN 7.2 
no se presentó ningún cnn1bio en el CF isosn1ótico (punto nulo). por lo que el pl-11 basnl de la célula en cuestión 
se estableció en 7.2. La gráfica B es Ju trnnsforn1ación de los CF mostrados en A en vnlorcs de pH1 usnndo Ja 
calibrnción de nito K• y nigcricinn. Obsérvese que para el punto nulo (indicudo por Ja flecha) el valor del pH1 
corresponde a 7.31. indicilndo una sobrc-cstin1ación de 0.11 unidades de pH para este caso. La gráfica Ces la 
transforn1ación de Jos CFs n1ostrados en A en valores de pH1, usando In calibriJción in vitro. Nótese que en este 
caso el valor de pH¡ en el punto nulo corresponde al villor cstin1ado con li1 en libración iu vitro. 

El resultado de 11 determinaciones como las descritas anteriormente se 

1nuestran en la tabla XIV, donde el valor promedio del pH; basal determinado por 

el rnétodo de los "puntos nulos" fue de. 7.15; de. 7.30 por el método d": alto K+ y 

nigericina y de 7.13 por et método. de ,calibra~ió.n in 'vitro. ~l: anál.~sis; d~ ~arianza 

(ANOVA) pr~ctic~do- ~,'estos d~tc:ls ':i~d,icÓ, qu~~,;e~isten: ct;fe;i~~i~, :i~iii~a~vas 
,-: :::~ ;:·;~: :'.':::;~~ ~~!::~~, :r.;¿:\í~ ~~ ~~-:~~~'.~~~~r~;~~'.~~~~~~:~':i~'.. :!~~ :~~i~1n.:~;?:.'.:!1~~~.~~j"~~;~~ ~:~.? ~:;::.~-~~f .;~;Y3~~;~:¡ ~~~.(t~ (:!:~ ;;~:r/ . . . . ;: i·~ :.~~~~f.:;i~~;:~~;.:: 

entre los·. méfodoside calibraCión~i(P.::=:<:o.05):, La Clifererída?eritre'.élá:.-:determiriación 

del pHi cone;,:~~~-t:d¿; d~i~~JJJ'~&if~i~~~~íi~~;,f~füt~rd2-·::1~~·~i~,'~~~~~~1=¡~~ es de 

0.16 unidades de pH, mientras que la diferencia entre el método de los "puntos 
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nulos" y la calibración in vitro fue de 0.02 unidades de pH; Esto, de acuerdo con la 

prueba estadística de la menor diferencia significativa .(LE?as.t Significant .Difference 
-----~, -'-- -----

º Lsb) ,-cuyo.~:.Iín~-it~7--i~'· ... Un~~~difeie~Ci~'-- de;· o.;iq _; Ul,idád~s (de {f>Hi (para ~Una-:,, P~·o.01), 
---~ ··-<->,,::., - ,-_::,~;,_-¡:',;;-· >-~'.-:--•·~~'\',-_,_~;:~"'· ·:.··:_·;::'-=·:~;.,:;._- .-~·'·-~'-~";,:· __ ,._2.::..:-_-;:\!·'·;:.-'(._~\- ,}-.-~--=--->·.-.:._e:_·--.~~---··,;::.·<-.:. __ .'- ·- . 

indicó• que 1rii· ~~~~~~·~h~,s':d.;1: i3fri;.~~li~~j~.~~~t~}§~1F~;; t~c'=.~¡:¡ ~li~~tcid.o' dé~.al to• K~ 

y nigerici11a' L~~fü!~~~f,f~%;~.iJ~Tut~~~{~f ~t.~~~f~.~J~~~l: ?[i~1~1t.~H:;;~Ii~~d~~\~~~ndo.• la 

calibraciÓ~ de'los. "puntos' nufos" ;:mientras ',qu'e ·tal '<lif~~~rid~.;~¡;·'~~i~t~ ·e~tr~ este 

:::::2~~1Y¡~~ll~~~l~~$;±i~•~:=1:~~~~~!1::tE~1~1~:~::nod:~ 
unidades:y·~~~'.1b·~··i;i;í'~;~~I~if1rictÓ~ con la calibración in vitro son comparables con 

los obtenidos por el método de los "puntos nulos". 

Puntos Alto K"'y i11 vitro 
nulos nh~ericina 

7.20 7.34 7.11 
7.00 7.22 6.97 
7.10 7.24 6.98 
7.20 7.35 7.12 
7.20 7.39 7.22 
7.30 7.45 7.29 
7.20 7.31 7.20 
7.20 7.28 7.16 
7.10 7.27 7.14 
7.10 7.24 7.13 
7.00 7.23 7.08 

1 Promedio 7.146 7.302 7.127 
DE 0.0934 0.0739 0.0952 
n 11 11 11 

Tabla XIV. Valores de pJ-f¡ basul obtenidos nicdiantc tres métodos de calibriidón diferentes: el método de 
"puntos nulos", el método de alto K• y nigcricinn y el niétodo i11 vitro. El ilnálisis de varianza de los valores de 
pJ-11 obtenidos por estos tres n1étodos indica una diferencia significntivil entre ellos. Oc acuerdo con la prueba 
cstitdística LSD, las V¡\riacioncs n1ás significntivas se presentan entre el n1étodo de los puntos nulos, que es el 
n1étodo de referencia, y el método de alto K+ y nigcricina. Esto indica que este último sobrc-cstin1a al pH1 en 
0:16 unidndes. 
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La.figura 28 muestra la comparadón· de la calibración in vitro y la calibración 

con el método de alto K+ y nigericina. En ella se aprecia que la diferencia entre una 

y otra .C:lii:Va esconstante~<le~t;c;.dt;L~angodepHd~~6.2.a;7.s;~Ta~bién se.observa 
.. - -·:--··.- - :-:·- ::_.-~ ·;:;~·<.- ,:;::·.~.--- .. ~:-··:.-:---·{-,;.:·e-:· ·:r:--_~, =-, .. ;~.'-:-·'.:_-~-~,. ·~-->:¡. _,,.~-:-<: .-:t-:,f··.c:::-.--\:-_:-.o..:·.::-: ;--;----<Y::<~:-·:<:. __ ,,--;·:);;~·:·::.~<_:·-;:·/'.:-.-··_-·> 

que· ambas-.··.~.~ry;~\~l~;f;¿j";~~m0ir~l~~~~·:t~~~ª~{~:~·~t§~r'':~~~~lª~c.~;~~~:~jt~\~·~·. pH 
(CFmnx)• yim,•riive1··.desátUradon.\para)pHs~'ádd6s'. (CF.;:un)';)de!manera1que;con esos 

·: --- __ -· ~- · ,~ ·-_ . ~-\~\- ,< '.)~ -'.'~-::~ '.'?'_·_,/-~: ~~~-~-!:~ '.-'.~.//~)~~-~~:-;-~~::~-~~'.~?;~:á~~~'.-~'.,:~Ú*~;~;{.!:Wó·.~~.!;~~\'._~~~:;~(<::·~~{~~;(~~-:~tI/ ~:~;~g~;:·:~)~~j}~;~~~~~;~~;';~}~};t·:~;~~~~}~~~~.;,~;~;?-~:·~~ ·.·: e . •• 

niveles. el .CF :se .vuelve. cada vez,inás':insénsiblet"aFpH, Nótese• además•que: elyalor 
, -· · ·" ,, ·. -. ·:: · · -~:·-·:·· ... t!.: 0~- -iz~.1·,: .. ;._;,~:,;;_.'.:;-~ :;:--;~:¿_: __ ~- /;!~: .... ::~~~1?i:>:.;?~-}~-.. :,:-:~;.~,~< .\' ~-~~tNtf~~-~ff f::J/.·M~~~·~·::~~i ~~1:1r~~:iii~:tf.:F;~;-~:;·(,;;~·;: .- :.'./·;_: ·. 

del . pKn · d~téí:¡ninad~ a ipartii:"'.decla :cálibración:cori;'alí:o':K;t§;)r,;'nigerié:irúi•: difiere en 

0.15 unid~cl~~.}~_~1;~~~'.'ª~,~~,~;4~~·~:.:t~*~:1~:·~~·li~rr~i~~h[Jl~~!~t~~-!~ii'~~·~~N~~~~~ia .es 

prácticarrierite·•· Ia••misrrti;~~e: ~:l<iste<eritr~ ;la:s ~~~t!~~ri~~i,óil~s '.d~i~j,~/.6.btenidas 
calibrando al BC~c:;c~nal~~;k+/nige;icina y c;n el mii~db d~ l~~•,}kunfos n~los". 
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Figura 28. Comparación de la calibración del BCECF con el método de alto K+ y nigericina y con el método i11 
vilro. L, gráfica nluestra el ajuste a 101 Ec. 10 de In calibración in vitro {círculos blancos, n=ll) y el ajuste de la 
calibración con el método de nito K+ y nigericina {cuadros negros, n ... 11), las barras representan la desviación 
estándar de cada medición. Los valores de CF para ambas curvas tienden a un valor mi.\ximo {CF"""x) y a un 
vnlor n1ínin10 (CFm1n), mientras esto ocurre, el CF se va indepcndi7..ando del pH. Nótese que la diferencia entre 
ambas curvas es consti.lntc entre 6.2 y 7.8 unidades de pH. 
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Efecto que tiene el tamaño y la posición de la región de registro 
sobre las medidas fluorescentes 

La región de registro delin1ita una zona celular a partir de la cual se realizan 

las n1edidas fluorescentes cuando se estudian los carnbios en el VCA usando 

rnicroscopía de fluorescencia (véase la figura 3). Esto es, las n1ediciones se hacen a 

partir de una _'~n1.uestra" del cuerpo celular total. La validación de Ja técnica de 

microscopía-.'de'fl{J_órescencia .tratada en esta tesis implica evaluar si la "muestra" 
,._ - '... - _-;,,;.<·:·_,-_, \-~--- .;· -,- '-. - ·.·;, .. <--: _;;- .:- '·· 

empleada en lás;ii"iediciO~es_es. ade~_uada .para- medir cambios en el VCA. .. Para ello 
-- . '.· .'·. -.,_.<: ~-.; _:_y •::~»'•. ;~<'.·:~-::-~_:.~·< }{~- :'.':_-.::/~ <'-';·.:-~ ;::, ':' :· .... ; '.", ... ; -. '-. ··.- --

se requiere esi:Údi~~ el eféctÓ~~~e tiene eltamaño y la posición de Ja región registro 

sobre las medidas;l~o:e~~e~t~s. 

¿Cuál es el tam.año óptimo de la región de registro para medir las 
señales fluorescentes? 

Para· determinar la influencia que tiene __ eÍ: ~amriño de la región de registro 

sobre las medidas fluorescentes, se colo~aro~~;Jg¡·~nes .de .d·i~ersos tamaños sobre 

una n1isma ~élula, centrándolas en lá .zomi":'d~\fu.;yor-intensidad· fluorescente tal 
··i;,;:'< 

corno Jo ilustra la figura 29C. La célula';se'.expuso a soluciones anisosmóticas (- ± 

8 % ) y Ja fluorescencia _se midi~ •·~-··_P'-_lJ}~J;;;de las regiones.· de registro ,.previamente 
.. .._ - . : -. _ .... ,_,, -~-,~:-· -~~-:~--~>:;¡;·~:.-_,:;_~_;;: , - - - . ~ >~ <:~-~-:- -~-·:::f---.- ~--_ 

delin1itadas; Las n1edidas de--.flucirescericia relativa obtenidas .·se muestran en Ja 

fig11rn 29A, s,et.~~f~tt+{ii~~V~--~~r'~~~ú~~f;~¿~e~ce.~ci~.al. exp~~-er;:1a·_célula a. las 

soluciones anisosmóticas, al igual que el ruido de las señales, disminuye conforn1~ 

el tamaño de la región de registro aumenta. Una forma de encontrar el tamaño 
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óptin"lo de la región de registro para realizar las medidas fluorescentes es a través 

del cociente señal-ruido (CSR), definido como (Srinivas y Bonanno, 1997): 

donde: 

CSR = ~''-F.-.r_-_._F.~0~1 -
(a0 +ar)/2 

Ec.11 

Fo = Fluorescencia estaciónarfa basal 
". ·. •:.. -' ~.,, · .. : 

FT = Fluorescencia estaciona~fa en los pulsos anisosmóticos 
' ' ' 

cr1 = Desviaciónestái-iditr delest~do estacionario basal· 

cr2 = Desviación estái-idar dele~tado''_estacion~rio en los p~lsos anisosmóticos 

. ·- . . . 

El tamaño de Ja: regiór1 que mejor permitirá m~di~ los; c:arnbios en la intensidad 

fluorescente s~rá.~aquelquetenga el valor •. rriáxi_Írio d~1·csR.. La:relación•qüe existe 
·.·. ·". :::·· ... --. :·-·'.·"·_,: ...... ¿<-~:~-:L;" ';',:.-~-:·:.-::"_:,"·:-·,:·_ .. ~--··,.·,··<;,;:_ ... ;~.'.:·,_._·e_ 

•,.,, ., .. ,, _,.:.·,·:·.:_ .. , ..... , .. _;, ... -~~-----·.' ,;" ., .. ·.·-~·.:':'...:~~----.!:::',i;".J ... -,:~.'- -~.- '·;;·-··--;. .. . : 
entre el tamaño .. •d~·- .•. fa;región:de._.regis~o-,)''el'.CSR's~,mu,7stra'e~;laifigura;29B .. Se 

observa· tjue.·,ei~t~ita.A~~¡j-~[.~~!?~;~.~~~pre.~dr~;.e~-¿t?1.*fn~jfid~;~t~g~~.:~t-.l~~- .•. del 

cuerpo c~}-~~~i:.-~;.t~~~~ff;,~~c~~;,fa,tor -~ 10, l.o ~}ial,!f~,~-Sal~~~~~i. ;,~;~t:fü$¡Jt1:~{~~~~~s . 

1 O veces n~ay<:}~itjl.t~LE!i;~tii<lC>•:<:-;:1~~do la céÍithi ~e.sorii~·Í:~·.~Y~á'ii:i i~~~~füs'"en la 
- '.:-~:~}:,,: •. i ·-.~;;~'.;:ft'.~·~~z;=~.~;:~:;~~:~.~.~~i:~ ~:: -. :-·· ;~_=_:·:- -~~ ':- _ - : ,. : ; f· :':~~,~f-:"~;~~~~~'.rff <'.·:rt.~~~¡ . _. .., ,~ ::/~:: ~~~~ ~~, -.. -~~.:. -. 

osrnolalidadexterna·.(-:-.± 8%),. esto implica que cambios.'efrcehV:COA•ipenoi::e~ al 0.8.% 
·· ~~·_:~?/: ~;<f'.tj'_-~-_'._~}~_:'t_;- }~t;,,·---~ :" /~ :-_ :·:< . ·: . · · · - ·:~;-: :· :·; ,~-:~?---:~Yn~:.E:~~~~r~1~-:~~~?~:1;.~-~~~:::~~!~~~-;\~:~'.~~t.t}''..:·--. :> ~ .,. -; .-

queda rían ó in-~ er.so én el ruido, este límite obviaIY1el'lte dis.minuye cónforme el CSR 

aumenta. Pa~áe(2aso mostrado en la figura 29, el valor máximo del CSR se alcanzó 
'.-,_.,... -;'._:"'. ~ -:: .. ,·\-" 

con un tan1afio dE!.~egión del 20.55 % del.área del cuerpo celular, valor que es muy 
',',. '· ·.- ·.,,.,'., - - .. 

diferente ~~l t~Tl"l~i,o de la regió~ d~ ~egistro usada normalmente para medir los 

can"lbios en el VCA, el cual es del 3 al 10 % del área del cuerpo celular. Este rango 
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está delini.itado por las líneas punteadas en la figur.a 29B, se aprecia que los valores 

de CSR dentro de dié:ho rango son al ni.enes' de 15, indicando que con una· región 
--~="~~-'---:.-' 

cuyo támafio se.ene.u.entra.en el rango del 3 al 10% .del área del cuerpo celular, se 

tiene muy buena;~·'s~~sÍ.bili°dad para medir cambios en el VCA a partir de las 

medidas.fluorescentes~ 

~ ~ªl·A u.; 0.98 

0.96 

0.94 

0.92 

40 

~ 
e 

.g 30 

d! 

~ 
20 

i 10 

o 
o 10 20 

Tamano de reglón 

Figura 29. Efecto del tan1¡¡ño de la región sobre las n1cdicioncs de fluorcsct...~ncia. A n1ucstra las sciialcs de 
fluorescencia obtenidas a partir de regiones de diferentes t¡-¡n1aii.os colocndas sobre una célula Cilrgnda con 
BCECF, con10 se muestra en C. Nótese que la n1agnitud del c.:tn1bio de fluorescencias, ni iguill que el ruido,. 
disrninuycn conforn1c el tnn1aí\o de In región aumenta. B n1ucstra el efecto que tiene el tama1io de 1'1 región 
sobre el cociente señal/ruido (CSR). Nótese que en el rango que se usn norn1nln1cntc en las determinaciones 
celulares (dcliniitndo por las líneas puntcndns), el CSR tiene un vnlor superior o igual a 15. Ces la imngcn (en 
pseudocolor} de unn célula cargada con BCECF, toninda con n1icroscopía <le fluorescencia. 

¿Cuál es la posición ideal de la región. para obtener las ni.ejores señales 
fluorescentes? 

Para encontrar la localización óptima de la región de registro para ni.edir los 

cani.bios en las señales fluorescentes, una célula cargada con BCECF se sometió a 
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pulsos modestamente anisosmóticos (- ± 8%), las señales de fluorescencia se 

obtuvieron a ·partir de diferentes regiones: del mismo tamaño (4.78. %· del· área del 

cu erPO- -cefUI~rj __ p·e~-~~"tje~_-difere~.cte_ ,JocaI~ZaCi~-~,·,~c6~"~ ~)q :.:;ri~es tra· 1a figú rii .~3-q-c-. ·.En, la 
·-"'-,":~·- r _ ,. :;._"« ~~;,-.-::-;~ .-0 •• '.:' • .::,c--

figz¡rn 30A·. sé·.rnLi.estra;Ia'flu'or~s~~~cia'.r:l~ttt"~egistra'cia;a .• partirde .. C:ada;región ..• se 

aprecia.:• q~-~····l~~-,~~j~;!~~'.s~~ª ... ·d'.1 ~e;;s········m·.r.;.•ary,~o:r .. ~re ..•. :_ .. :.~.:.·fl~~eu·.·.'ho~~r:•e .• e·.:~s~~c.~e:n:.:·0c:1~a'.tu·~yv. 1q .• ~u~0enc··.•oanpf···-o.~r;rm2.re";.:.d .•. 1~·<·ªe.:.:.·.··fr1 e~.·~~g·:r1.eó.:gn' iós. ne 
centrada en.í~·.ZO"ri~·'.;é¡:~füi'J'¡i;'i: _ 

· -' --- ·.-'; _':. ?.~-- ... :~ -~ ·-:-}~·;·/::L'-·:_; :-~, -.: · :~~~~:~'.~:,::)::.::·~:~:_:'.::~t.'.' ;~:J.'.:+. 'r·-!- ~ ..• • -· ·- ._.;· · - -~.~':_. · · · · · · ' ·· . · - _,'·'_ ;· '. :f ::::, ... · »::···~- > : 
aleja de tal zona: (hacia\Já• periféri¡;i'' é:ehifar) :Iá. señal se pierde y quéda inmersa en el 
' -. -. ~. :: '. ~::· .. '. ;::;: _ ... ~.;"\é/;~.:::.i.~}1{~~~~-~:~:~~~:~ ~~t~~:x:;·/'1\~;~~~·; .. '~i;~-:;n'.~~;:;~'/.::~:~::·\·)~í/[:'.': .. : '-.'.,.·. .- -r - : ': • ' • ,.. - - ' .. :·:~. >:~:~ '::.~'(·.' i<~'~!::·::· .. ~-~-:.::· ·_ . ' 

ruido. La figui·á 3QJ3 'IT\~~sti'a !Jos!valores del CSR obtenidos para cadá }:egión. Se 
-,.·,-- ·;x-_,,,. .::· :·,--<··-

6bserva qti~ el crriti;j~';!:2c>c:ien'.í:~ señal/ruido se presenta en 1'a región 2, que 

corresponde á: la ~ár1~'.C:~Iula'r Cte mayor intensidad fluo~escen te. 
··:::·, -

l"•: 
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--·---Región 1 
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-Región3 
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Figura 30. Efecto de la posición de Ja región sobre las n1cdidi1s nuorcsccntcs. A 111uestra li1 fluorescencia 
reli1tivi1 obtcnidil a partir de los regiones mostradas en C. Se aprecia que Ja región coloci.ldil en la zona celular 
de mayor fluorcsccncii1 es la que brinda J¡¡s n1cjorcs sctialcs. B n1ucstra Jos valores de CSR paril cadil región. 
Nótese que el niayor valor del cociente se obtiene con la región 2. C es la iningcn (en pscudocolor) de una 
célula cargada con BCECF, ton1ad;i con n1icroscopí.:1 de fluorescencia. 
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Precisión del método para las determinaciones de volumen 

La transformación de las sefiales de fluorescencia a can1bios en el VCA 

in1plica dos suposiciones. La prin1era, ya tratada en esta tesis, es que los cainbios 

en la fluorescencia son proporcionales a los cambios en la concentración del 

colorante dentro del rango en que se efectúan las inedidas. La segunda es que la Fb 

permanece consta_ry~~~fo4~~fl:e,:•tci~,C, ,;el';écperimento. Para. evalÚar. la segunda 
. -,,,:'"·: ~. :·.\~- ;:": F: ·;·•, ;;',:( ':-, 

::p:;·::l.±~~~~~lii~f ;~rl~t:B~~~if~1t~t~~~it~B~~~~~:·: 
aplicarcindernaúera''alternadavarios.pulsos anisosmóticós:(:l:\é1Q%)>en~una·. misma 

célula ·car~~~~.¿~f~~~~~~~,~~-~o,n BCEC~. ~~-.~~~far~~ •.i~~tf~~~~l:~~;_iit~~kscentes 

::::::~~~j,7~;:t::~~t~~~1~1~~~~i~l~l~~~;~f ~t:º :~ 
estas determinaciones. En A se mu~strac::l?'ca:bios'cle)c"7CA:;:c_akul~?os a partir 

:::ª,: •:::ru:o:::~;;~:iif ilti~~l1~t~~~¡~~~~:::: 
anisosmótico. En B se preserita,:lii''relaCión¡'entré EéJ;%E+:.y;·7tobiT;(parri elpiimer par de 

-.:·:: ~:::-t_}/'.~.i~~-~~~~~f.::s~~t~f{ú{+~~.~:;~;?li:f:;~J:~:-~f.?0Pli~~!~L~:~;D..~~:.{~f :?:~·'.:~~:~;-r~ ·e:-.:· · ._·:: -· -:. ~-· -· 
pulsos anisosm.óticos CP1:1lsosrae:~c~liRrª.c!ó11.)i)qu~'pernute,determinar Fb, mientras 

~,: ::.~~ ,_ :'\;:~-s~i~~'i::fr~:,~~;~f;.~~1¿·~~~l!~Z~~~~:St~;{~l:1~1~:!~1'.~~~;Y:-:i~r~:; :- ',:>:~·-,- ,;· - ~ - ~ ·_: __ -. . 
que C muestra quela célul,~.:~,n'.~u~sfié>11.J:>!é~erlta:,unpóínportamiento osmom.étrico, 

::.:,:::::~~i]~~~~~i~~í~~¡~!~t~~!:)L:::,.::: .. ::o~:ri::::: 
cada pulso de calibración se compararon entre sí y se determinó su variación. El 
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coeficiente de variación (CV) encontrado para la solución 10% hiperosmótica en 

una misma célula fue de 0.77.% y para eI pulso hiperosmótico de·0.42%. (n'=6). Esto 
-_'_~'----

significa que al suponer.~ que ~la , Fb .. pern-ianece consta1Úe .. 'ctl.l~~~-ite .todo el 

experimento' se i~trCJd~C:e uric~~o~.d~]0.77% y del 0.4;%\~l"lúª clli~~~i1u1ción del 
'~· 

VCA para los f>.1-ilsos ~-ii~~;o~~.Óti~;:, e· hiposmótico resp~cú~~m~it~;;. 
-- --- ;,·,, · .. J 
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Figura 31. .. Precisión entre ensayos. A n1uestra los can1bios de volumen de una célula cuando se somete a varios 
pulsos nnisosn16ticos (- ±10%). Nótese que lil magnitud de los can1bios del VCA son comparables. B es la 
gráficn que pern-.itc obtener el vnlor de In fracción de fondo (Fb), el cual corresponde &:1 la ordennda al origen de 
In regresión lincnl aplicnda a los pulsos de calibración (círculos negros). Ces la gráfica de Jos cambios de VCA 
estacionarios durante los pulsos dt.? calibración con10 una función de 7to/7tT. Nótese los cambios de volumen 
celular durnnte los pulsos de calibrnción (círculos negros) prácticiln1cntc cilcn sobre Ja línea continua que 
representa el comportnmicnto de un osn16mctro perfecto 

Tan-ibién se obtuvo la precisión intern-iedia, esto es la precisión de las 

mediciones de los can-ibios de VCA provocados por las soluciones -10% 
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anisosn,óticas en diferentes células, encontrándose un CV de 1.01 % para el pulso 

10% hiperosmótico y de 0.87% para el pulso 10% hiposmótico (n=20). 

Exactitud del método para las determinaciones de volumen 

La ecuación que rige la relación ideal entre el VCA y la presión osn"lótica (7t) 

es la de Van't Hoff: 

V o 

Ec. 12 
;r T 

Donde v.,. es el volun-i.en en el estado estacionario al aplicar una presión osmótica 

7tT, Vo es.el volumen en condicfo~E;!S is()_s,inóticas,, donde fapresión osmótica es 7to. 

Esta relación es seguida paf m~--~~Üió~1~~o~~e~f~cto. derttro. de cie;to~ r~rtgo. Dado 

·- ".', ' .. ~~;~·-:-·-= :<·-~_:ú~~t~~~¿~~'..~-5~~:·!.~~~~~~~~:-~;j:{_;/~;~,~~.<:'~"'_5·, ;:·?.·:···:." .: .. , . ',~-';:: ~~-~ :· •·.-·-.. - .-.-·::(~:'.· .. ~:ti~-.-'·,.-·::-~_. ; -
que se ha ené::c:mtt:adO·ql.leJa:S .célü.lás se: comportan cc:m'tó,:c:isrnóiriE?trós;pei-féctos al 

-. : _ ... : i, ~ ~~-~::··:/\~':: -:·.:~r~~::.~~'.-~/f :t~::~fí~g:~~~-?:~~;:~:.P1;J:0r~~~:e;:-~:-;:~;t!/:J?!I~'.~il~!·~f~t~~:;~'.::~ .. )-~i~;::\r~\,~'.J\ ~;.~/~)r ~-~~j~<;:_w~;?;:.~.{j:~~;~:;~'f~~~~~.:": v.·_:_:.:: · -~ :~ '.~ :_ , 
ser sometidas a_p~queñgs_c:élml:no~;de:lél osmolahdad¡externa\(por,;e1:·±;10,¡..), es de 

: ~-· >tl.'.:~~:~-;- :.'. ;~:;.~;::¡;l~;~;S~f(~~t~~E~~r;~~~~~}~~}~~~I~;~~ S?J.k? ~f /'::;;'.;A~<·f/(~1s.;~.~~1~~~~-~'.~0~~~;·fy~.~~.\~ft~~~~~;~~~'.~~¿~~~'.¡~T{!'~~~}~~\'f:'>{~~;:, :- {·-'.} ~: ~ -,;· > -
su ponerse qre.• lo~;¡_catbios{; ic:leale~~·!· .. del •y~~"(Y+/Yo)•_¡¡;e.ráflc.l idé~ti~Ós/¿¡l ···cociente 

~::m:::;;~lill~~f t~lií~lil~l~:t;~~~~:::: 
experimentalrúente;;;p'ara;eúté:mces)•détéfrnfoar,,lal:exa'ctitúdfdel/rnétodo; Con este 

:_~::-J~::?1:-.·;7:f(~:t.'~~~,.~ri:~~f:Y~~~r.~;~1~~,,~;~~tB~i~~~~(:·'.·;;.;;~::_~-~-~;1;r.f'.~~:~;~t:~~y~;.~J?'.~· '.-~~~}:);::?_;;:/Y':.jy;~~~:t~·~~~ /~;:?-:-.: ·: '.::_:~- -: , ~=: · ; 

fin, v.,.¡v~ SE? ·expr:esó:c.omoi;un.;porcentaje!de,7to/7tr:Y,se: tomó al valor promedio 
.. ; 

1F;\J;:~~'.~~-~~Y·~~-·:(.~~!~t~~?b·~c~·~:fI:'.~(;:~~~f ... :.}~:;~f~~~~t~~~~~~:{2,'?~l;):~::~h-~~~~~~:'.t:~Ht::; :>· . '.:; '.'·· _:: '• :- . :··;·:· .. 
como la exactitui:i;;ael;méfodo:·;~Para éFpulsó .710%:hiperosmótico se.encontró una 

·.' __ . _:--..~;': -.. ,J'-'~~~~ ;-'1~:'.-~'. .,,-.,"~·.',\ '\(:;~ ~-.'.~~{' .1·~~~,,>·;_.;;:-. ,?:.~·---· ,,·~;--}~. '·< 

exactitud de 99;38-"± J,~26%_(n~20, i\iied.ia~:!:'.~%~CV) y de 99.49 ± 1.03% (n=20, Media ± 
·;, '.:·-

%CV) para el pulso -10% hiposmótico. 
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Determinación simultánea de los cambios en el volumen celular 
acuoso y en el pH intracelular 

La.figura 32 n"tuestra un ejemplo de la detern"linación simultánea de cambios 

en pH1 y VCA empleando al BCECF con"lo el indicador de ambos parámetros. En 

este experimento la célula fue sometida a una solución isosmótica conteniendo 20 

mM de NH4Cl; Los cambios en el VCA (obtenidos a partir de la F43sfmostrados en 
. . ::,::.·~±~~:. ;.:.;~:~·.·.-·:··.~.;:.~./<·;·. ~ ... ·,. - ·. . . · .. , . ·. . . .. -. -,. :···: .. ,' -::·_.: ,._:)~~:r~~,\::~~~~:;.;~~~~/~:f:~ :.~-.-

A de.• la figura 32 · ~on· colllparables con •.. • l()s. resultados.:e>bt~nidos;;a •.partir de la 

técnica·. ~~e ·e~~;l:a· ~ '¡~··ca~~eí~a: ~o~o .i~~i~aélb~.· ~:l ·~~;~~~=·;·~~·~~~~~•mismas 

:::::~:aL;É~~f t~~~~~~t~4íf~~~f~;t~~~··~f~~~i~f (:: 
el retiro del·esHm;lo'provocél .• q~eclacéluladislT\inuya·su~volun"lel"\·masaliá·de su 

nivel ini~.~~1:<c>:.:~1·~yi1}'!~·~~<l·~'.·¡.sf~·~~~i~~i~ki&>::~~;cambio~.~~"\;~r~~K{~~~~J~;~~~·ª 

::::;:;0~~~r~t~~~Bi~~~~~*~~,r;~&~·t~~a~tl~ii'.:;.: 
por Bororúy De Wéer en1976:·Estoscarnbios consisten éii:,üná'!altáliniiación·inicial 

cáp;da ·c~;f·a~~~~i~{J~~~i~~~~~'a?~21~;;~~~;~;1t~~l li~~~~,f~~i~t~c;ón 
del Plateau (~)y'ul"\a'~l~idificaci.ón rápida al retirar el pulso de N"HíCl; que va más 

allá del pH ~~~;¡,JiC:i~l}(3;. S~ puede apreciar tambié~ q~t?,despué~ de que la 

célula ha quedri'd(:, á~i·d.'ri~ é~ta tiende a recuperar su nivel basal inicial de pH (4). 
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Figur01 32. Can1bios simultáneos de VCA y de pH1 en una céluJ¡¡ expuesta a un pulso de NH-1CI 20 n1M. La A 
n1ucstrn los canibios en el VCA. B n1uestra los cambios del pH1. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

La técnica ni.icroespectrofluoron1étrica para n1edir can1bios en el VCA que se 

describe y valida en este trabajo, tiene varias ventajas sobre otros métodos 

existentes. La más importante de estas ventajas es que perni.ite medir cambios en el 

VCA en cualquier tipo de célula, sin in1portar ni su tamaño ni su.forma. Además, 
'··'..:~::" ~~,~~- . 

las técnicas ba~'ad~s E!n.'c:C:iJ~arites fluorescentes (dependiendo de la naturaleza de 
. - - -~::,-·,. ·'-', -._-_; _--. -·---<~--~:>:·-~---;' .·.'}... : 

éstos). per~it;~lél}~~~~i~;??::i.?~~f,~~fü~l~,ª~~~c)s;~n .• 1~_:c~~~~~tráciÓ.n intracelular 

de iones (ef H-<: y Ca2+) e1~JarniSrna'célula; de Ínanera 'sini.ultánea. 
- -- .. '" ... :·, - . . . - '• . 

. C•. ~.·. './~~{:\/ -.'. ·>. !-~-::_ 
' !··"'-. :·; ;~~- ~~ 

.- ' '.::' ::;~·::-;::·<t.:_:, 

El presente a:abaj~ estu~o circunscrito al estudio• de: algunas propiedades 
--;;.:-·_.:,-.-:·, --·:'; 

sensibilidad al pH a,l::-iértas·lortgitudes de onda de excitaciÓn;'ásí cornb un•pÜ:nto 
• .. :.~~--(-··>>·:>: ·, _,' __ .. · -• r•, ' ·~/ '~-·--·~·>:,<:.-~ ",_ '-.{~~\.;·,-~.~~k:,.,.:~J."~,' .. : 

isosbéstico ·en·el•cu~ú1ii.fluorescencia· es· independierite'de~l~ c'é:l}1~~ñti:a~iÓiúdéH+. 
'.·: __ ·• - 7 -~;"/:·:;-~_:·.~;~;_;Vi~~:/;.~:?,:~'.· .. ;>:·::: · ·· · · - .. .· -~<~:~.~~F::"~~-;~;'. ~f~:·~:~1:L:.~\~~~~.~~~~~~'.~~~,{~:.'.;.;J~j'.¿/:1:·'··>>> ~7 

Esta peculiaridad, brindala/posibilidad de emplearal;,BC~FP.eollloi~áioase de• lina 

técnica de· n~i~{~~~~~j~'."~~ .. ~¡iorescencia q~~· pe~~¡.t;x~~~tf r~~t~;~i~~~~~g~1.f t~ea· 
cambios 'en el•,VCA. y,; en el pH1. eri una· misn~a célula:; 1..a\Zralid~dón de.<esta técli..ica < . ~· ""· ';,_·-;::-. ¡ .• , i . - - - - -.. • - - . ~':. . ~- •. ~ \. ;::._, :· •. : - .. • ._, 

es indispe~s.a,~~.7):.~~r,~ ::~fa~i;~~ '· r:i.?f~~f~~~!>f#i6+;t~fr~i'-:as• ··t de la 

regulación y/ Ó'. elriiaiúe1i.iiniento.de an~bos. parárnétros. Esto permite la realización 
· '\:·<:·. ::·.-. ·, .. :·~··~:.:·.·1t'.::-~~=:~,~;·\··, >._-,:~::~ --.;,:~::"!..-> __ 'j~<:-,.·) ".->.:-\'-·_·;_ > o·~ '.' ;. · · ·., · - - . 

de estudibs ciriétÍ<:os:ymfüeé:.l.iia~e~delos n'te~anisrnos subyacentes a la fiSiología y 

patología del control del pH1 y del voluni.en celular. 
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Propiedades espectrales del BCECF libre 

En la determinación de las propiedades espectrales del BCECF fuera de la 

célula (in vitro), se empleó una solución que simulaba el contenido iónico del 

citosól de la línea celular empleada (NG-108). Esto tuvo la finalidad de evitar 

diferencias entre los espectros de excitación determinados in vitro e in vivo, 

causadasip~~ algt11:ta diferencia de fuE!rzavC> com~osÍción iórii~a. 

En la figura 14' ~e muestra q~e la fluorescencia del BéECF al ser excitado a 

438 nrri E!s indE!pei;i.Cliente drl ~H{;:Ur'l~o is~sbéstico -PI-), esto pe~111i~E! ~mplear a 

esta fluorescencia como un indicador exclusivo de Ja conce1~ti-ación• el.el colOrante, 
·.~,\:.:;,.:. ·,-'>" ··-~. • ..... < ..•. '-;·~·· ···~~· 

haciendo·· posib.Íf ~~.· ~s~}P~,~a/~.~djr},os~ cai11b,io~ ~T\ .~rfol~r:.~~;cei!;tiar,~;~()SO 
(VCA). P~? otro 

1 lad~; ·, ~~i ':fluore~cen~ia , ~~Í·,: BC~;C~;:;i::~~sb:a una ~xquisita 

:::·:"~~~c:~i~il~~~~it~!Jf~~~~~1,t~º;:,d~ZY2ii2~Sn'.:; 
:::'.:. :;';~~{~~i~~Í~~~1~~~~! ff~:&:u:;!º::~;I.R~~!~J:: 

,'~·:·?,: ":::~-?!~. ~ :,~:,,::•"'.,'-;:i'.<;).~h .:-¡•1\'\~'..:: :\~;·:y:::.~· .. ::_, ".·· r .• . ' :, ") e•,·:·'•-~·.:_~~;~~/; 
seguimiento.delpHfatrayés'de un cociente de fluorescencias (CJ'), que es, como se 

, -. ". ~· -.\'. . . ' ~- -:-- ·: ,::: ' ; ' 

discutirá n~á;'ricie1ante>Irlse1;sibie a cambios en la fluorescencia debidos a dilución 

o conce:tr~~i~~ '~:¡~ ~~lora~te en el espacio citosólico, así como al 

fotoblanqueamiento y 'apag~miento del coloranteo a su salida de la célula. 
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Los aditamentos ópticos no tienen efecto sobre las propiedades 
espectrales del BCECF. 

Existe el antecedente de que los aditamentos ópticos en1pleados 

con1únmente en las detern,inaciones 1nicroespectrofluorornétricas celulares 

pueden interferir con las propiedades espectrales de algunos colorantes 

fluorescentes, tal es efcaso del Fura-2, empleado en las determinaciones de calcio 
. :. ·.-_ .. 

intracelular (Neg~lescuy!Vtachen; 1990)~ Por lo tantc;>, exist~ la,po;;ibHidadde que 
·.\~- ,-<~: :~~;::} ;·:f.~--~}!~;--~J:~J,~:~~/?::~=~~/;~~-S~{§;W~J:j, ~; v· :· ·:/ ·: :,. : , ·_- · . · :¡_'. ·_ <_·::·_:.;_~"< -~!:¡;~~: :~~{f }~;:::';:J~:~::~: .. :;f~/:'.?<_~~{t(_)·.·~:/ " ___ ,. : 

la vía .óptica usada'.af~~te;las;propiedades espectrale~ deliBEE~~;;poI")l() :que.es 

import~~~=,\~~!~~~~~~~··.~~-:~:: 'l~s ·parámetros· e~,Í~~}:~~;>~!/:~:2J:,;'~h~~~~'~() aquí 
·~ ' . ·~ •. 

descrit6'(e1'•/1".IY)f';la'•!~e'ii~iblÚdad·· de ·la· fluorescericÍ~:-~Iel :acE:c:F;;él1; PH);no se 

modifiquen ·d~.~:~~~f~·;significativa. Si así .. füése i~~,~~~icta~y·.las .co~~li.isiones 
-, . - . '• .. '. ;~;~:'!, ' ' . '· 

··: .. -: .. ~~~ 
derivadas clel ¡'.néi:ód<3 quedarían.invalidadas. 

- -~\-;':_: .. ~~(-·', .~- ·:;:· ,' ,. -- , . ,. ·, 

e'•.'~••',/ ~ ~-:_;:-~~~";(:: • {. -,. - ' 

' ., ., . . ' . ' ,. ~; -.,: 

figur~:,~5ópr~sE?rlta i los;, espectros de excitación del BEEEF: determinados La 

en la cámara;~ei~~perÚnentacióna"dife~é1-ltes valoresdepH:·EneUa seapreciáque · 

tanto la sensi~l~i~~itfJ~I;~~·lt~ª~~~,:¡~{~~¡como . l<l forma de su '~~¡>t~~o ~on 
comparables c(:)r\¿'i.gl.1~~1!#:5.Q"!:ii~{~~~'Ctii~' .. ~~~' el espectrofluorómetro. · El '.:rango de 

valores para ·eÜPI en:íás:·~e¡:r~~~~~¡~~ésien:Ja cámara fue. de. 434-441.nm,. con un 
.. -· .. · -.. _.' -.·.· - ' . >·º ,- -: . . ··::-:,'''~:·-·<·--'<';Y'.:>-:"-:_:-:.-~.".··.":. · ....•. 

valor del PI no es significativarne1úé distinto del obtenido en la celda (438 nm). Por 
" • ·- • < ·.-,,.. :···-- ?-'·>.: ~. ' , ., . ~- - ·.. . . . .' . 

lo tanto, las propiedaclesielévarité5:'delá>lorante, que permiten su uso confiable 

para 1nedir sini.ultáneamente los cani.bios en el pH¡ y en el VEA, no se alteran por 
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la vía óptica implicada .en el sistema de. medición empleado en este trabajo. La 

variabilidad en la determinación del .'pu:Ítto isosbéstico en la cámara de 

experin"lentactón·-c-a-~·--.dentro-, a.~i;~~;~i~~~~P-eriffieil.taL- ~~~b~b~I~~~ente·; Iri\Vari~-ción es 

introducida .;.~;.diiicCi~aci~s· téc~~~~ifthe~~ri~E!¿:~1 ~é.:~J~i c~lrio 5~~~1 mezclado 

de las soluciones en la cántara y las variaciones estocásticas en la salida del 

detector. 

El medio ambiente intracelular no afecta las propiedades 
espectrales del BCECF. 

La figura 16 muestra que la forma espectral del BCECF en el interior celular 

y la gran sensibilidad al pH de su fluorescencia se mantienen, en lo esencial, sin 

can'lbios con relación a las características registradas tanto en el 

espectrofluorómetro como en la cámara de experimentación. El valor d~1' PI 
· .. ·,' 

determin~dointracelula~men.te •• c.ae·dentro;d~L.rélngo~de·:43o:a'f16;niTI;'.~ie1i<lo'437.± 

:~:~:~~~~~~~~jJi}lj~~~iti~lJill1f ii1C:·· 
experin'lental, tales como la variabilidad biol g1ca ·y¡ la:Hmposibilidad: de' controlar 

'"; '.,.' ~_-:, .. " .• :-. .. ;.-,:·~-~-'-,' •.. _'.._ ,t,":' •••. -' ·~-- · .. _:"'·.~~'.:->: ·~:.,'>. 

adecuadamente .. la'.concerifrac,ió5'••de!,colC>rant~'~i'l'e1~i~t~~iof'c~lula~;1.~o·obstante, 
estadísticamente no exist~.~it1~~~'l~¡L'·;;~:i}i:~·~¡0~:t~;J~rJ;::·~~f~;[i~~ción del PI en 

- ,---··, .,;_;-·;:·:»_\;,::'' ·;.'-· ~-

la celda espectrofluor~rJ:l.~~ica,\ en,, el< interi<Jr ... celular: y .. en la cámara de 

experimentación (P>0.05). 
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Los resultados experimentales apoyan la idea de que el medio ambiente 

citoplásmico de l~s C:e1~la~ ~tfli;ridas en este _estudio :no afecta la.sensibilidad de la 
' ~'.-. _- . -- _-: > ·:.-., . :·_ , .- . ' : · .. : ·. ' . . ': 

fluorescencia del colorante alpH ni la posición espectral del.punto isosbéstico, que 

son Jos parámetros relevantes para poder en-iplear al BCECF como indicador de 

cainbios simultáneos en el pH¡ y en el VCA. 

El cociente de fluorescencias es un indicador selectivo del pH 

Una vez establecido que las características espectrales y la sensibilidad del 

colorante al pH no se alteran significativamente ni por efecto de los aditan-ientos 

ópticos, ni por las condiciones de medio an-.biente intracelular, es crucial 

determinar si el CF n-iide selectivamente al pH. 

El CF es la ra~ón de dos fluOresce'nci~s obtenidas a,partir de la (2!xcitación del 
,· <: __ ::, ;;:_?:> l .. --~: .• ,-;_ .. ·: _ ... ,, .·. -·--,:·.: .!·· 

colorante a dos.lcmgitudes de cmda'(A.sfd.~'te~ciii'l'ad~s/J.:'ara los· fines• dei presente 
·>::j• .. ;_;-'., "' :¿:.e;-~~-·'-'.,_.,.,---~~?~: .. _'-«-;'~. '''"'"·" :_·. >.-:f.: ···;:•}. 

trabajo, una .d.E! •. e!".tªs A.s~~.E!be <:.?!:r.esiio.i:\i:l~~;a.1·}i<13sXijrn~ E!~B:l'~~ada·c81TloA.2), que· 

es el denominél~.~~.~4>1!{c:~~i~~i~~f ~r· ::;~~~d~. f: ;~~;~2J~r~~!~~!';4t;: rinda una 

fluorescencia ~~ris¡~i'.i·~~i~;~f¿d~i-:btada como A.1). 'En t~~~í~,· ~ÜaÍq~ier punto del 
• ·- •. ·'. • ~¡·::_ 

·,¡-

espectro de excit¿;~iói,:t,;ciik1•~~lb~ante (que no sea el isosbéstico) puede emplearse 
: ' 2::;_.' _;.~~/.;~;-:'.~~lf,; ~·~-;~~~~ .i'.'.<: _ -' 

como /q, pero.la ~e.n~ibilidad y la relación señal/ruido son diferentes para cada 

caso, por lo tantÓ,.e~:impor~ante establecer la A.1 que ofrezca la mejor resolución. 
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Esta A. estará determinada, entre otros factores, por el rango dinámico del sistema 

de registro. 

Para seleccionar A.1 se descartó la· región del ·espectro de· excitación _que 

corresponde· a, las, longitudes de·· o~d.a rnenore:S al ¡:>I, cl~c:fo;que · em1isa; región la 

fluorescencia-.p~e~~~;~:e'sds~ ~~nsibÍl~dad -.~¡ pH .•. (~¿~~eiÍ~:fi~rél<l,4) . .Además, la 
'..:.,.·.:.--_··~·~(. 'j •,,·~·-·,-·"'•" ,-,,,.~,, ··.'~~~---' 

cercanía:d.~:~~~f ~-~i;·?~(~itt;_~-~;:~?~~Y~-m~~\~~;[~f 1~t0;:fü~-~ff ~i~~~~~-~~-~~f ;;~1sultar _ 
dafiina • para\las,cé_lulas;;P,or;'otro/ lado;¡la >JI u_oresc_ericm'; clel:~C::_ECI1¿éll .excitarlo· a: 470 

ó a 498 nrn tiene 'sensibilidad 'adecuáda:para 'el!pH/.aderriásrae::qúe(fa'•flúoiescencia 

en estos,~~¿i~~-~~~~;~~)~~~~:~~~~~M~~s~*~i.r~qrf i~~~t~r~~r?~**ii~~>i~~~~~~ta·la 
mejor relaci(>ri ~~it~l/ipi_ª(,'~Íindri\ei.~tcl'de det~ctar can~bios ;,;n. el pH. Pbr lo tanto, 

la determinaC:iÓ1~•'rriá~'º~d~cl.lada de IOs cambios en el pH1 puede realizarse 
···-'·•·-···· --···· .,- - - . 

empleando'cb;u(),¡i;d_~~~·dor al cociente de las fluorescencias resultantes de excitar 

al coloran tea 4,70 o 498 nm y a 438 nm. 

La relació17-
1

1liBt;?~Lentre la fluorescencia y la concentración del colorante 
es importá.rit~;para medir selectivan1ente al pH. 

···.:.L-.,:.--:;· '- <:·:;,-

El CF >se .. ,e_mplea con n1ucha frecuencia en las deternlinaciones 

fluoron:1étricas de pH, calcio, magnesio y otros iones en virtud de que se le 

considera un parámetro independiente de la concentración del colorante, del 

fotoblanqueani.iento y del apagamiento de la fluorescencia. Sin embargo, no 

existen pruebas experimentales que fundan"'lenten esta suposición, ni se han 

evaluado las limitaciones o precauciones que deben considerarse para su empleo 
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en la medición del pH1. La validación del método desarrollada en este trabajo 

requiere demostrar que el CF es selectivamente sensible a los cambfos en el pH. 
-:_-"_~~·- ---·-;=-- -· -·- - --- - - - --------~. -----

Para tal. fin· se.· detérminaron{espécfros''de :excitación e del éolorante~Hbre en celda, 

manteniertd~} el~·\ª~F~o~~t~;I"lt~'.~·~:.:vEi~~d~6 .:·~;co~ce~~~~~~~;~·'.¡i· ~;;10 •. µM). 

Teóricm~~e[1/J':V~~~~~~iú )iá~:., ·Í~bi~ri:i~·~·~~";1i~·}$~~c~~t'l~;'.~~~ .• d.·.-.•. ··~.'·i".:~.~i~,~~;:~:'~f.~~~ía •·• -~er 
'.'..;,;;:::.> ~:/-~'.::.~:~;._¿ ~::.., -~ ;;_ -. "·· , ---- ... -~-,: ;~7~::i~r/~~i-· .::Js·:~- r0;::~::-.:: • ··!.~ :"'"'--"·~":· ,_, __ . - : • '· ,_. __ -.. --:. .. ::, "' - :··:-· J< 

indepefdi.i.~tiS.~i~z~~;·.~~6.í~~~~~~~~~~¿cjt.;'.··~~i~~.~f·~~s;r.~.\~~~J,;~~~~~'.D~~·;J~.]ff!fura_ ·1s 
tendrían que su pérporierse:··· Sin ernbargo;\esfo•rio·•füé;··así;>é.orrio'.;~e·t~preda .·.en esa 

:'.::~:!~;~'~1~~"~;'ª."~;2~1;~'~¡~~!¡1lij~~~~t:~'ºn del 
fluorescencia. con respectó• a )a: c;ori¡:e):¡tJ:~'cit51Y del,(,13~~Cf Nqüe,;,'s,eJ):>.J:!~~rva 

: .. -. -·· , -- · ·-- '".. '"" '-";·;·:;~·;~;><;;;'.(~-:' ,~~l,;',.\. .-.. ~;::.:-¡:'.°.': :::~v-- ·A'"~::_-'-.,.·)'°'··' ,;. i . :.," ~ ·,_'{'~ 7:_;_ ~-~'; ~""' ".;.,•: .... ' ... 
· '. '".· · ·-, • .. : (' . ." ·a<.:;,:¡. ;,~;':> :;;.~' \",' · ','. .. -:;·f:;,,, ,.;·,·•;:- ·".• -. ;~·,,_:,. .. '·:"'"i': ,'.' ·¡,·;,:~u"-y"c":',' .:<·.<'·, · :',' · 

figura 19A, donde las .. longitudes {dec',onda).dec\excitacióri·i·tjue:~prooucen, mayor 

ffuores=nda (470 y 49;•~¡~~~!~+~~~¡~~!;\k~i1f i~if l~lij~t~;;~eal, 
provocando la variación evident~ :~'.süs·res~ectiyos•C:F;.tni~ritr<1s,qite}p¿ccintrario 

ocurre con la~ .fl~~7:sf~~fi;t\~i,¡~~¡~:~~Ji;~~~i~~~~~.f~~~~!J~~~i~~'~{t~~~[t~ncia 
de la relación , lineal i entre~;lás ifluo~es~encias .. t{5:adas' ara Y; calC.ula¡-_>el. CF y la 

con=n«ación d7Ist1Z,((f ~'!irc~i~J~~i~tii ;~f;iJJl~~~~;'.~ri .. 0.1 
col oran te exactárnen te (en.~ las" rnisní.as :'córidiciones•:anteriores;·:.o'dentrO': de/un r~~go 

; ··.. ; ·_. ·. :'. --- -"~- ~:-~- ·-::,:_:;,_:~_'._; :·?t,~~;·_:'.:<~. :-~·~:;.:_,~;,~;::~_?~'.~~0~~; :;::f~~~;~~~~1~~~-f~i~}~~:;~::>'.'.h~~?¿g~t~~-~{f:~~f~j~:::;~~;.·.: :~-~::~ >;-~ r-~' :-::_::·~:·- _: .·_··~-, ··· 
de concentracione;; xnás,baj~ (0;~~ª'~·5,µl\1):'Nóte~e;~ert'"l7;fig~a-21 que el efecto de 

::,,~:::~::::.,j~;ir~t~~[~iíl~tT~J:: '¡:::"::.":"::~~:: 
prácticamente lineal'. con respectoaÚl~~~"on~entración del BCECF (véase la figura 

- V• - • • " • < • ' 0 • - ' - ;_. • ~--- • ' -, ' > O •• ' 

de la 
.. ,_ 
en lá 

22A). Dado que la dependencia se acentúa a las concentraciones mas bajas y en los 
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n1áxin1os de fluorescencia (véase· la figura 22B), se considera que la ordenada al 

origen diferente de cerci, que puede inferirse de la figi:ira 22A (intercepto de líneas 

continuas con el .eje 

posteriormente. 

La ordenada al origen de fa .relación entre la flu_orescencia .. y la 
concentración del cólora1-lte es importante para:rnedüselectivamente al 
pH '· ;:·' 

Ya .se est~bie'ció.·que para obterie~. unCF ad~~lladc:>par~ e(séguiiiitento. del 

pH;, es indispensabte qué las fluorescencias registradas tengan uncornportamierito 

lineal con resp(-!ctO a la C()rtcentraci~n del coIOraTlte; Pór lo tanto, es. preciso 

establecer que esta· relación 'se cumple en el sistema empleado para las 

detenninaciones celulares. 

Para :con1enzar con_estadisc_usiéin,,esimportante destacar que el sistema de 

detecciór~ tiene uri ~ango' dir'lárnk:o tÍtiI'.Iimitado, ~Jto es, tierie un rango lineal 

acotado por la,s 44~re~t:énC:iá~ rr,tínÚna:y hiá~in~~;(o:.2~11u:'a; 8 Bits), que confina las 

medidas·;. a' uri~~iJ~ió'.ri iel~·~iv~n~ent~;~~~g~~~'.~.fil{:~~· n-ir'lgo de intensidades de 

fluoresce~,(:ia: ~Ú~~n~o ctÍ1~~~ico~d~;;SpT\ siste~a,; ~~;·;,~~ea-imágenes se expresa 

operacio~h{~eitte'como.eLcocient~id~Ia ~~~irná;;,l~,:~Ínima intensidades de luz 
.'.•·.".··:-

1ítiles para obtener una medida ~in'dist;:,r~ióiÍ:;de laseftaJ (Inoué y Spring, 1997). A 
, ' • . \ '.· .~' ' . . . "! . . • ' '. . . . ' .. -

las intensidades de luz más alÍ:~s, el sistema se satura y a las más bajas la señal 

queda inmersa en el ruido. 
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El estudio del CF en la cántara de experimentación requirió seleccionar una 

A. de excitación cuya fl~C>~E!s~ené:ia fuera altamente sensible al. pH P-1) _al mismo 

tiempo que.·c~y~ra ~_enl:ro de~}a~iodináciico d~l :sistii~a.·de"~id~(Jjr~gistro. •como 

ya se ha ~:~:~i;~;~~';;,:~é~:;~.~~~.~~,f,~]~~~~:%:~~;~1ii~~1:,~~l'.~~~f:·f ~#~iJ:!~;:u~:~;a 470 ó 
495 nrn ·representa ia ''iriej6r; ópdón: Siiyémliargo:'.el ;r~u'igo 'di_ná_J!1:k.o del.•sistemá ·de 

.:- :··- .·: ~~-:~-:-;_:'.~-~(~;(::, !-~~ .. i¡.~~h~:'.~;/~-~~1'.'.::~:\~}~:: ~~~?~·-_:::t:tl./:~:1~~:>~-~~:f~ ~,:!3~~'/:::~:;'.~:;~-};;~~~1;~~,:-;--~,l.::_;·-~~ ;Jr~.~. ·--~~::.;:~~ -;:r.~:'.:·.~~;~·,::~~~-::_:_' :r.·'.'.,: :-~-,:. -~ 
detección· (videocámara)jno·~Jo 'perm1te}deb1dc:it·a:.quexex1ste.o;una·~d1ferencm muy 

. :. . . -· i:~:-. :;,~·,, ·~:-'/:~~-.:_:~}-:-1::'.~:~:~;;~j*f~:,f :~;~i~~:-i:i;f ;t(~.}1tL~)\~i.:~~:~:;t~2)~{:~~t;~:;:~;~t::::~·~;~~:~i:JfM.:~-~~:~;J_~tL.K~i;; :~~::~{:;:~:~·~~·~~~~·.:.; ii:r:(,'.~· :~:::;,.~-~~ .... ,:: ;:·,. . ,. . 
grande ~n~,e 'la,ilüe?sid:d'.de la,:fl~orescen~i\'ª1.excitar:alcolora0te a 470 o 495 nm 

y la ciJ int~nsidad 
alta 

;.;,,-;, 

relación señal/ruido 

punto y que cayera en 

:~:::oc:::.!t¡~ú~~~~¿~~¡~~~;~~~:a¡:::z::~d::¡::a ::~: ~: 
el espectro, por lo que 1io ha)'il"lt~rf~.r~J.tc::i~~-~c§:giolo demuestran los registros de la 

figura 33. 
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Figura 33. Insensibilidad al pH de la f1uoresccncit1 en el PI. Se n1uestran las seriales fluorescentes resultantes de 
cxciti.lr al BCECF a 450 nm (F.aso) ·y a 438 nm (F.13H)· Los cambios en el pH de la solución sé:reaHzaTon Pc:>r el 
método de.diluciones recíprocas, de manern que la concentración de colornnte ~ue con~tante. ~a.grá.-fica·A 
muestra la variación de F.aso con el pH. Ln gráfica B n1uestra que la Fo13R no se afecta por. los ·cambio_S;. en el pH~ 
La gráfica C n1uestra el cociente de F.asoy F-1JH. Nótese que el cociente varía con el p~. - · " ' 

;:,, 

·:·_,'. '."·'·-·, ._,,:; 

Una vez establecida A.1, fue preciso demostrar·· que· ía; fluorescencia. del 
~:.:." ~~ ' :-::. ':;_,;'.~ --. ·: 

BCECF al excitarlo a 450 nm (F4so) y a 438 (F43s) son adecuadas;pa:{a:;C:a'1ci.l.1a:feLCF 
.~·. .;~.=< '· -.·> .. :.'..~~~·.' --~ -

que mida selectivamente los ca~};)ios en elpH. Enla-figtrr¿l"~23~i~éJobs~rva que 
\'": '~:---~~ ' ,_ t;• ' ,;,-· ;.::. _. )" ,; 

;::º::1r:~;~r~e!~~~¡~~~~i~~tJJ~i~~El~~~H~~~lf ~::::::: 
el CF sigue~~~J@~fté~~nd~~ilt~d;·t~{~,:n~0~~~~j~~:}j~~;;~~~~~~~ynliestra la figura 

23B (círculos.negros);~ La causa de esta dependéncia;ahora;es'la:•ordenada al origen 
. ' .. , .. _ ·.:;:_~·(···· '"·' :. .-.. ~ .. · - ·- ·-, · .. _'.r: '.'.;~>fe.f};~"· ·:,/;·.f.::::~;;-~:::'..:.·.~-;?,· ··'•" - .. , 

(b), que. tiene lln•valor negativo, como se mut;sti-a en la regresión lineal en la figura 
··_e··;:.,;.;. - ·.· .•.:.· .. ' . -

23A (lín.;its continuas). Este tipo de b indica qué cuando la concentración del 

colorante es cero, la fluorescencia tiene un valor negativo, el cual no puede medirse 
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experin1entalmente. Si se aprecia la regresión lineal para cada· trazo en ·la figura 

23A, se puede deducir que la F43sllega a cero cuando la .F4so tiene a.ún un valor 
~- --'-• "-".-'-''""'·~---- ~_-_._,:..,.-__, -'-=----- - ~-=-=--=- --;.; _-

cuantificable,' e5;~.éJ.Ie ;da·:;;º~$}~ consec,uenda un .. ~alo~ i~!i.nitc:> ¡:¡I CF; esto es, bajo 

es tas condicioi-i~s~~ ~l 'v~lor;ci'e1 e]~·; tiénae·~fa u'ri1eiltcir.cofü6rri-t~'. ¡i( 2óil~~ritiricióTi del 

::::.::".d!h~,~~1~~Íi~L~~~~~~~;1~~~~f f i~i-~t7~~:.: 
~::~~~~l~~lf t~l~~~tif ií~~i~&iif f il~l~r::: 
del colorante:':Lo_antédor,signifiéaqueel.C:F.~.es un;indié:adór.•,selectivo·déLpH•solo 

si se cumple ·~~~ii~i¡n·t~: ~~.I~~·:~~~~~sc~·~;i~s ü~a~cl~~s· ¡;¡;:~2a1~:~~{~¡°~~~~ie~en ·una 
·-~~ :,: > ·:;_: .:·- <:_'·_ .. _,_- .., -

relación linéál ·eón re¡;peé:to á Iá cC>ÍiC:~1~fo1ci,§n deÍ éc?io~a~te y 2). ;;;i ~~lor d~ '.la b de 

esa relación es cero. 

Como ya ;e de~()Stró, es posibl~ ¿o~egir el error qu~·introclu-;:e e11 ~í cálculo 

del CF una b diférenl:e de ,cero;.Si.elvalor''c:i~'est~ ó.itirn<l.,;!;.S,C::~Ii'Ócidº, ef!tó1~ces las 
-----:.· --;--:,. • -, •• .,r, 

,;·::..-- _- ·. _: .: '~ ;'._: ... -_ .• ._ ~: _::,.;;·;" .. :_ .. r •;·~;~ ·--~,·-~>E·-.:\;;(~·: :.:,.i::~~:,:i,:_':f · · ·:;_~_:::. ·¿-;..'. '.;-~:;\;~};)·-_'.>].~,~-~x:~S-7,':>~¡:f::.~,_;i;:".~~-;~;;;·~.f<·~-i.:~--- · '.:.~,~~: · 
fluorescencias pueae1\ corr:egIT_séfAe,:1a:~~atiera, descí:ita:~en;eI·!párr:ato.· anterior, de 

:::.:~:::.:n~:n~1:::~rl~i&1~g¡r~~:r ;~::,e:::.~:~~ d:·:.co:::.:: 
-.-.~.'. ·1:~· . '".- \\•: ~ :~·::,,:_'.~: :;?·:-.:,.-. 

fluorescencia ~~;siis [BCEC~] eJ:positivo, es decir, tal corrección puede realizarse 
::,,--,· 

sólo cuando en ausencia' del ~olo~ante, el sistema detecta alguna señal fluorescente. 
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Con las bases anteriores, se ajustaron los parámetros del.sistema empleado 

en las determinaciones celulares y.como puede apreciars~ en la figura 24, el CF se 

independizó de lá.~cori~;ritr~0~ión delBCECE, Con esto, queda establecido que el CF 
.. ,._ -f--.· . .:. . . -::, -''..,~'..: -\;~"-·•e--."~' ~.,+..;:,:--·~ -·-~-., -_,~,-

elegido,. bajo ::~5i:"1s/~.o~4~~i~~~S:l(~,'.¿~~~i1:1"'~ritfl~s>puede emplearse de manera 

confiablepa¡:á regi~n-~·r ~;(ªÜ~~~~~~~:t~-l~~~á.~bios de pH. 

:.:)/)-·.: .. ·~:· ; ':~:~;.~:.~: 
_l _:~ v.~- ' 

El cociente. de·. fiii6;E!f:;cE!ridas« es 
intracelular. ,_.«,_". 

-:,··:.-::;.::}:· :·: ·: .. ;-_·,~,::~·{<>: ·- ' 

Hasta á.!~or~: ~e'~;l~~· e¡~8_jfab. el CF i11 vitro, a concentraciones de BCECF 
' '. •' ' «·.~ ~- _'. ;, '.· .-:;, .. :-:;·; '-'. -~ ;_:,· •;;,_ ;~. ; .. ' 

un indicador selectivo del pH 

quizás rriuy dif~rent~·~,(i~ l~s~qize·~~ pudieran encontrar en el interior celular. Sin 
- ·-~- - ,,, " ·;._;,, ~-·~''.;:;~-:.:5: .. ~~i?\~·::--"o, ___ :· 

embargo> las d~ter~ih~di:iri~s?~:n•1~.~elda espectrofluorométrica y en la cámara de 
-· · . , -: . . (:··,-:'·,~)_:·.>_-':-:S:;-Y:>~~-:;'.:.\~~-~.::~-~/,!\:_'.,. :-L.~·-· ·::.- · -·-.. --

Los eshldioS'_~~~IÍ~ados sobre la concentraciÓriÜntfácefülar de la calceina en 
·:~·.- '. _.,.;·..,::J~<.'.';-, >:;-~~~-· _;:_:.~ ~~; 

estas células,J~·~!~;,~~~~~~,f!J;~3~~~.·.~.~:~?~~~-B#j~~i;~~S,:.~f .'.~:~}~~~~&ai?:. i~e~J,ª~que el 

;::::·,:~~~~~~~ii~~~T~f i~t~t~~!!í~~~,~~~~1~~~-:::
1

: 
un compuest<:> estr~c-tu.i:<tlITie~~e.m~y,t:er~élnC> a)a .cakeina/ alcance concentraciones 

similares., ~~-i~~i~i1f l~J~]~~~~~i~rJ~l~~~~~t~e concentraciones usados en las 

detern:1itiacionesJnvífro;'(dejo:S~ia.•\lO.~µM en el espectrofluorómetro y de 8 a 40 ~1M 
_-.- '· ~:·_:_~-:~ :: ) '.~:-~;~h.;~_(.f:J{'.~:~~-,;~:~~2:'.~~;;.t~~;i~\~-"!~)~'.:~~,o~:'.'~\l·:.;~-::·'.-._~-- -.-. ' 

en la cámara de·.experiínéntadón)C y la probable concentración intracelular del 
~ ,' ·.·• :--:: .. ·.- ·,· ,_:'-->-~:-·;: .. ;-~. ,~_·:·:·./:·"_;.-,.··~,: •, ,_. 

BCECF (- 500 µM) es muy grande, por lo que podría dudarse que existe una 
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relación lineal entre la fluorescencia del colorante y su concentración en el interior 

celular. Esto repercutiría en la independenda ·del CF, de ~anera que éste podría 
• ____ ._·..ce_'__. _____ ~_ -'-· - _:_-=-"-·""-=--~· ... --'---"---=--=- =-- '--"-~ 

verse afectado por.Jos:ca~l?,~osen)a ~oncentraC:ión.de;l,l~CECF'-•lo.;quepi:ovocaría 
·:,::·, -- -:.· -·--: '·''.,;- -.-~: :..-~-- .:. ,_-:,·i,~ - ·-~-' - ·:r~~- ~, º·" .,-. " 

::::~:.~:~,Jj~~¡~~'!i~l~i~~~!$ll~l~~l;~¡~~;i~!~t~~;:: 
la muestra y la'viscosidad>que':puéden:afecfar et.rango de'•las conce.ntráciones del 

colora~.te ·qri~,s~.;~+1~!~i;~;~l~i~~~~.~~~r:~jf;~~'.~f .~~~;~;~e~~ia; 1~ ~~,ff :~Fr~ría <le· ·1a 

misma· níáner,a::~. el/>r~ngo1.).<.ie;f(~8n?n~aciones. ;'que permit~n. ·tener,,· un :CF 

indepe~di~~f~'d~·~~ '2J~~·~~~~~i§5;~~i~i~é0ait::·lJna. form~d~ ~c;;n~; ~~;i,-pP~~ba''. la 

i11sens~~H~d~~+~f~f~b·~N~~:~Y~~1:~~:~',fé~~1.i~entración de.· col~r~~·~¡'~~~~;~e.~¡tie~do a 

u na célula •. cárgada;con·J3~E?F'.t·:~.ulsos .• a•nisosmóticos,.·dura~te:I~.S '.cgal,es la·.'célula 

"º =·~1. ·~-;*i·~~L~~~iíi%lf ii,~~,~,z~~t~06;•cos~~·m;i;tJ;~~~if E~·M62 .... 1. 
concentración del;BCECF .sion#bia')': ~l ~ q:i;:,.en· teoría/debe Pt:!~rii~riec:~:i:constante: •La 

figura 32 ~~:~i~~;~~~~,~¡~,f~i~~i'~í\'~~~~-~,,~~ el~a •• ·~~··· apt:i~¡j~~~e•tu~~~t:,;1Xs'pu15os 
anisosmóticos de ca~ibr~dón, ~I p~1 permane~e prácticamente ~on~ta:te, indi~ando 
que la dilución y la concentración del colorante en los rangos de utilidad 

experin"lental no afectaron al CF. 

Linealidad y rango útil de la relación entre la fluorescencia del 
BCECF y su concentración. 

La deterrninación de la linealidad de la relación entre la fluorescencia del 

colorante y su concentración es in1portante por dos razones: 

123 



1) Como ya hen"lOS visto, el CF 'es-independiente de la concentración del BCECF 

siempre y cu~ndólas fl~orescencias medidas en las dos longitudes de onda que 

conformm~-,cli~l~Oci,ciente tengan un comporta~iei'ito lineal con relación a la 
-.: . ·-;.:: .'. . · .. · . . : .'·:-. , ·-

concentr<l¿ié>rl_'.del colorante. Además, es neC:esarid qi:._e la o~denada al origen de 

dicha rela'C:ióTI' sé'a cero. 

2) El tratamiento-matemático aplicado a las fluorescenciaspara su transformación 

a cambio~-~,~i{ el ~CA supone que la' relación, entre la fluorescencia y la 

caneen tra~{~ri, dé~ colbrante es_ lineal; • 

Por lo antedichó> esiiridispensable 'idernos'trar que existe una relación lineal 
' ., . ·-·>,---·~r-. --' .. ,::; .... >'-'-'.,,_.'." _.:;.: .. : ... 

··-__ : . ~-':;:·,>:·.:<:>.::_:.~~;-':.;:r.-:\_· .. ;..,,,· .. _ ~-,,: _·-.. ,· -.... , -
entre la fluoresce:rlciay7 la·c,O_ncen_tración;del BCECEcuando se emplea el sistema de . "- ·. · ··::.·· ·-~- ·'-:;r·- -· "' ·--- ---'-- ·;-T5< -) ..• . •. -- . . 

medición descritoe,'e4;'E!~~~'~lf~if~j9;,p~~~~~;_i~~--,1?~-~~p~~irn~ntos destinad~s _aprobar 

la linealidad•-,d~l-~i~!~~;';~~:{~~;i~~~~~~~;-S~~{~-~~t~~t~~;g<tiél~ci~~ (~mplificación) del 

:•::·:;o:a:5·~~~f ~'~f~~{ilf~?{~l~!¡:tt~:~~~~;~c::::::•:::: 
datos de fluorescenci~ y dé concenfración del colorante, expresándolos como un 

porcentaje i;elé1tivo_ a su _valor. máxin"lo respectivo (véase la figura 26). De esta 

manera fue posible analizar los tres experimentos realizados independientemente 

de la n"\uestra. Es in"lportante destacar que Ja normalización de los datos de 

fluorescencia y de concentración del colorante implica que el 100% de la 

124 



concentración del-colorante·corresponda al 100% de la fluorescencia y que en la 

ausencia del colorante la ·fluorescencia sea cero. De· esta manera, la línea de 
_·'._-=~·' - ~-,~o,_--~~.:..--=--~-o:o='-c~~ ----- ---· ..•• :_~ - ---=----"'°'.--_-,_,_ 

regresión teÓricápar~}ª rela_ción.S':~~e\i;:_xi~te i:ntre la concentración y la fluorescencia 

tiene pendierl te ~.uí'itaria_:y b'rci~~~a~~; ~1"6rigen de céro: 
-·, - -- --f.¡ >:>-

/ .·: ·.L >-/- -_-- - -- - - --
Los parámetros :cie'í'.~~é~iÓI:¡ y la desvia~iÓn que p~és'entaron los valores 

experfü1entales•(figu~~ 2~) C:e>i( ~~s~ecto a la• línea-_áe regr~si~rt obtenichi .para- esos 

mismos datos (alrededor_.-d(l_-•• 1._~·····para -_-ambas; lotgi_t~des·._,.dé ~n~r))iJ~ican·· que 

::·::n::::.::n.:,,~i~~~~~[f~~1I:;~i~~Í~~t~1t~~~~!1~¡r~~: 
describirse por la écuación·dé-la'dínea:dé régresión;':La évaluaC:ión.éstádístiC:a.de los 

pa<ámerros de.·!·ª•6<>W~l~~~i~i~t~;~Jf$~~;~1!:tt~~íiI~~¡~~t~&~~~~~'al 
origen -b- y la_ pen~ie~tec-1Íi~),•'se·11éyó--a'caboc~edi~~te.'lla'prue.!5a':t'(?lafü~;1992). 

Para el caso de la b, tff to ~~J:;i~'.s~_:4~~-~-;-~~-S~)~~3~~§~~~~~~~;~~§~f i~Jf'.~f~f~Uya 
(P>0.05) con respe.cto_ aL '\Talor·-teórico · (cero).-.Dei·la>misma >n:mnera,•no se 

encontraron diferencias si~~~i~a~i~~~ cf>>o.ó_~)- para ~1 e:ª~~~ ~L~-c,)~;:¡,~;~~1enta1 de 
--= ---7 _,-.-r·~~ .. :· ,,.-.~. _,,,. ;--- ,.·,._-;.·\~ --~.~:,~ .• :;:.; ·->Y~: .... .-.~-·,,. -- >~'-·:- ·>.__,;;. -

cada fluorescencia-con. respe~t6'~ja pendiente teÓriC'a'(ui-\itarÍ~); ~~1:¿,·:sigr\lfica que 
'<t >-'· ... " 

no existe diferencia significélihi:a .éntre las regresiones lirteales experimentales y la 

teórica. 

Lo anteriormente expuesto permite concluir que en el rango de concentraciones 

de BCECF explorado: 
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1) Existe una relación lineal entre la fluorescencia del colorante y su concentración 

utilizando el sisten1a de medición aquí descrito. 
- -~-=--'-----o:::=-----c.o_-==-o--=-

La F4so y la F431i P:i:iedén erl;tpl~arse ~ara C:éllC:u}é,l_r el CF, que incii5ará los cambios 2) 

colorante;'.•···· 

en el pH,: ~e;~r11~~~~~ i~~~~P~~diél1t~: ~: i~s:;~afubiós en la ;c~ni:e~tr~'c:ión del 
¡ •· .· ~:· /~::/.~ ~. - ·.·.: __ '- -·.-:-. 

'. : i-· .. ~., : 

3) Es posible·re;alÍ~~r ·la transforinaciórÍ de la fh.1bres;:ncia a ·cam~iol. en• el· VCA 

mediante los' i011goritn1os descritos para •otros• colorantes (Álvarez-Leefmans et 

al, 1995); 

El rango de fluorescencias en el que el sistema de medic.ión •presenta un 

comportamiento lineal con respecto a la concentración del BCECF; f~e de.4b a 220 

u.a. para la F4so y de 20a 120 u;a. p.,;.ra la F43s. Este ran'go:d~b~ determinar~e cada 

vez que se cambian las condiciones del sisten1a (ej./ lán"lp~ra/ vía .óptica 6 video 

cámara). 

Es in1portante determinar los valores óptimos de fluor.,scencia que permitan la medición 

precisa de los cambios),;, __ el pH1:y.<?n eL.VCA._Para ello deben con_,;iderarse las dos fluorescencias 

medidas (F•so y Ja:F•JS). Dado,_que__la F,so es_la de mayor intensidad, debe tenerse cuidado de que al 

iniciar cada experim~i.to~~i~te-nsid~d no_exceda _el límit~ máximo (indicado en el párrafo anterior), 

es decir, la F,so debe ser _;,•22() u:~;AunqÜe•.,;I rángo dela_cámara·de video permita mediciones de 

hasta 254 u.a., lás,fluo;~~c;~~ia~rnaybr~s a,2:20•,Ü:a;•puederi comportarse de manera no lineal 
,~-;:::.~--1~--- ~ .. _;:-:·-,-~··-~--·;,-'---·- ··-' - ---- ·,--.,-__ ~-~--.-··-·.- ----· -· ---

debido a que se opera cer~;a de 1.'i.satu~ación del rango dinámici::> del detector. Por otro lado, se debe 

considerar que los posibles can1bios d.e pH en las determinaciones celulares pueden incrementar la 
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F.iso, por lo tanto es importante establecer un valor considerablemente menor_ al iniciar un 

experimento. Este valor d.e fluorescencia .dependerá del efecto que pueda tener Ja solución de 

prueba sobre. __ el .pH1.: Para - el,_ ejemplo-· n,ostrado en-. el· presente --trabajo, ·se determinó 

experinient~ln1ent~ _que·ia· int~risid~d '~.á~-i~;~:-~~~ la :~4so-d~b~··tene1:: ai i,n.iCiar·-e~ -~Xpe-riri:lento es de 

210 u.a. 

-·-.,, . ···' .-. ,,, :.:. " . - ·.· . _- .-... ' .. 
' ' 

Por otro Iadb, h1 F•JB debe tener u;,a int~n~iclad n1ayor a 20 u.a. (limite ¡..;enor del rango en 

el cual se determinó su lin~alidad. corí respecto 'a,-Ja ~oncenttación de BCECF). Tamblén ·se .debe 
·, -,- ',.;.,;· .. :.,.,'.._·;,·; ... ·-:.:o·,.'_~-·-.. :~:~.:- .. .: .. '-·,'·.·-;:,,-~' •-' "1>··~-·.·.··::.: 

considerar que Ja F.,. es el indicadbr d~ ¡(;~ c~inbi;,s 'et, el VCA>por ¡~ tanto, es riec~sario que esta 
>;'·!'''· '·"/: 

fluorescencia tenga· un .'Valor qu~-P.é~~~'ta_ .. rn:~di~:-~i \i_CA·:~ie" rriai'-tera. P~eCiS.ii; ··p~-r~'~·~1--c~~~º.: tratado en 
• .. -:... 

este trabajo, dicho valor se ~stableciÓ en so'~;¡,';' yit'~ue a inten~idridés ,;,~nore~ d.:i f!Ú,orescencia las 

señales que reflejan cambios-en eLVCApueden qt.ieda'r_inn1ersa~ en ei ruido. _ - . -.·.·._. _., .,·.····- -'·· . ,_. __ - . -\, - . .. . . - . 

De acuerdo con lo anterior, la condición para determinar con precisión los cambios en el 

pH¡ y en el VCA de manera paralela es que la intensidad de la F4so sea con10 máximo de 210 u.a. y 

que la intensidad de la F4::u1 sen con10 n1fnin10 de 50 u.a. 

La calibración del cociente de fluorescencias in vitro es más 
adecuada que la calibración con alto K•/nigericina 

Una vez establecido que el CF es un indicador selectivo del pH¡, es 

indispensable discutir y evaluar los nlétodos disponibles para calibrar las señales 

fluorescentes y transforn1arlas en valores de pH¡. No obstante el hecho den1ostrado 

de que la calibración con el n1étodo de alto K+ /Nigericina no da resultados 

confiables (Boyarski et al., 1996), éste se emplea con mucha frecuencia por razones 

prácticas y porque no se cuenta con otro n1étodo mejor que proporcione la 
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calibración del colorante que incluya el rango de pH de interés biológico (6.2-7.8). 
. . . 

Por otro lado, el método de los puntos nulos ha demostrado ser-muy confiable en 

la detéminaciól1. · del ~H'. Sin :. en{bargo; .tiene etl ~ ·i;,~c~:ii;;.;;i¡;;;t~·. de : que sólo 
. ., .. :.~_.;- --;_,:·~· :_. :.~--·· ,:.:>-. :.-,,·,·:-.: •;::.>"" - . . . «i''.'¿,-;'. 

proporciona 

significa ti va 

calibración esté 

el 

present~ trab~JÓ ~~~,.~0~i~'K~'~¡ existe'ftélLdiforenda~e . H¡flTiedidO:us?ñdo la 

calibrndón.3):~"J¿i~i~~/~X!ti~í~~~~~~tf 1~rs:~1\;,;,.~,.,,.~r~?;~:::f ~·~>. y 
aquél ·deter~~ado,.p9r.el:tnétoq~·:de·alto~:~J¿ycni~ericina:)g~rotra:parte/dado.·que 

:~:,:d1~~j~;~~~~l1i¡~~!~iti:¡¡~~~~i~~ir~1,:r 
es decir afuera.dé las e:~1l11as:i'püedeJpropor~i°-narTresiiltados:cpmparables· .. é:on .. los 

obtenidosJ~~~d-~¡~1~hf ¿f~~~-i1~~~¡{t'~'K.1·YFiJi'~;~~~~ii6''~i''Ji·I~i :·':&ghf~J'.:~hl~~". P~r 
·.':~< . --~-~~~-~--,,;~ ~-;:~;.~:~'.~~r'.r~_,·~~:::,_. ;=~--~-~-~~-.~~~; -·~}:-:.: .. _-_--· - - .-·. ,_ .. -: :,':-_ - . -~---~ 

lo tanto; tambiéns'e r'e~Üió':tin.e~i:udÚ{C:cit.;ip~rativo e'n'.t:r'e la c~libr<'tción in .vitro y la 
{. ··.v·:;:; ··;-}h;:·::;;,{t; ~~.'i.:-1:.'~/t.¡;;!~,~~/.'.'.:'""~: .. ::\t:·::>{f,}"-:.'.,:· '.·-; ::.~;-: · .. ~- ' ··· .. · _.: ·'. ·. ': 

ca1ibració'n :~¿;~~"Jd~~:~~p)J~t6·~-~~·Ü1bS~f;:_~\-0 · . - · "· 

·,-:_-·~- ;_,_-~ ·-:----;-~:~,'<". ,¿,- -

La figur~'. 27. ni\lciistr~ 'l<i comparación entre los métodos de calibración de 
; ', _- ~ .: 

"puntos nu1(;¡;_''.)a1l:dé}5; y.nigericina y el in vitro. El análisis de varianza (ANOVA) 
.. - . ,,·:·(,;·: •;e~·: - . 

aplicado a, lÓ~.J.-ésÜJt~dos mostrados en la tabla XlV indica que existen diferencias 

significativas': '(P<0.01) entre los métodos empleados para determinar el pH¡. La 

prueba estadística de LSD (Least Significant Difference), indica que tales 
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diferencias están determinadas por la variación existente entre el método de los 

"puntos nulos" y el nÍétodo de alto K+ y nigericina, dado·que la diferencia de sus 

Por otro· .. 

es 

calibración 

con 

que 

.. ·~:.:i_e;la 

que la 

calibrar al BCECF. La explicacióTI'd~ eHo'es la siguiente: dado que la nigericina es 

un ionóforo que tan1bién intercambia Na+ por H+ y que las soluciones de 
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calibración no tienen Na+, el Na+; podría intercan1biarse por protones 

extracelulares de manera que la (H+]c sería diferente a la (H+];, Jo cual se puede 

reflejar en una sobre:..estiri\adóndefptti. 

La coí1~écueÍtbi~'~éiii!:1~:~01:>re-estimación del pH; cuando se emplea alto K+ y 
'::·-., ~' .:;:t: --

nigericina para C::~Íib;1~'.2aÜBCECF;~s la sobre:.'estiínacióncdeL valor. del pl<a del 
··, __ ,:_::.>- ; ~:/:~<~ :;~.·-:;_;;_~~-:.-- i"<"' .'-~ •' 

colorante, que:sé,e~ta~lece~IT!édiañte>·e1,:ajüst~:·a'•la··;Ec.::10'de'los<par~s ... :~rdenados 

::~::1¡Jlllílll:i~f t¡tif~{l~ilf :¡~d:: 
error introducidqipo:r.;la .. cálibración;.de.'~ltc(K~;,y}:iigerii:rná7en'ercálculo;'del'pH1 es 

:"· 'ª ·d·1~~%~~i~:t:J~~~~{iii~~iirf *~'~~]$~ii~~~~~~f:~ 10

" 
puntos· nulos.+: es· prácticamente•.1gual •a:Ja:d1ferencia1 (0;15);que.1ex1ste.entre: el, pKa· 

ca1cu1ad~;:~~~i~~i~·~;1t~5i~~~-i~~i~~fcg¿~~~i~i~5~,<~~~~f ~':~p~:l~.1t~~~f !.l:sS~tªnte 
obtenido .medfante la .calio~:~i~~:~1?vitro · ~Pí§;_c;~J). ·~_liyafor)de estaJdÍfer~~~i~. es 

constante (~éa~e ~~gur~-:?~f~~~e1.~;~~f:~~-~~~'.~~;r~'f~t~s;x~erime~ta_1:'c~-~~~":~:~)'.L(). 
an teri odndica que las Il1edÍci~~ef d~'.g~(«~~i)ao ,el. método. de al to K:" y;}1j~~Í:ié;i;11ª 

-'", "<· 

pueden corresponder d.e iriejor' rn~nera con aquellas obtenidas con el métod;:, de los 

"puntos nulos(' si en·lugar d~ ~~1ble~r el pl<acMAPN) se usa el pl<a(iv) para calcular los 
. .· ._, ' ,,·:,. 

valores del pH1. de--·todó el experimento; lo cual, de acuerdo con la Ec. 1 es 

equivalente a restar 0:16,~nidades de pH a Jos valores de pH1 con el método de alto 

K+ y nigericina. 
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De acuerdo con la figura 28, el valor del CF en ambas curvas de calibración 

tiend,; l~acia
0

un ~¡;for iTiáX.i~o (CFmax) cuando el pH se incrementa y hacia un nfvel 
-- . 

mínimo (CFmin)cuarido el pH disminuye. Considerando que al acercarse ,á dichos 
'° T "• < 

,.;· 
"' 

limites,· el CF pie'fcie su :~ensibilidad al pH, es posible establéC:E!~;,;iin ~étéJdéJ de 

::~~:1::~6:n~~o1~~t,:~::.:0::~:: :. :~I:~:~Miii~:iWif i:t:. :: 
calibra~~jn', f~~;f~i~~E·º5.ición sería idéntica ~ 1~~·~1]~~~~.~eS.~L~2f:~~~;·~ir{l;;f ~+ Y 

nigericina. · Con•;la :•finalidad de determinar: .el: valor'' de• CF~¡;,· ·sé ;·aplicaría: una 

solucióri d¿ .d:o K;/nigericina con un pH'\¿~~'~'1:~~~~f~~~~~~~t~'.:;¿_~ <i:para 
•-,-.J'>_L'o .., ~'~~· -' "T-~ :,'-, 

:'..> <· ;·: .:·_... · ·, . . . · : _ , ... ':;._l·:¡~-:::·fr:~,;~ F:<::_3:\\.-:fJi.~f~.:~t-;:~;~r~t·w .. ~.<~'.·~.:,,:·.t;~:.-, __ ;_,-;'.,_~_:,,.~ 0
'· 

determinar• el•yalor de CFmnx se aplicaría" una •solüciói:t:semejari!e¡pero' con• un pH 
. · · ,._," _ :. -. ~~ ~--~ · .. ·· .. - _ -. · _ · > . : -~- :·;~'-;·.'.·~~:>r. ~.;:.~~~~:1~/~:--~-t,~~k:;;·\ff.f~~~r~~~Jrl~~;~;¿~:~f'.:'.4_~-~/-._~-:~t.\~~~ ;;~~:'._i~~j~!Y*~~~~~(~.-~~~º~/;,,: ~·: :~~, -· 

de aproximadamente 9.5. Dadc:i que~esfos.,vafoieS:de:ipH;•sé;:encit'Eintian' en las 
·.· -.. ,,· · .:~·-.·~·.- --. :: . , .. ·: · ,,_ ·,.~'. -_ :· ~ __ ,.: :.- ~ i~--~~·. :; ~~;At ~~~~.~~~~:~\t~~;:~.i~~~~!~:~~~J;:l~\~~~::~·:~'.~~~:«~~.~.:~\: .. ~K~~:;t;~:;.~~\~~t1~~'.~~}3~~~:;:~~~-:.:~~.'.-~~,;~J~i:;·~;~.~:.~·· · ·: ~ 

regiones donde el· CF .. es 'prácticaménte;iridépendierite1del'pH;-;:no 'és!indispensable 

:::::: ::Ij~¡~~j~~i~~~~~l1i~~~;~;,~~~ir:::• :::: 
transformarl()5 vatór~s dé C:Fqe todo;ur(expe~hnent(),CE!lular,e!l val.ores de pH1. El 

valor del pKnc"~:¡.{()1J~~~~~:~C:":~.~~=;¡reri·¡~t~,~~t~dº() ~~ría él determinado in 

vitro (- 7.0). Ú~ rr:~t~dJ d~ caÍib;aciór1 semejant~ '~~ sido descrito por James-

Kracke en 1992. 
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El tamaño y la posición de la región de registro alteran la 
resolución del método para medir cambios en la intensidad 

fluorescente. 

La figura 29 muestra con'l.o las n1edidas de fluorescencias, obtenidas al 

exponer a una célula a soluciones anisosmóticas, se ven afectadas por el tamaño de 

la región de registro. Se aprecia que la n1agnitud del cambio de la fluorescencia 

provocada por las soh.~ciol"lesanisosmótic'as y eLnivel del ruido,_de las señales 
,-,.,-~·.:-.·,, ;.::~:.::.-· .s,.~~·':..,,_-:1;"-, ~ ,... ;.::-~·.-;·- '"" 

dismi~~~~-~;t;~~?~~~~~'··~.J~~~~58~4;~~,iJ-~f ~f~~~~~,~~~~f"~~¡*~~;;)~t~!~i~'if Y:.t~i-f~ci.a" 
de la regió11_, <:fe registro'para'deterrninar, 19s,:c:a:mbio_s:_en:.Jaffluore~C:elicia¡_debidos a 

: .... · --. '. -.- _ .:::.~~'.: _·;~~?t-~~·-1.é~~~{~}.::?:~~71~~:'.-'.~~.\t~~~.~;::.~~l~/'~~:~ Y~ :,'.~~-:~;:-:i~{h~~'.-'~(~if~;;é?~-~~?lh~X~~~~~\(1ttt1;~:{f i:~~~~}§~.'~f }Jt~5~~~f::~r;t::~t~-~~'.Trcl::\ ;.:':, ~: 
mani pula¡fones ••-~xperixnentales,'i:e,\usOc· el;coc~~l"lteTseñal/i-uidó '.; (CSR)';' d~finido 

como loin~icf )~-~:f }'it~t"~f ;~~~j~:~~tii~; ;1~~jtt,~*~iif il~~$~~~-;it;á-.i~"~2n:i~Hidad 
con la que• se:'.-midenfi'los': cambios.:~deif fluorescenéia '.c:debidos a manipulktciones 

::~e:::;11ii~~l~iílllf i~~l~f ~r:: ::::::ed:n·:::. 
determinaciones/,microespectrofluorométricas>;;:del, VCA que es del 3 al .. · 10% 

~ : ~L;~,_;~;~·~~-~;t}.~~·~i~~t~~;~?,F!J;~i:'.~;:t~~\~~4~-;~:~~f~~ 't~~f;~7MSli~~~:~f~~;f :~iill~l.:~'._t~;~~~,: ..::-~~ ·. . · , 
(Alvarez-:-Leef~-imns'et;_a1;r1.2~~)::'.Si_i;_':embargC,,:E?s\iniportante considerar que la forma 

·,:-~ :~·~':·_~:~~ ~~\:~Z-?:~:~;'.~:;.:~L~:Y~1{i~~~·i~;~f~fg1/il~1~~~€5~.~;,gJ~~,~~~~~l:~;?~~:~~~?1~~r?~~~~;~;~1~~~~~,7~:-.. ·, 
y el tamaño celular;·(influenciadosypor. el;, tiempo de diferenciación) pueden afectar 

:· ,_,, :.·.,.::-;-:~"/~··:~t·>· .. ·.~::.~;~~,:~t>~/1 :~'.t·,0c:.~~;-:;_~_~:.:~;~~·-~·~:-~~':·,:~:;r::~ , __ '.·,::!:·:-: .. ·. ·. ··"· ·· , 

el valor d~Ltal'llafi{i¡Ó¡jtin{o;'df;¡1~:\f;i;'~¡¿i:i: de registro, de manera que el tamaño de 
,.: .'.:- ~~::---~-\'.:~};;.y ::~~f -~~::::Y~1rf.~J~~;,~:(~;:~:~3P~~:\t~~~~t:~~;f2T -~- :---

óptimo aquícencontradoü-ú::>;sería\éLmás adecuado para otra célula más ó menos 
-· '.>~".-:;.··'.: ·, ;>:-~-,,,"..:: :-:- .~ ~~-:;:~ ~.-

~~'··~, 

diferenciádá. Por;'lo~:tanto~;o_es;J-iecesario establecer un valor del CSR que permita 

n1edir con una buena sensibilidad los cambios en la fluorescencia provocados por 
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las manipulaciones experimentales y con base en ello decidir si determinado 

tamaño de región·es.ono.adecu.ado:En·este caso~ los.cambios del VCAde una 

célula expuesta.··a. soluciones moderadamente anisosll.i:óticas (.;:; ± 8%)·sori alrededor 

del 8%.Si.s~C:¿1~~icl~~a··~~~-:~l~(r~r·~~r~i'.~~~·~~i'~s~~+~i~i6~es del·vcA es del.1 %, 

:~:~º~.~~~~~(~~ll~f ~¡!l~l{t~l{f~41r~:·;b;::;~:;":;:~:::.: 
obtenidas .c~n•,un~~am7¡;0-de~.r~~ión\qu;E!';tenga)un·CSRd~iabm~n.os8 •• se.••fodrían 

resolver'ca~~~:~~·i;'f!~.'~~1:~~,~~~~'.~i;~~~~~~i~~,~·~._'.g~~'()·•·1·~in~~~itr~·~I~·:~~~;a.29B, 
el tamaño de región:• deí-iti-o.·d~l ra'ng~··i:te~3.~cimo% <l~I:~úi~~8~~~ii~}~¿~ü~foJ:c6n· lo 

anteriormente expresado:····El'•.::1'gi(r~~ii~~~J~~~'.fese:•,ratj~~)~~.\~;J~1-1~~nos 15 

unidades, lo que indica . que '.l_as'"r~gibfies;, i'ri~tl.li~éls f ~h/~~~. i~~~(). b;indan . una 

sensibilidad adecuada para resolver. c~~tios'en eLVCA Ú,:~fZsC>.dell % .. 
., - : - - .".. '-~ ... ' .; ~-- -; ' ; . -_ .. , .. _, ,·; . ·.. '. . 

mejor CSR es en la zona cell.d~r d~ Ülayor.intensidad;flÜ~rescente (véase la región 

2). El desplazan~iel"lt~;de, Íél ~egi6~ •. dE! regisf:r<?' l~~~!~}?'b:~; ~ª~él~celular distorsiona 

las señales fh.t6r~~cen~~s hasta dejarlas in~ersaseh~eil"uido cuando la localización 
••• ·--··._. • • • ••• q" •• "·: ••• -: ••.• 

de la región es e~la pikriferia celular, Est.;distb~si;;n p~ede explicarse por la salida 

de la célula del ele1nento ópticode análisis0 

Lo anterior pern~ite concluirque el tamaño de la región usada normalmente 

para medir los cambios en el VCA mediante técnicas espectrofluorométricas, 
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permite resolver cambios de fluorescencia resultantes de cambios incluso del 1 % 

del VCA. Por otro lado; .la posición óptima de la región de registro es en la zona 

celular de mayor fluorescencia:. 

Precisión 

En este trabajo se determinaron dos tipos de precisión: a) entre ensayos y b) 

la intermedia. La precisión entre ensayos perni.itió evaluar elerl'.'or.:'d.e medición del 
< • ' • - .--,~---._: ~:-< ... -~~~::_--- > ·-:·_1·_·._ 

VCA resultante de la.·corr:J,c~.~n de la deriva de. la flLióresC:'e~cia:.y·tó.d~s las 

~~~~:~'.~f~:~l!li~f !i~~!!llll~1!11~1~~~ 
::::::;i~~ij~~r~~~~~if f~f¡~g~¡gf¡iJf 1:f :::,:::~: 
fluoresce1~t~s; ~J1'~~~~,Í~~;i'&~'.~'Z}¿~ ;~~scr~ta en ~st~ -J:ab~jC)>~uede emplearse de 

:..J-

manera confi~b~~;(:"~];,~"~e~cionar, como dato curioso, que la precisión de un buen 

osmómetrÓ del~bor;,.torio es de alrededor del 1 %. 

Se ha encontrado empíricamente que para soluciones ligeramente 

anisosmóticas Ja's·células responden como osni.óni.etros perfectos. Este es el caso 

para soluciones'.10% anisosmóticas, por lo que los valores de VCA de células 

diferentes expuestas a un pulso anisosmótico idéntico deben ser comparables. La 
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variación entre tales mediciones se estimó por la precisión intermedia. El 

porcentaje del, c,v. para este caso fue• de 0.87 para la solución hiposn-.ótica y de 

1.01 para la solución. hiperosmótica; es decfr,·éxiste._,urni•'.variabilidad· un poco 

mayor que en ~a ?~e,c=is,i?:~-. ~~~~-~h~~~~~E~s~b,~~-~f~~~~l~~~~~~-~~~Í~~.~q~e, dada· 

::,v:::~il.ª~"~~t~{~~if ii!~~W~i~~~~~il~f l~f §~~~~~f f E:":~ 
·, ~~::~J:>_.:··,-:·Y·:.--~:~'.~~!~~~~-:;?_:.::;: ··: r;:~:~t/:;:- >"··-- _.· ··:··.¡: ~é:'" ·--·.-¡'..-·-. · · -

lineal, es, d~i:i~·,u~;~ f~~p~~~ta~qti~~~o' sigue la ley :de V ~~~t J-IÓf i. ~in. 'ell"\ba'r~o, este 
"'<º';·,: f.;··-_··.·-·: :~;·-i·'.-

grado de error, es;ác~pt~·b1e-:eri f~n.ómenos biológicos y pore:1:1de par~ fos usos del 

método de mecÍ.Ídj,~ t1"~~~do en. este trabajo. 

Exactitud 

La exactitud se calculó con el fin de determinar qué tan.to se acercan los_ 

valores de VCAcalc~lados n-.ediante el tratamiento matemático.de~crito en. esta 
' .. -... , ~;~~t.:·~· :=- ~. ,~;t . 

tesis a los valores .d.e(VCA predichos por la ecuaciói:-.;:~:3~: ql.le; describe el 

comportamie~3tto ele J~ osrnómetro, perfecto .. jaI•~;ec:ac~~h;~f¡i~¡~'¿f;:.qG~;el .VCÁ es 

idéntico a la ·.i'riversa_· de,l~:~~~5:i~;Dt~~i~1~~i~·~i1~JJ 0:.:~·~,,·•,;t~~f~~~~&~;j~i',l~:cual ·son 

sometidas las células, por lo,tantoj'esüiosibie/de~erinil"\arJaexac~tud;delos valores 

::,:::::~:~::::~::~~!~tii~f ~!~~~:~::~:~::~:;::: 
hiposmótico fue de 99;4882 ~·1~·03'~¿:~ '(M~di~ ± CV) y para el pulso hiperosmótico 
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fue de 99.3805 ± 1.2114 % (Media ± CV). Esto es, la exactitud del método es 

aproximadamente del 99%, lo que representa un voto de confianza para su empleo. 
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CONCLUSIONES 

1. El punto isosbéstico del BCECF medido en el interior celular es de 437 ± 3.7 nm 

(n = 151) .. Este valor no dista significativamente del rned.ido en'·una celda 

espectrofluorométrica (438 ± O nm, n = 3) ni del valor medido ~r;i ía'·cámara de 

experimentación (437.5 ± 1.64 nm, n = 44) atravésdelsisten-ia.ÓpticC>ii.tilizado 

para - Iás. determinacio~es. i11viv.°c. (Nikon_ .• Di~pl~~(.t;&BJl~.~~&~r~i1~\~j~~:~~;~n~r/S4o, 
AN 1.3): El-análisisde-~~ria.nz<t·d~las __ ._tres dete~ITiinaci~ries)i'lós~o·qLte~ohay 

~':;:c~:>s';:~:f :t::nE:::Z7~:Í~~[f ltrib~~Jl~r:~±:: 
concentradó~~ cie~"'~ol~t~i~~~ ~~_el ,;s~;cio,inh-a~:;~ja~_'-~s~~t

2

~!~~i~s··~ueden a 

su vez en~pi~ar,;~-i>"~~~,~~i~Üi~i~h~ijj~j{¿~ ;l·-.VG,¡'., >. 
, ·;.,,.·,. ·",, :. • -.-::«-;;-5 ";.:>~ :~,·-:-'·~;:: r :.<;,~; _,:,_.-~--;",'' "'if·:. -'.-~·\'.'.;' 

;~·: :_5}:.\1~ -~ _; :~- -(~{:~:_ il.: -~'-"¡, ___ ·~ -; _· '. __ _ 

2. La sensibili~a,~}'~t/~J-f t~-~~~I~;{~~~j~~~~fr~~~ del:Z:BS:ECF ·y las Rropiedades 

espectrales d~l ~"liStUO~b:sé:a'f~~t~h;~~d;~~e~Cl sigÍ-lifica'tiva p~r las_propiedades 

ópticas de~.¿~st~~~-~~~~f;~:~::t~~'.Mfi;~~~~t~th~~i~~~s intracelulares, ni por el 

medio citÓplás~icC> d~ íéls ~él;.¡1~~ 1'J2'.losi15. 
"'. 'e· •, '. .. _,.;.;:-,·!¡.·_;_,'··-:·;··· ·;.-.o,--,·-

3. Para que el· cocie:nt;; .de:fluorescencias pueda utilizarse como un indicador 

selectivo a. can-ibios en eLpH, las fluorescencias individuales (que forman al 

cociente) deben presentar un comportamiento lineal con respecto a Ja 

137 



concentración de BCECF y la ordenada al origen de dicha relación (F versus 

[BCECF]) debe ser cero. ·El cociente de·fluoresceric;ias· empleado en el presente 

trabajo (obtenidas:ai exEitar; al.JBCECF~t 450,~·Y·4~s.~).--minple con esta 

condición~. e~~~~cc¡~~~ :;:;•~J~k~n~~~~~e'.~\~~;J~::~~~~~;~~~¡ó~·'.J~F~ii~~~~t~, .por lo 

que, pu~d~·· ¿ikr~·~·~¿,~~\i~~íii'di2~<l6~'~~1~~-~iti ci~'l~~·t:~•iJf;¡·l:);;~.\'e1·;H1. 
~-. .. '.:-~~/~,·:;~-'. ~[·¡: .F¿-.<: ;:~:¿~~f-~:-~;\::;;~ :-_ ;':~ -~,'l:~;_·.; .. _:_.'--,; 7~;-~· ' ~-}> {-·;-- :,/}· ·.~.\·--:-~o. ~.(:: ~"~~ 

.;·.< ·:~ /;;· .- . ' -1\· 

4. Es posible . ~~t:f~ái~ ~t~~¡~¡'h?~fuj~~~ ~~~bÍbs' ~:;· :1 ycÁ~y . en el pH; 

empleand~ ~~:~~~~~}~fci~~h;ih~~2~ti6i';i~~iiJ2~¿{~~~· EiJse'~uirni;nto del pH1 se 
_ ... ,·:-~~-\:-.\\> ~~:~~~-:-~i:~(~~~"~!~'.:~~~-~: ff~j:-_::.-,:;·:::~~-~ .. ,~it:·_~ .-e~+{'.~~L~:-;;\~,;1 __ :,:· ~:-~r-~. -~::;;- ._, .. _ ... : ..... ,,- ....... ~--~:-~:.:·':~·: -.. , .. 

realiza cori el.C:o,c;=}énté!?e:}~s}lu?rescen~if}!;:r~~iiltantes·.dé ~xs=itar·al colorante a 

:~º:::t2~~~f~~~1¡¡~~~~Jt: ,.,;~1~é•~"; c~fl ·la· nllore""=ci• del 
.. , -:·· ;":··· ,,., :.,,,_~.· ;,"" ·.~. , . -; 

. ,,';:: , ;:.~ ~'".- ~./~~f~~ ~ ·}·,.~·i» . ' .i<;' 7< ·:~ .:~."/-.. . ''· 

' ':-''.~' <";_:·.<:··,: ~-·' \'·< 
.. :::. .. :·.:.e·.· ,~:·::,.:': :;:{-;;~/;ú'., -~;''.- .... ,'. ·/;·.<.'<, . . 
'."··.·:.-·:··/<~:'.: :~·.:· .; 1 •• ,,,-_-,,.~.~\~:!~'.~i·(:~~::, .. ;:,-. -... :·_.:::,-·'-.-. ,_'.. . ·. ., ___ ... -:'."•_','- ;'': .' 

5. La sobre-;~sp1:1,~<lc~~ri~~(,?! f>:I.~:F 1;,:~sa.l; (:,]:,se~yai:I~ cuando. E?l BC::ECFs~. c<tlibra eón. el 

métoclode~i;c:;"}¿f/Ai~~~i~i~~:Mé~~l~s~éÍula~ ~studi~d~~}ci,~'0;16•.ti~iáa~es de 

pH. Esta.~• df~~I;ªs~}J:~~J:d~~~t~~~t;· ·,aenti6 :<le1 ·.·-.r~~,g~;1_i5!~l~~fc()~.~1:d~':,i~terés 
experin'le~tri1~\¿:2/.:;¿;;8)~JYE:o~oi:iendo . esta difere~~i'i e~,. f;~~i~1~: borregtr ias 

. . . -·: ;.-·,-·,:-,.~,·=--. -,_;~' . ;,~·~'- ~- -:.· ... ~,,_ .. __ 

medidas Cié pl-Í;·: obt~nidas mediante del método' d~·~lÍ:~ J<+/nigericina, 
·. ., '"·-,. ... , 'º'· -. ._ .·' . 

obteniéndos~ n"'l~yor exactitud en las deterrninacion;,;s d~ pH1. 

6. El tamaño y la posición de la región de registro tienen influencia sobre las 

n"'tedidas fluorescentes usadas para determinar cambios en el VCA. El tamaño 

de la región del 3 al 10% del área del cuerpo celular es lo suficientemente 
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sensible para resolver cambios en el VCA incluso del 1 %. La localización 

óptima de la región para medir las señales fluorescentes es en la zona celular de 

al excitar a!BCECF.en su punto isósbéstico a cambio.sen el VCA son confiables, 

con una precisión del 1. % y una exactitud de;..., 99 %~ 
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APÉNDICE 

l. Comparación del pH medido con el potenciómetro y el predicho 
por la ecuación de Henderson-Hasselbalch 

Las soluciones para detern,inar los espectros de excitación del BCECF tanto 

en la celda espectrofluorornétrica como en la cálnara de experirnentación sin 

células se prepararon por el método de diluciones recíprocas (véase pág. 47), el 

cual consiste en n,odificar escalonadani.ente el pH de una.solución de:baja acÍdéz 
·'. ·.-_·,:· . :!:.;'~~:;;, ' ., __ ···:: 

mediante elreemplazo de alícuotas sucesivas de ésta con alíéucitaéÍdénticasde una 
• • .'· -'-·. -· • • • ' • _.. • , •• • - • ·-·: •• ' -- 1 -

solución ·dé: alta iacide:Z. /Cada)É!scalón .:representa'.;una'.·soludó11.;. denominada 
- ' ':~· _:_>-~-. ·-, '::·:-:-;~-. •" ;:. -,.: ;, ... -·- . '. -· ' .,_,. -. ' ; . . ·' -\ . '·'' .-. .· .. ;. . . - -. 

solución intÉ!rméd.i~~~¿o11..iin:!='tt<li~tÚ1td;·. 
; ·- -~ 

'"- ,· ·,,,_:~_~:, ·, __ - ·.·.~:·-.--·::·:.·.:-· -:<--'. - :.. .. ._ -
_:~~t- . 

Para c~l~~irir' él• ~H •cl{e.lassoluciones intermedias fue preciso conocer la 

concentración dE!fta~~pÓi{ dc:i pH-É!rripleadó(MOPS) en las soluciones de baja y alta 
~-::-~ : _;-, --...=!".•c.-~---:·-. - -- l. 

acidez, tanto d~ ~ti ic:l~~a'á¿¡~~(HT)'¿6itio)¡;¡_ d~~us~l' (T~): Para ello se consideró el 

equilibrio de disoci~Clóid~l,ta~i,~;óri•éte~prl;(HT): . 
'. . --~- :;.: .. ~. -~-~--- _,.,~ ~-···?? .. ~i:: > .. ,,,. .. 

':·:·:···.:. ".:· 
del cual la constante de equilibrio es: 

K 
a 

[r-][n+] 
[HT] 

Rx. A1.1 

Ec. A1.1 
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que puede escribirse en forma logarítn"lica (ecuación de Henderson-Hasselbalch) 

de la siguiente manera: 

Ec. Al.2 

Ahora, dado que la co~centrác:ión ti:itii.'ó:ieÍ tampón (10 mM en este caso) es igual a 
- ·_ - .. ':-:~ ,- .----~. · ·.:'..·:::· ~·1:.~-- .7:~T<~:::::~·:-.- :....~~?---:,:·::·,.··._·._·,-<~' ' - · . 

. ;,J 

la suma de [T~] y [HT], enton~es: . ··• ... 

·_._[r,_-J·~•í9~ [I;irJ; 
. . . . . -

Sustituyendo la Ec. Al.3 e~ l~ Ec .A.i.2}se ~btiene: 

pH=pK~ +log 1 ()~J~T], 
[HT] 

finalmente resolviendo para [HT] se obtiene:: . 

... tb . 
[HT]= . , 

1 +10 pll-pK. 

Ec. Al.3 

Ec. Al.4 

Ec. Al.5 

La concentración. del tan"lpón no disociado ([HT]) presente en-las soluciones 

de alta y bája acidez. se calculó mediante la Ec .. A1.s~ Una. vez .conocido· [HT], la 

caneen tración d~l anión. ([T-]) se calculó n"\ediante la E_c; ·A,1;3 •. 

Para con'ocer. la concentración de HT, en ias -. soluciones intermedias, entre la 

máxima y mínima acidez, se usó la sig't,1~ente e~presión: 
' - ' •' :,•; v''-

Ec. Al.6 
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Donde: 

a= Volumen de la alícuota 

n1= Volu1nen de la muestra 

C1= Concentración de.HT al pH del cual se parte 

Cm= Concentración de HTen la muestra de alta acidez 

intermedias.secalcúlórnediante'la Ec. A1.3. 

- ~-: ~><~.·._i;:;~~}~:~-;~/? · .. ->_::</ :': .. -·-" -' 

Finalll}~nt~>~ai'~ calcular el pH de cada solución intermedia se usó la Ec. 
. . . ., . ~ . . 

Al.2, en la cual se sÚstituyero:n los valores de [HT] y de [T-] previamente 

calculados para cada caso. 

Para establecer qué tan adecuados eran los valores.de pH calculados de la 
- . . .. . . 

manera anteriorme~té descrita, se prepararon varias ,solt.l~iones. de diferente pH 

ernpleando el rné.tC::Ído de diluciones recíprocas; a-C:ad~.-solución se .le midió el pH 

con un potencf¿~:i~tro (Accurnet basic pH iij~;~·ij~¡;,i~ri~c:l~ntific) y se compararon 
·) .. -.. ·~~·;;:~···· .. •·; .-~·,· ·-- . -,, '., ; ',·-, .. ·:: :,···:,·:-.'~;·~ .. ,_'-~;-,;;v··,_.::·-·.< "··: 

los pH calcul<laci~'conJa Ec. A1:2, E~s.~61ú~i~~~sextremas en esta determinación 
·>_-··: ·; :.-- .. ~-·¿·;·,-. ----~>~·' ... :~:~,?_;·;:~s-:~>:'.-·;iJ::'./·_.)'. ,:.:-~->--<¡· .. 

tuvieron valor~s d~.·:ptt.'(medidos.C:On'!eFJ'dte:ic::iórnetro) de 9.6 para la solución de 
.. _·;_ - ; ~- ~ -

"baja acidez" y· cle':6 .. 3 l~ soludón. de'·"~lta acidez". El pH de las soluciones 
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intermedias n1edido con el potención1etro y el calculado se muestran en la 

siguiente tabla: 

pH inicial º/o reemplazado PHPOT PffHH 
9.60 5 8.60 8.50 

8.6 (8.50*) 10 8.04 8.02 
8.04 (8.02*) 15 7.68 7.70 
7.68 (7.70*) 20 7.39 7.40 
7 .39 (7.40*) 30 7.10 7.15 
7. 1 o (7. 15*) 40 6.84 6.9 

* pH inicial predicho por la ce. Al.2 
Tabla Al.1. Con1paración del pH n1cdido con el potcnción1ctro (pHroT) y el pH obtenido mediante la ecuación 

de Hcndcrson-Hassclbach (pH1-111). 

La prueba t aplicada a estos datos indicó que no existen diferencias 

significativas (P=0.9927) entre el valor del pH calculado mediante la :Ec. A1.2 
·. '-.·:··, "' .-.-. . . . . . 

(ecuación de Henderson-Hasselbalch) y el valor medido con el potenciómetro; 
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11. Derivación de la ecuación para la transformación de las señales 
de fluorescencia a volumen celular acuoso. 

Esta derivación es esencialmente la rnisma que se desarrollo para 

transformar señales fluorescentes la calceina en cambios en el VCA (Álvarez-

Leefn1ans et al, 1995). Por principio, se asume que existe una relación lineal entre la 

cantidad de colorante intracelular y la fluorescencia total dentro del campo de 

análisis;: ind~pendientemente de que el colorante .. se encuentre :.atrapado en 
; - -' -- ". - . ;: ::_< .: ·:- ' ·. ·; -. ' . 

cornpartiméntós' intracelulares,• enlazado 

suposición implica que toda la fluorescencia provfon~ del colorante, de manera 

que: 

KQv . 
F=--.T-;' 

V 
Ec.A2.1 

Donde K es la constante de pr()P()1:"cic:)1ialidad relativa a .la cantidad del 

colorante (Q) y a.la intens,idad .total,de):ú1~re~cenCia.~(¡:'); v: es el; elemento de 
.;_';-·o:;.'·'"; 

volumen conteni.do. deútr~}el cafiit~'.~.i '~~~~f:~iiFéÍ\~'.~'~1.·~.~tá.··~~'t!rf b~~oi por la 

~~:~~~~~:;¡~¡:1~~f itl~~~,~~~{~~~~!:~~::~ 
homogéneo, 0-;µ~~~Ji'!~:~if$i'~1.l~~n citoplásmico. Si el citoplasma es heterogéneo, 

entonces es improbable.que v sea representativo del volumen citoplásmico total y 

la identificación precisa de VT no es posible. Ordinariamente, vr debe ser 
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considerado como una porción hipotética del citoplasma de la cual v es 

representativa. Esta definición• de VT puede no. ser satisfactoria, pero es quizá la 

mejor que se pu~de haéér:.'uná s~g~nda suposición es que Q es constante y no 

existe redistrihuciÓn><l'~} cl:>1;6;~~te dentro' d~ ·los compartimentos intr~~~luláres o 
·.~ ·. 

salida del mismohac:ia"el exterior e:·elular:. 
'':. 

Cuando se, aplica.: ~ii- ~arÜbio > osmótko. · ª· una célllla . ca;g~cla con un 

fluoróforó, se. ~egish-.;n• lj¡ éa'.Üibios . eri fa fluOrescencÍ¡'}r:~att.J~ ·:(F-i/Fo). Sin 

embargo, pa~a·.:.tr~tjaj"ar.• .. c~: •••. ~~i·~~i~f~~.F1iL~iti4~---~~~Zii~~~~~i~~l,~bi~·-·.;._ ... presión 
;~-'~· ': ·- ·~::-· }- < -~;(" :::':;?·:-·:·< ~~,~-~:-~/,··~'./;= ·;~·;-~-'.-.. :-~/f ·: :~:(-·:~ \·;<;{·:-::, .. ;,~_:_:,:· .::'.:) }:~~-}r::~ '.~l:~::;:~:'.-~,'.:::j'._-,,:,~~: ~·--~~~";;·~---~!'.;-~ __ : ; __ <'./·:,:-, , 

osmótica .• externá ·~5- conveñieii.te: el empleo id e.; la'•. ·reCíproé'a/de ·la· .• fluorescencia 
~,-';·.·: i.\·::.(;: ··>iS, ·· .: .... ; -----~:-·,- _·¡:, :;.:_7 __ ,:' 7 ~/_:>' o·,~.·· "_ '··:::,:o:··;;:(;;::- : ~\-,~- .:º·· 

relativa (Fo/:FT)~ ct6.ii.ct¿Fd esfl~•fiJ()~~~¿~i:{~j~ en la éoncl.iciónico~tról y F-f es la 
' ... _-; .-. ·-·~,:\'.~>)"{'.:<·:'.';;;>'-:';:_ -::",,_"·. " ;,-:_-;_ .. ,-· -. -~·.,.-;. . 

fluorescenC:ia en la co~dicÍó~cexp~1.:irnenta'I; d~ ~anera que; con.base en•la ecuación 
.. - ~ .. _. ''-:.~:~;--. 

A2.1, se obtiene la sigÚie1~té relación: 
. . ~ ·. ""'' .... ' 

Ec. A2.2 

Dado que Q, v, y K son constantes: 

Ec. A2.3 

Ahora, VT es la suni.a de dos fracciones de volumen: 1) el volumen celular 

acuoso en el cual se diluye el colorante en el citosol (V0 •) y representa la fracción 
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que responde a alteraciones en la .osmolalidad externa; 2) la fracción denotada 

como Vb, que no cambia con la osmolalidad"ext~rna y· representa el volumen en el 

que elcolorarite e~tá enlazadóa;proteínas u.otros componentescitoplásmicos ose 
, . 1~· - - ·,., ,· .. · '., -._ . ,· :~ :·,• .. ·.,., 'o-,,.,:,~_:;;·j .. .:;-·,···._,-.:·.;.>:--·· - ·:-~·~;:,., ,_ "~ ----~ -· - ··- - - - - ·-. -º 

~.n:::'.::f ~~%~l~J~l~~Yi~llt~;~1l~~~~~:if~i~:~:;:~::~: 
osmolalidad· .. · .. exterria·'.Y::.otra,~.quej'próyienetde;:"Vl>,'..,que•·es}indeperidiente .··de la 

osmol~Úda~·'.:rx~~:~~-;~, it~~i~~;~~á!i!~;b~'ikf~~ti~o~ ~Ll~cie cinsicle;~rse constante. 
~--,..;v,; .. -•:.;,: .>-·,<>: -~~>~~(;·.:'.;.-'.~~:'" f,'::·~::}<?~·2-· ~";" _:-~~;;.-~·,.' ~~; -

Dado qUe lo: .ifflR:~~ét,~r;€~~tf~:':$I"~~t~~·~-s~.fü~-~~s;\~nV~;, es ~ec~sario su~traer .la 

fluorescencia que é:o~ienti! d~''S<4~'#§~~ti~:. 
Ec. A2.4 

y definierido los compm1.e~tesde\H·'c()~1"~specto al tiempo se obtiene que: 

Ec.A2.4.1 

y 

v: = V;• + V.h, Ec. A2.4.2 

donde V 05o es el volumen celular acu.osos en la condición control y V 0 "T es el estado 

estacionario del volumen· celular acuoso alcanzado después de un cambio 

osrnótico. 

Sustituyendo las ecuaciones A2A;1 y A2.4.2 en la ecuación A23, se obtiene: 

F 0 = vh +v;• 

FT vh +Voºs 
Ec. A2.5 
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Para pequeños cambios en la osmolalidad externa, V 0 • responde idealmente, es 

decir, de acuerdo con la ecuación de Boyle-Van't Hoff: 

Vº·"' =v'os; ~o , 
T O ' Ec. A2.6 

TC T.· 

donde no es lá presión osmótica: de fa ·solución extracelular control y 7tT es la 

presión osmótica de la solució¡.,_ de prueba. 

Sustituyend.o·la ecuación A2;.6 en la ecuación A2.5, se obtiene: 

rearreglando, 

Fo 

FT 

vb 

vb +vos· .. o 

vos 

+ 
. o 

vb·+vos . o vh+vos· 
. ," o .. 

TC O 

TC T 

Ec. A2.7 

Ec. A2.8 

Sustituyendo la ecuaciónA2A.1 en la,ecuación'A2.8 y rearreglando, se obtiene: 
. : . . 

.· F 0 =[ i) :; .. ";e 0 :J• + V; .. 
F ··· ·V . . ·. ·TC_ • .• . 1./ 
'T ·. ·O · 'T · . O 

Ec. A2.9 

La ecuación A2.9 es una. línea recta donde la fluorescencia producida por la 

fracciór1Vb/VT0 es la fluorescencia."de fondo Fb. Esta última puede determinarse de 

la intersección de la gráfica.de Fo/Fi- como función de 7to/7tT donde V 0 •o/VTo será la 

pendiente. 
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La ecuación A2.9 puede también expresarse en función de rto/ rtT: 

~ F VT 
~ = __ r ___ o __ Ec. A2.10 

7' T V·a~s_ 

v; 
sustituyendo la ecuación A2.4.T en A2.10 y rearreglando, se obtiene 

F o -----
7' o Ec.A2.11 

7' T 

Para normalizar, definamos a VT=l, y la ecuación A2.11 se transforma en la 

siguiente: 

Fo 
. ---Vh 

7' o = _F_r'-·---- Ec. A2.12 

7' r 1.-Vh 

de acuerdo con la ecuación·A~.1,··F_b pJ'."OYÍE!ne de Vb, que es constante, por lo que: 

;'.·;º ~;b 
7' o· = _._r_. ___ _ Ec. A2.13 

7' r' •. • 1 ~fh 

Se ha demostrado experimentalmente que Fb, determinada a partir de la 

intersección de la gráfica de Fo/FT como función de rto/rtT, corresponde al valor 
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inedido por perm.eabilización controlada de la membrana plasmática con cx.-toxina 

de S. aureus (Crowe et al., 1995). El cambio en la fracción osmóticamente.activa de 

vr, es decir v0 ,;;.¡v<:>;o; p~edE! ;;<1ic1..1'ía'r~e~on l;;. siguiente ecuación: 

Ec. A2.14 
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111. Calibración de puntos nulos 

La técnica de los puntos nulos tiene su origen en las observaciones de que la 

exposición de las células a una base débil como el amoniaco (NH3) produce una 

alcalinización .intracelular y que la exposición a un ácido débil co~~ el;pl"g~i~rii~~ 
' : '.;:-, .-,' :~ :, . -. . . . -. 

(HP) prodt.ic;;,;,;una acidificación; por lo que se supone que la• fórmaSrteÜtra de 

ambos' se•·eq~ÍÚfl"~ rápidamente a través de la membran~ c~i~1r~)1·~í;;i;é\~lr1~,· i~s ', ' 
. · .... -~ :-.::. · .:::~- _- _ .·__,;:.: -·" __ :·,._._. · . · · :-. · :-. _ /: _· ;_.f;:~~";,J X'.-,-~- -:~~;;!-~~·::~·i/,,<~-~-~-,-\· - ·,:_·_ 

:::::·n;,r~~;f ~f,~~¡7¡m¡¡;gr~~~r~f~IW,~i~~~~~~~:~º: 
que la const.;ri.;~-,'d~·~~~~:ci~¿fori (faj_:af:~~bÓs;~~\Úa{Il1~.f'.~~ §f/~1/~~te~ioJ:;y en el 

interior• de· l;~:céfo~_c1;''C1e;'•tal ;forma iqüe; irideperidienterrie:l'lte'del ;i~ci.o ·de la 
. : . .<' 

membrana ~ri: qÜe 'se . encll~ntre • el ácido' o 'la 'base débil, siell1pre se.· cumple el 
. . '.· '~ :~ ., _ _. .', :. ~'.' . -

siguiente equilibdo: 

Para la base: 

Para el ácido: 

KuB 

[NH 
3 

][H +] 
[NH;] 

[NH+ ]= [NH3 ][H+]. 
4 . . x 

aB 

Rx. A3.1 

Ec. A3.1 

Ec. A3.2 
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HP * P- + H+, 

K - aA 

K [HP] 
[p- ]=-·-ª-''--

[j¡+] 
. . . . . , 

Rx. A3.2 

Ec. A3.3 

Ec. A3.4 

De las reacciones anÍ:er}ores .se'.dedti.ce que Ja producción o consumo de 

protones como cC>nsetuéri~úi,'<l.lii/i~.er;trad~-delHf>o -·del.NH3·~· la c_élula está 
. ,;;._:_: . . '·'· -;;:.,.. ·, ,,~_ ~ . . , ' ' . . . . 

determinado_~ ~¿rs.~:1·:~~~e_~~:0·~~jj~J-~~1 ~t.~~A;t7;~r\~~t·i~~i?''.J)!~:~/;~~5;~~-;~~¿¡t~f~:1ªs.,- no 
cargadas; de :manera rqúe;si::se·•aplican;simultáneamente :estas·d_os isus_tancias ;a -una 

concenttaci1~ ¡¡¡~~~~7t(;~~~~~trt\~~~~~~,~~¡rt~~~~~~~!~~e'~~c4~ Pº' 
lo tanto. no. exista)un'j'carnbiq nE;to'•en~la.1pHí' (ést~j:es;elfdérióniií:tadoipuntCJ_ núlo), 

'' ";·~::~o;' ·:, "':.· ~:~::"•. ),.(~:. ~~/:;~> ·~:\~~~: <. :~ ¡:,~: • ,.·. - . , ... ~:~:,_~, ~ );~. · : :,~.~~~'.~': ?·:.~;.~:~~~~~:~:~.'.\i.(·. --~-· '·:"}~,f ~~~~1if~.~~-~t~:~:::··~:~~:::\.~(·~~:·;_ ~-.:. ·. ~-
en tone es es" posible" deterrniriai; _el r:vaior: del¿pH{~a ~.pari:ir.;de ¡ las'éc'émcentraciones de 

-_ :: -.;.: ~-~- ~f)t~; <-~>\::'.~::F~~i~'.~~{1t:~::.~·:~-I0;(t· '.~ ... " ·<./:i~,i-:·::~:: ~::~.: t~r:·/_:~ :_:·\:\:)?.'.0?~:~~<.'.~~~·:2:·--:'.}:N'.!i-:~:~<f·~:})~-~:~:·~t1~~<·: :-,~·::--.-·· · · .;; ·. 
HP y de Nfü aplica?¿¡_s;c'C>,ribáse en el_siguien,tera;;!;cfríamiento:·< 

~ ,·,:-:?=".>-:··. :,;,:' .. ,::..:·· ... '::,;-.,.-~,~-..,_::_~·. """~" . _;-;~- " -:-;-, .-,-__:' :o_:~ 

- ·-<.;;;( .~:~ ·-¡(::•, -'·''..:_ -·~--·~<:·~-~:~·: :.~·:;_~-;~. >" 
.~:::_:·'};,;~ - .---.. '.<- - ' - - -",-• - - -- _, C,' -

Considefarii:tti q'ü~ eFHP y eLNH3: se' equilÍ.bra'n rápidamente a través de la 

membrana pÚ1sn-í·¡fic::; la producción o consumo ele protones (H+) se da como se 

ilustra a continuación: 
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p
+ 
H• 

Figura A3.1. Esquenin que iluStra el ·fundamento de la técnica de los puntos nulos. El drculo de la izquierda 
representa unn céluln expuesta o uii.ri solución que contiene una base (NH3) Y un 6cido (HP) débiles. El círculo 
de Ja derecha esquema~iza el cquilib~i.O trintc:> del NJ:-f3 y del HP a través de. la men1brana celular. Nótese que al 
entrar,. el NH3 consume H+ fornlañdo el ión am'Onio NH.a•, mientras.al entrar el HP, libcra·H+ al.formar su pnr 

conjugado P-. .-:.~:·~<.\"} . ..-: ,::(}:<~.-~.·~{-:·"' "'" ··e,,~, . -· 
V . ~· .·. ~-

·"'· ~-·~;." -.-;··.;/?·;·';.:.~/.--:·; <>{>' " 

Si se reto~.~·/j~;~i~hi{¡i;X~~i~~~;g,t'n;~:c::brff'~~~·~~f~;~~n~i;,~(~~.?j,~s·;J~~j:{]:e~···será 
equivalente al "consú#:t()'',•'.<;.ie•lósjfuisinós~([H~]c)PConsiderandoJa·,,esteqúiometría 

. .:_;¡!' .. :' \':.-·_.·,- "".; .. . 

de las reaccion~s d~;di~6ciacÍóJ:Í en equÚibrio (Rx. A3-1 y Rx_ A32), se puede 

afirmar que i~;g~~~iaC:ión del: ión propionato (P-) y del ión amonio (NH4+) en el 

interior celular será exactamente igual, esto es [P-]¡ = [NH4+]¡. 

Por lo anterior podemos entonces igualar las ecuaciones A3.2 y A3_4: 

[NH 3], [H + L 
K un 

K aA [HP]; 

[H+ L 
Ec_ A3-5 

y resolviendo para [H+]1 tenemos que: 

K K [HP]¡ [H + 1: = a .. 1 aB 

[NH 
3

], 
Ec. A3_6 
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KuAKun [HP]; 

Aplicando logaritmos: 

=~[logK 
2 

a A 

[NH3 L 

K ª"Kan [HPJ; 

[NH 3 ], 

[HP]¡ 
+ log Kan + log [ ] 

NH3 ; J 
-Jog[H+ ]; = ~ (-logK 0 ,, -JogKan -Iog [~::\ J 

pH. = ~(pK .A + pK n. + log [NH 3 l J. 
' 2 a a [HP];. 

Ec. A3.7 

Ec. A3.8 

Ec. A3.9 

Ec. A3.10 

Ec. A3.11 

Ec. A3.12 

Como NH3 y HP se equilibran· rápidamente a través de la membrana 

plasmática, entonces .[NH3]¡ = [NH3].;'y [HP]1 = [HP]e. Por lo tanto, la Ec. A3.12 

puede escribirse: 

1 ( . [NH3 ] J pH. = - pK ,, + pK 
0 

+ log " 
' 2 a a [HP]., 

Ec. A3.13 

Esto indica que si la producción y pérdida de protones dentro de la célula 

con"\O consecuencia de la exposición al NH3 y al HP, es de la misma n"lagnitud, 

entonces el pH; no se n"lodificará y se podrá calcular su valor a partir de las 
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concentraciones de las partículas no cargadas en el exterior, mediante la ecuación 

A3.13. 

•. ' . 
Con el fin de encontrar. el punto nulo. experimentalmente, las células· se 

exponen a solu~iones i~C:Ísrnótiéas '. contenie1~do 'cor;c~nt:r.aé:ic~mes ,dete~minada~ de 
J :··~ •;,_',· _ ... :~ ·,.··., •'', 

HP y.deNfu (solucim~es nuJas):calculadascon base en la Ec.)A3.13:A. cada 

::~::::~~I~~·~t~~tt~tj¡,l~~~~~1~~l~f ~~1i~~W~~~~~~~t~t :: 
producen cambio neto, de [H+] .. De'·manera•que,·~1 pi,.m,to ~li-llo estará'indicado por el 

hecho··cte. ;q~:: ~~\$~--;~:';~Í~~i~~;\~~¡¡gi~¿~{' ~,~:~;~¡(~·~;T~~~d~' ~iri~lt~~~~ión al 

cambiar a·la so~u,cióit ~ula;bajo e~tél.condiéi~¿ e~·pI;J1 és igualalpH~ dela.solución 

nula en tú.rn·~~· >:•···.· . ·>'·;:.:·.,.-.... 

- . ,> 

Para calcularla concentradól1.dei áctdoy de Ía bz;_se débil que debe contener 
--

una solución de;de~~:r~iri~dc)pH:N e~ preé:iso Újar;I~ co~centraé:ión ya sea de la base 
·. ,_, - ., : .. .:_:; .:,-- - ..: ,~·-· ·- -\'; ."."· .·:-, _. - ' .- - . - ·, -. ·' - . •. - ' . ' 

o del ácido débiÍ: ~~~ri·e~té cásci:~la cóncenti-ridórl. de NH4Cl se flja·en2rii.M. Para 
-~";-;:· -;~;~:_:-·,~':c·~·:;.;;,~·--;:__:.,,-..·;c_"'····-·-· ____ ,._,, ·, ·.· ·-··. -_,__,, ---~----. ~- ,_, ___ . __ 

el equilibrio dek~ritci l?6r la Rx, 1. La Ec. A3.2 ~hede esdibirse de forma logarftmica 

de la siguiente 111anera: 

pK 
aB 

[NH_;-) 
= pH + log. ( . ) 

NH
3 
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2 - [NH3]. Sustituyendo a 

[NH4+] en la ecuación A3.14 se tiene que: 
- --- - -- -- -- -

. 2-[NH ) 
pKao =pH+log · 3 

.· ·. . . [NH3 ] 
Ec. A3.15 

Resolviendo para [Nl-:13]se.ohÜene: 

[NH ]= 2 

3.. IOP.K.;,::-Pn +l Ec. A3.16 

La concentra~ióñde';NH3 presente en: 2rnM de NH4Cl puede calcularse con 
. ·-:~~- . - - -

la Ec. A3.16, donde:'.·.··':: 

pH':" f>H.:d.eI~ solt.i~iÓn nuia·(generalrn:ent~ 7.3) . _, .... ,,._, y., __ .. ·-· ,•,_ . ' 

pKan ~'pK~ d;;l~ base débil que en este caso; a 25° Ces de 9.25. 
"·· ·' ,,,._, ":· .. - -> . . 

. . 

El valor de [NH~i·determinado con estos parámetros es de0.022 mM. 

Una vez conocida la concentración de NH3, el valor de .la concentración del 

HP se calcula n-tediante la siguiente expresión derivada.de la Ec. A3.13: 

[HP]. = [NH3l 
e } Q2p// N-pK.,,..-PKaB Ec. A3.17 

Donde: 

pHN = pH intracelular teórico al cual la producción y consumo de protones, 

al aplicar l_a solución, son equivalentes. Este valor de pHN se fija a diferentes 
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valores: 6.6, 6.9, 7.0, 7.1, 7.2 y 7.3, de tal manera que al aplicar estas 

soluciones a la célula y observando los can"lbios en el CF puede 
·-... , 

determinarse el punto nulo.ya sea de _inariera. directa o por interpolación. 

pK.A = pK.,.del'ácidc/débiÍ(a25ºC es'de··4;87).''· 
' , ':_..._··. ' :q'.;. ' . , .-. ~ .: '.,- , . < • \ ': • • , • •••• • ' - • -

pKaB = pKa"?~)~"1:>~~¡;; 0~~1-Ú'f <~ 25;,c ~~ d~ 9.25} 

[Nli3]e~ 0.02~~~~~;,-'~---····. 

la concentracióil.:'d.e p-· pa:ia cada sol~ciónése calcula mE!diante la siguiente 

expresión,. obtenida c6i'1~iderari<id el E!quÜÍbrfo iúOstrado en lá Rx. 2: 

.•.. [p-J-·· [Ji~]· .•. 
; . - lQ pKuA,~pl/ Ec. A3.18 

Para determinar. la· .cantidad de propionato de sodio (NaP) que debe 

contener la solución nula sólo. se suman las concentraciones de HP y de P-

calculadas para cada caso. 

'- --

La pre'¡:>aración .de· las soluciones nulas debe realizarse con base en la 

solución isosn"lótica_ normal, sustituyendo equimolarn1ente al NaCl por NH4Cl o 

NaP (véase la tabla A3.I). De esta manera la osmolalidad de todas las soluciones 

nulas es aproxin"ladamente la misma. 
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pHnulo [NH3]c [Nff4Cl] [HP]c [P-] [NaP]T [NaCI] 
mM mM mM mM mM mM 

iso o o o o o 120 
6.6 0.022 2.000 0.183 49.252 49.435 68.565 
6.9 0.022 2.000 0.046 12.372 12.417 105.583 
7.0 0.022 2.000 0.029 7.806 7.835 110.165 
7_1 0.022 2.000 0.018 4.925 4.943 113.057 
7.2 0.022 2.000 0.012 3.108 3.119 114.881 
7.3 0.022 2.000 0.007 1.961 1.968 116.032 

Tabla A3.I .. Concentraciones de NH.aCI y de NnP, pnril prcparnr diferentes soluciones nulils. En esta tabla se 
rnucstran las concentraciones de NH-iCI, NaP y NaCI que deben contener lns soluciones nulils preparadas con 
respecto n una solución isosmótica norn1nl que contiene 120 n1M de NaCJ. Nótese que lil NnCI de la solución 
isosrnótica se va rcen1plazando por el NH.iCI y NnProp de manera cquimolnr. De cst'1 forn1n que la suma de 
las concentraciones de NaCJ,. del NH-1CI y HProp es siempre 120 mM 
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