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ARNc	 Ácido	ribonucleico	complementario	

BSC	 Cotransportador	sensible	a	bumetanida	(“Bumetanide–Sensitive	Cotransporter”)	

CCC	 Cotransportador	de	Catión	Cloruro	(“Cation	Chloride	Cotransporter”)	

[Cl–]	 Concentración	de	cloruro	

[Cl–]i	 Concentración	intracelular	de	cloruro	

E	 Diferencia	de	potencial	o	voltaje	

ESI	 Electrodo	sensible	a	ion	

mM	 Concentración	milimolar	(mmol/L)	

M	 Concentración	molar	(mol/L)	

KCC	 Cotransportador	K+/Cl–	(“K+/Cl–	Cotransporter”)	

MES-Cl	 Microelectrodo	selectivo	a	Cl–	

MESI	 Microelectrodo	sensible	a	ion	

NCC	 Cotransportador	Na+/Cl–	(“Na+/Cl–	Cotransporter”)	

NKCC	 Cotransportador	Na+/K+/Cl–	(“Na+/K+/Cl–	Cotransporter”)	

pCl	 Logaritmo	negativo	de	la	concentración	molar	de	cloruro	(–log[Cl–])	

µRef	 Electrodo	de	micro-referencia	



	

	 4	

RESUMEN	
Los	cotransportadores	de	catión	cloruro	(CCC)	forman	parte	del	mecanismo	que	media	la	salida	y	

entrada	de	Cl–	 a	 la	 célula.	 Se	 ha	 encontrado	que	 la	 concentración	 intracelular	 de	 cloruro	 ([Cl-]i)	

regula	la	actividad	de	estos	cotransportadores,	así,	por	ejemplo,	los	NKCC	(que	dirigen	la	entrada	

de	dicho	ion)	aumentan	su	actividad	al	disminuir	el	cloruro	intracelular.	

La	principal	 técnica	usada	para	estudiar	 la	actividad	de	estas	proteínas	es	medir	 la	captación	de	
86Rb+	radiactivo.	Alternativamente	se	ha	probado	la	medición	de	entrada	de	Tl+	por	fluorescencia	

con	 colorantes,	 y	 determinar	 cambios	 en	 el	 pH	 intracelular	 inducidos	 por	 NH4
+.	 No	 obstante,		

estas	técnicas	no	cuantifican	directamente	los	cambios	que	ocurren	en	la	[Cl-]i	cuando	las	células	

se	someten	a	las	diferentes	condiciones	de	incubación	utilizadas	en	dichos	estudios.	

Es	 por	 ello	 que	 el	 presente	 trabajo	 tuvo	 como	 uno	 de	 sus	 objetivos	 la	 construcción	 y	

caracterización	 de	 un	 sistema	 de	 microelectrodos	 para	 la	 medición	 intracelular	 de	 Cl–	 en		

ovocitos	de	X.	 laevis.	 Posteriormente	 se	probaron	disoluciones	 con	distintas	de	 tonicidades	 con	

ovocitos	 nativos	 y	 finalmente	 se	 estudió	 el	 efecto	 de	 la	 sobre	 expresión	 los	 cotransportadores	

NKCC1	y	NKCC2	sobre	la	concentración	de	este	ion.	

En	 la	 caracterización	 del	 sistema	 de	 medición,	 previo	 a	 los	 ensayos	 en	 células,	 se	 evaluó		

la	reproducibilidad	de	la	lectura	de	los	microelectrodos,	estableció	el	intervalo	de	concentraciones	

de	 Cl-	 que	 tienen	 respuesta	 lineal,	 determinó	 el	 tiempo	 de	 estabilización	 de	 la	 lectura,	 y		

evaluó	 el	 efecto	 de	 diversos	 aniones	 de	 interés	 biológico	 con	 posible	 interferencia	 sobre		

la	respuesta	del	electrodo.	En	estos	ensayos	se	mostró	que	los	microelectrodos	eran	adecuados	y	

confiables	para	las	mediciones	intracelulares.	

En	 los	 estudios	 con	 ovocitos	 se	 midió	 la	 [Cl-]i	 después	 de	 la	 incubación	 en	 medio	 isotónico,	

hipotónico	e	hipertónico.	Asimismo,	se	hizo	la	medición	mientras	se	modificaba	la	concentración	

de	 iones	 del	medio.	 En	 todos	 los	 casos	 se	 detectaron	 cambios	 en	 la	 [Cl-]i	 relacionados	 con	 las	

modificaciones	en	la	concentración	de	sales	de	medio	de	incubación,	esto	es:	hubo	un	aumento	en	

la	 [Cl–]i	 por	 exposición	 a	 un	 medio	 hipertónico	 y	 disminución	 en	 medio	 hipotónico,		

con	respecto	al	medio	isotónico.	
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Posteriormente	se	cuantificó	este	 ion	en	ovocitos	con	sobreexpresión	de	dos	cotransportadores	

de	 la	 familia	 de	 los	 CCC:	 NKCC1	 (presente	 de	 forma	 ubicua	 en	 los	 tejidos)	 y		

NKCC2	 (presente	 sólo	 en	 riñón).	 Los	 ovocitos	 transfectados	 con	 NKCC1	 y	 NKCC2	 tuvieron	 una	

concentración	 de	 Cl–	 en	 medio	 isotónico	 ligeramente	 mayor	 que	 los	 nativos		

(12.55	%	y	17.42	%,	respectivamente),	debido	a	que	ambos	cotransportadores	tienen	una	pequeña	

actividad	basal	en	medio	isotónico.		

En	seguida	se	probaron	 las	condiciones	de	depleción	de	Cl–	usadas	para	el	estudio	de	 los	NKCC:	

incubación	en	medio	hipotónico	bajo	en	Cl–	y	coexpresión	de	KCC2	(cotransportador	de	la	familia	

de	 CCC	 que	media	 la	 salida	 de	 Cl–).	 La	 incubación	 en	medio	 hipotónico	 sin	 Cl–	 ocasionó	 que	 la	

concentración	 intracelular	 del	 mismo	 disminuyera	 en	 promedio	 57.9%,	 mientras	 que	 con	 la	

coexpresión	 de	 KCC2	 la	 disminución	 fue	 de	 22.98	 %	 y	 29.86	 %	 para	 NKCC1	 y	 NKCC2,	

respectivamente	en	relación	con	los	ovocitos	nativos.	

Finalmente	se	midió	la	[Cl–]i	después	incubar	en	el	medio	de	retoma	de	este	ion.	Para	el	caso	

de	los	ovocitos	incubados	inicialmente	en	medio	hipotónico	sin	Cl–,	aquellos	con	sobrexpresión	de	

NKCC1	 presentaron	 un	 aumento	 en	 la	 [Cl–]i	 de	 10.89%	 mayor	 que	 en	 el	 caso	 de	 NKCC2.		

En	 la	 recaptura	de	Cl–	 para	 las	 células	 con	 coexpresión	de	KCC2,	 no	 se	 encontró	una	diferencia	

significativa	en	la	[Cl–]i	entre	los	grupos	de	ovocitos.	
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1.	INTRODUCCIÓN	
COTRANSPORTADORES	CATIÓN–CLORURO	

Las	proteínas	integrales	de	membrana	son	un	componente	esencial	y	sumamente	importante	de	

la	célula.	Realizan	una	gran	cantidad	de	funciones	muy	variadas	como	la	absorción	de	nutrientes,	

regulación	de	la	concentración	de	metabolitos,	remoción	de	toxinas,	mantenimiento	de	gradientes	

químicos	 y	 iónicos,	 secreción	 de	macromoléculas	 y	 ácidos	 nucleicos;	 participan	 también	 en	 las	

transformaciones	 de	 la	 energía	 como	 la	 síntesis	 de	 ATP,	 por	 citar	 sólo	 unas	 pocas	 de		

sus	múltiples	actividades.	La	importancia	de	ellas	es	tal	que	alrededor	de	un	tercio	de	las	proteínas	

celulares	se	encuentran	embebidas	en	las	membranas	biológicas.	La	caracterización	bioquímica	y	

el	análisis	funcional	del	flujo	de	sustratos	en	la	primera	mitad	del	siglo	veinte,	llevó	a	la	clonación	

de	 los	 primeros	 transportadores	 hace	 menos	 de	 20	 años	 (Quick,	 2002).	 Desde	 entonces		

se	 han	 hecho	 avances	 importantes	 en	 la	 identificación	 molecular	 y	 caracterización	 de	 un	 tipo	

particular	 de	 proteínas	 de	 membrana:	 los	 acarreadores	 de	 solutos		

(SLC	por	su	nombre	en	inglés:	Solute	Carriers).	

De	 acuerdo	 con	 la	 Base	 de	Datos	 del	 Comité	 de	Nomenclatura	 de	 la	Organización	 del	 Genoma	

Humano	 (HUGO	por	 su	nombre	en	 inglés:	Human	Genome	Organization)	 existen	43	 familias	 de	

acarreadores	 de	 solutos,	 y	 un	 total	 de	 298	 genes.	 Éstos	 codifican	 para	 transportadores	 que	

incluyen	uniportadores	(transportadores	pasivos),	cotransportadores	(transportadores	acoplados),	

antiportadores	(intercambiadores),	transportadores	vesiculares	y	transportadores	mitocondriales.	

La	cantidad	de	genes	de	SLC	representa	~1%	del	total	de	los	genes	que	se	ha	calculado	componen	

el	genoma	humano	(Gamba,	2005).	

Una	 de	 las	 familias	 que	 fue	 identificada	 a	 nivel	molecular	 en	 las	 últimas	 dos	 décadas	 contiene	

todos	los	genes	que	codifican	para	los	cotransportadores	catión–cloruro	(CCC	por	sus	iniciales	en	

inglés	Cation-Chloride	Cotransporter)	y	que	se	conoce	como	la	familia	SLC12,	identificada	primero	

en	 peces	 y	 posteriormente	 en	 mamíferos	 (Hebert,	 Mount	 and	 Gamba,	 2004;	 Gamba,	 2005;		

Mount	et	al,	1998;	Kahle	et	al,	2006).	En	la	década	de	1980	se	describieron	por	primera	vez	estos	

cotransportadores	y	desde	entonces	se	ha	generado	una	notable	cantidad	de	información	a	partir	

de	 su	 caracterización	 en	 diferentes	 células	 y	 condiciones	 experimentales,	 así	 como	 de	 su	
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identificación	molecular.	 Con	 la	 identificación	 de	 los	 primeros	miembros	 estuvieron	 disponibles	

muchas	herramientas	para	aislar	los	miembros	restantes	y	estudiar	estas	proteínas	a	partir	de	la	

organización	molecular	de	sus	genes,	hasta	su	papel	en	enfermedades	monogénicas	y	poligénicas	

(Haas	and	Forbush,	1994;	Gamba,	2005).	

Hasta	 la	 fecha	se	han	 identificado	nueve	genes	de	 la	 familia	SLC12	(SLC12A1-9),	de	éstos	se	han	

caracterizado	claramente	siete	miembros,	mientras	que	los	otros	dos	permanecen	huérfanos.	

	De	acuerdo	con	la	dirección	del	transporte	de	Cl–	los	miembros	de	la	familia	SLC12	se	agrupan	en	

dos	ramas	principales:	una	media	la	salida	de	Cl-	de	la	célula	y	la	otra	permite	la	entrada	de	dicho	

ion.	

El	 transporte	 vía	 los	 CCC	 es	 de	 tipo	 secundario,	 puesto	 que	 el	 movimiento	 neto	 de	 los	 iones		

ocurre	a	favor	del	gradiente	electroquímico.	En	ellos	no	hay	consumo	de	energía	en	forma	de	ATP	

como	 ocurre	 con	 los	 transportadores	 primarios,	 que	 mueven	 iones	 contra	 su	 gradiente	

electroquímico,	 de	 los	 cuales	 el	 más	 importante	 es	 la	 ATPasa	 Na+-K+.	 Por	 ello,		

en	 los	 CCC	 el	 catión	 es	 la	 especie	 que	 dicta	 la	 dirección	 global	 del	 flujo	 de	 iones:	 aquellos	 que	

transportan	Cl–	junto	con	Na+	utilizan	la	fuerza	que	proporciona	su	gradiente	electroquímico	para	

movilizar	 Cl–	 al	 interior	 de	 la	 célula	 (puesto	 que	 se	 encuentra	 en	 mayor	 concentración		

en	 el	 exterior);	 mientras	 que	 otros	 CCC	 aprovechan	 que	 el	 K+	 se	 encuentra	 en	 mayor	

concentración	dentro	de	la	célula	para	mover	Cl–	al	exterior.	

Se	 han	 descrito	 3	 tipos	 de	 CCC	 de	 acuerdo	 con	 la	 estequiometría	 de	 los	 iones	 transportados:		

K+–Cl-	 (llamados	 KCCs,	 por	 K+–Cl-	 Cotransporter),	 Na+–Cl-	 (nombrado	 NCC	 por	 Na+–Cl-	

Cotransporter])	 y	 Na+–K+–2Cl-	 (conocidos	 como	 NKCCs	 por	 Na+–K+–Cl-	 Cotransporter)		

(Mount	et	al,	1998;	Hebert	et	al	2004;	Gamba,	2005;	Kahle	et	al,	2006).	
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Figura	1.1.	Familia	SLC12	de	cotransportadores	catión–cloruro	(CCC)	
CIP:	cation-chloride	cotransporter	interacting	protein	(proteína	que	interactúa	con	cotransportador	catión–cloruro)	

Modificado	de:	Kahle	et	al,	2006	

Se	 han	 identificado	 cuatro	 acarreadores	 KCC	 (KCC1	 a	 KCC4)	 codificados	 por	 cuatro		

genes	 separados	 (SLC12A4	 a	 SLC12A7).	 KCC1	 y	 KCC4	 son	 de	 expresión	 ubicua,		

KCC2	 se	 encuentra	 restringido	 a	 neuronas	 y	 KCC3	 es	 abundante	 en	 músculo,	 cerebro,	 médula	

espinal,	riñón,	corazón,	páncreas	y	placenta.	El	gen	SLC12A3	codifica	para	el	cotransportador	NCC,	

que	 se	 expresa	 exclusivamente	 en	 riñón	 en	 el	 túbulo	 contorneado	 distal.	 Respecto	 a	 NKCCs		

se	 han	 identificado	 dos	 genes:	 NKCC1,	 (SLC12A2)	 presente	 en	 células	 no	 epiteliales	 y		

en	 la	 membrana	 basolateral	 de	 las	 células	 epiteliales,	 y	 NKCC2	 (SLC12A1),	 expresado	

exclusivamente	 en	 la	 porción	 ascendente	 gruesa	 del	 asa	 de	 Henle	 en	 riñón.		

Los	iones	transportados	y	funciones	de	los	miembros	más	nuevos,	CCC9	y	CCC8	o	CIP	(SLC12A8	y	

SLC12A9,	 respectivamente),	 no	 se	han	determinado	 todavía	 (Gamba,	 2005;	Ganong	et	al,	 2004;	

Caron	et	al,	2000;	Mount	et	al,	2000;	Hebert	et	al,	2004;	Mount	et	al,	2002).	
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La	 estequiometría	 del	 transporte	 de	 los	 CCC	 es	 mover	 un	 catión	 (Na+	 o	 K+)	 junto	 con		

cada	Cl–	acarreado,	de	tal	forma	que	no	hay	movimiento	neto	de	carga	asociado	al	movimiento	de	

iones,	 así	 que	 una	 característica	 de	 estos	 cotransportadores	 es	 ser	 eléctricamente	 silentes.		

Por	 ello	 se	 les	 conoce	 como	 cotransportadores	 electroneutros	 (Russell,	 2000;		

Mercado,	Mount	and	Gamba,	2004).	

Se	 sabe	 que	 la	 actividad	 de	 todos	 los	 miembros	 de	 esta	 familia	 se	 regula	 por	 su	 estado	 de	

fosforilación	mediado	por	proteín	cinasas.	Para	la	rama	de	cotransportadores	que	dirige	la	entrada	

de	 Cl-	 a	 la	 célula	 (NCC	 y	 NKCCs)	 la	 fosforilación	 incrementa	 la	 actividad,		

en	 tanto	 que	 la	 desfosforilación	 los	 inhibe.	 La	 fosforilación	 tiene	 un	 efecto	 inhibitorio	 para	 los	

cotransportadores	 que	 regulan	 la	 salida	 de	 Cl-	 (KCCs)	 en	 tanto	 que	 la	 desfosforilación		

muestra	 el	 efecto	 contrario.	 Se	 ha	 propuesto	 que	 ambas	 ramas	 de	 cotransportadores	 están	

reguladas	por	un	sistema	común	de	sensores	(sensibles	a	cambios	en	la	concentración	intracelular	

de	Cl-,	volumen	celular	y/o	a	la	tonicidad	extracelular)	y	transductores	que	finalmente	lleguen	a	la	

fosforilación	 y	 desfosforilación	 de	 los	 mismos.	 Hasta	 el	 momento,	 los	 componentes		

de	 la	 vía	 de	 señalización	 y	 los	mecanismos	de	 regulación	 aún	 se	 desconocen	en	 su	mayoría.		

En	años	recientes	se	ha	encontrado	evidencia	que	sugiere	que	las	cinasas	de	serina	y	treonina	

de	dos	diferentes	familias	de	genes	son	componentes	de	la	vía	de	señalización.	Una	es	la	familia	

WNK	 (“With	 No	 lysine”=K),	 la	 otra,	 las	 cinasas	 tipo	 Ste20,	 SPAK/OSR1	 (SPAK=	 “Ste20-related	

proline–alanine–rich	kinase”;	OSR1=	“oxidative	stress	 response	1”).	Se	ha	establecido	un	vínculo	

entre	estas	dos	 familias	de	cinasas	al	encontrar	que	WNK	 interactúan	y	 fosforilan	a	SPAK/OSR1,	

que,	 posteriormente,	 fosforilan	 y	 activan	 a	 los	 cotransportadores	 (Haas,	 Forbush,	 2000;		

Khale	 et	 al,	 2003;	 Kahle	 et	 al,	 2005;	 Gamba,	 2005;	 Kahle	 et	 al,	 2006;	 Ponce	 et	 al,	 2008;		

Russell,	2000).	

Estas	 proteínas	 de	 membrana	 están	 involucradas	 en	 varias	 actividades	 fisiológicas		

incluyendo	 la	absorción	y	 secreción	 transepitelial	de	 iones,	 la	 regulación	del	volumen	celular	en	

células	 epiteliales	 y	 no	 epiteliales	 y	 el	 mantenimiento	 y	 modulación	 de	 la	 concentración	

intracelular	 de	 Cl–	 ([Cl–]i)	 por	 debajo	 o	 por	 arriba	 de	 su	 potencial	 de	 equilibrio	 electroquímico.	

Debido	 a	 que	 poseen	 una	 importante	 capacidad	 de	 eflujo	 o	 influjo	 y	 algunos	 se	 encuentran	

expresados	de	manera	ubicua,	su	activación	es	uno	de	los	mecanismos	que	usan	diversas	células	



INTRODUCCIÓN 

	 10	

para	ajustar	su	osmolaridad	interna	cuando	se	encuentran	expuestas	a	cambios	en	la	osmolaridad	

externa.	También	 se	encuentran	 involucrados	en	 la	homeostasis	de	 la	presión	y	pH	 sanguíneos.	

Recientemente	 está	 emergiendo	 una	 nueva	 variedad	 de	 papeles	 fisiológicos	 para	 los	

cotransportadores	electroneutros.	Un	ejemplo	es	la	regulación	de	[Cl–]i	en	las	neuronas,	y	con	ello,	

la	 modulación	 de	 la	 excitabilidad	 neuronal	 (Delpire,	 2000;	 Russell,	 2000;	 Gamba,	 2005;		

Kahle	et	al,	2005).	

Debido	 a	 los	múltiples	 papeles	 fisiológicos	que	desempeñan	estos	 cotransportadores	 es	 de	

esperarse	que	 los	cambios	en	sus	 funciones,	causadas	por	mutaciones	en	 los	genes	que	 los	

codifican,	 se	manifiesten	 como	 patologías.	 Se	 han	 reportado	 tres	 enfermedades	 genéticas	

mendelianas	 asociadas	 directamente	 con	 mutaciones	 con	 pérdida	 de	 función	 de	 tres	

cotransportadores	 de	 la	 familia	 SLC12.	 Los	 cotransportadores	 involucrados	 son:		

NKCC2	 (síndrome	de	Bartter	 tipo	 I),	NCC	 (síndrome	de	Gitelman),	ambos	de	expresión	exclusiva		

en	 riñón	 y	 que	 se	 caracterizan	 por	 hipotensión	 debido	 a	 la	 pérdida	 renal	 de	 NaCl	 y	 alcalosis	

hipocalémica;	 y	 el	 KCC3	 (síndrome	 de	 Anderman),	 una	 severa	 neuropatía	 periférica	 heredada	

asociada	a	agénesis	del	cuerpo	calloso.	Además,	 los	ratones	nulos	para	varios	miembros	de	esta	

familia	 han	 generado	 nueva	 información	 importante	 respecto	 a	 sus	 papeles	 fisiológicos,		

por	 ejemplo	 los	 ratones	 nulos	 para	 KCC4	 desarrollan	 acidosis	 renal	 en	 túbulo	 distal	 y	 sordera	

(Hebert	et	al,	2004;	Kahle	et	al,	2006;	Mercado	et	al,	2004).	

Estos	 cotransportadores	 son	 blanco	 de	 distintos	 fármacos	 que	 inhiben	 su	 actividad.		

El	 NCC	 es	 bloqueado	 específicamente	 por	 los	 diuréticos	 tipo	 tiazida,	 como	 la	 hidroclorotiazida.		

Los	 KCCs	 se	 bloquean	 por	 estilbenos	 de	 ácido	 sulfónico,	 como	 DIDS	 (ácido		

4,4’-diisotiocianoestilbeno-2,2’-disulfónico).	 Los	 diuréticos	 de	 asa	 (bumetanida,	 furosemida)	

inhiben	tanto	a	NKCC	como	a	KCC,	pero	son	mucho	más	potentes	en	su	acción	sobre	el	primero.	

Hay	 algún	 traslape	 en	 la	 sensibilidad	 a	 los	 inhibidores	 en	 los	 últimos	 dos	 grupos	 porque	

concentraciones	 altas	 de	 DIDS	 o	 diuréticos	 de	 asa	 pueden	 tener	 efecto	 sobre	 los	

cotransportadores	NKCC	y	KCC,	 respectivamente,	 sin	embargo,	 existe	una	 clara	diferencia	entre	

cada	grupo	de	cotransportador	en	la	afinidad	por	los	inhibidores	(Russell,	2000;	Kahle	et	al,	2006).	

El	 presente	 trabajo	 se	 centró	 en	 estudiar	 los	 miembros	 de	 tipo	 NKCC,	 que	 median		

la	entrada	de	Cl-	a	la	célula.	
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COTRANSPORTADORES	NKCC	

Los	cotransportadores	Na-K-Cl	mueven	iones	Na+,	K+	y	Cl-	hacia	dentro	de	la	célula	en	una	amplia	

variedad	de	células	epiteliales	y	no	epiteliales.	Se	encuentran	en	muchos	tejidos	distintos	de	una	

amplia	 variedad	 de	 especies,	 donde	 tienen	 una	 serie	 de	 funciones	 fisiológicas	 vitales		

(Ganong	et	al,	2002).	

El	NKCC	tiene	un	papel	importante	en	el	mantenimiento	de	agua	y	contenido	de	electrolitos	en	

las	 células	 y	 promueve	 el	 movimiento	 de	 sal	 y	 agua	 a	 través	 de	 células	 polarizadas.		

Se	 trata	 de	 la	 principal	 vía	 de	 influjo	 de	 Cl-	 a	 la	 célula,	 por	 lo	 que	 se	 encarga	 de	 regular	 la	

concentración	 intracelular	 de	 este	 ion	 junto	 con	 otros	 transportadores	 de	 solutos		

(Ganong	et	al,	2002).	

Los	NKCC	movilizan	Cl-	junto	con	Na+	y	K+	manteniendo	el	requerimiento	de	electroneutralidad	con	

una	estequiometría	de	1Na+:1K+:2Cl-	en	la	mayoría	de	las	células;	la	única	excepción	documentada	

es	en	el	axón	gigante	de	calamar,	donde	la	estequiometría	es	2Na+:1K+:3Cl–	(Haas,	Forbush	1994;		

Russell,	2000).	El	término	de	electroneutralidad,	como	se	emplea	aquí,	significa	que	el	proceso	de	

transporte	 global	 de	 iones	 vía	 el	 cotransportador	 no	 es	 guiado	 por	 el	 potencial	 de	 membrana	

celular;	y	que	el	proceso	de	transporte	tampoco	genera	directamente	una	corriente	de	membrana	

por	lo	que	no	afecta	el	potencial	transmembranal	(Russell,	2000).	

El	 transporte	 de	 cualquiera	 de	 los	 iones	 involucrados	 (Na+,	 K+	 y	 Cl–)	 mediado	 por	 NKCC		

requiere	la	presencia	simultánea	de	los	tres	en	el	mismo	lado	de	la	membrana	y	se	inhibe	cuando	

se	omite	del	medio	cualquiera	de	ellos	(Haas,	Forbush	1994;	Russell,	2000).	

En	 la	 mayoría	 de	 las	 células	 estudiadas	 hasta	 la	 fecha,	 NKCC	 es	 activado	 por	 el	 encogimiento	

celular	y	por	ello	tiene	una	función	potencial	en	 la	regulación	de	su	volumen.	En	algunas	células		

la	 actividad	 de	 NKCC	 puede	 estar	 involucrada	 en	 la	modulación	 de	 su	 crecimiento	 y	 desarrollo	

(Haas,	Forbush,	2000;	Delpire,	2000;	Haas,	Forbush	1994;	Haas,	Forbush,	1998).		

La	 actividad	de	 los	NKCC	 se	 regula	por	procesos	de	 fosforilación/desfosforilación	de	 la	 proteína		

a	 través	 de	 cinasas	 específicas	 de	 reciente	 descubrimiento.	 Son	 activados	 por	 efecto	 de	 la	

fosforilación	 e	 inhibidos	 por	 desfosforilación.	 Un	 importante	 regulador	 de	 la	 actividad	 del	
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cotransportador	es	la	[Cl-]i:	la	reducción	de	este	ion	en	la	célula	incrementa	la	actividad	de	NKCC	y	

está	coordinada	con	los	canales	de	Cl-	(Haas,	Forbush,	1998).	

La	 traslocación	de	 los	 tres	 iones	 por	 estos	 cotransportadores	 se	 inhibe	 en	 todas	 las	 células	 por	

diuréticos	 de	 asa	 del	 ácido	 5-sulfamoilbenzoico,	 que	 incluyen	 (en	 orden	 de	 incremento	 de	

potencia)	furosemida,	bumetanida	y	benzmetanida	(Haas,	Forbush,	2000;	Russell,	2000).	

A	la	fecha	se	han	identificado	dos	isoformas	de	NKCC	mediante	la	clonación	y	expresión	de	ADNc:	

NKCC1,	 de	 expresión	 ubicua	 y	 NKCC2,	 presente	 sólo	 en	 riñón.	 Cada	 isoforma	 es	 codificada	 por	

distintos	 genes	 de	 la	 familia	 SLC12:	 SLC12A1	 para	 NKCC2	 y	 SLC12A2	 para	 NKCC1	 y		

comparten	alrededor	de	60%	de	identidad	en	la	secuencia	de	aminoácidos.	

La	 isoforma	 NKCC1	 se	 encuentra	 en	 casi	 en	 todos	 los	 tipos	 celulares,	 es	 especialmente	

predominante	en	la	membrana	basolateral	de	las	células	epiteliales	secretoras,	pero	está	presente	

también	en	las	no	epiteliales	(Haas,	Forbush,	1998).	La	isoforma	NKCC2	se	encuentra	únicamente	

en	 la	 membrana	 apical	 de	 células	 epiteliales	 en	 la	 rama	 ascendente	 gruesa		

del	asa	de	Henle	de	riñón	(Isenring	et	al,	1998a;	Russell,	2000).	

Además	 de	 la	 nomenclatura	NKCC,	 los	 cotransportadores	 electroneutros	Na+–K+–Cl–	 también	 se	

conocen	 como	 BSC	 (por	 “Bumetanide–Sensitive	 Cotransporter”;	 cotransportador	 sensible	 a	

bumetanida),	 dada	 por	 Delpire	 et	 al,	 quienes	 identificaron	 inicialmente	 a	 NKCC2	 en		

riñón	 de	 ratón	 y	 lo	 nombraron	 BSC1.	 Posteriormente	 este	 mismo	 grupo	 de	 investigación		

identificó	 NKCC1	 y	 lo	 nombró	 BSC2.	 Así,	 el	 cotransportador	 codificado	 por	 el	 gen	 SLC12A1	 se	

conoce	 indistintamente	 como	 BSC1	 o	 NKCC2,	 y	 el	 codificado	 por	 SLC12A2,	 NKCC1	 o	 BSC2.	

(Delpire	et	al,	1994)	
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ISOFORMA	NKCC1	

El	 NKCC1	 (BSC2)	 es	 la	 más	 ampliamente	 distribuida	 de	 las	 dos	 isoformas	 del	 cotransportador		

de	 Na+–K+–Cl–	 identificadas	 hasta	 el	 momento.	 En	 humano	 es	 codificada	 por	 el	 gen	 SLC12A2.		

Esta	 isoforma	 se	 encontró	 inicialmente	 en	 la	 membrana	 basolateral	 de	 la	 glándula	 rectal	 de	

tiburón	y	posteriormente	se	descubrió	en	otras	especies	(Russell,	2000).	

El	 NKCC1	 está	 presente	 en	 una	 amplia	 variedad	 de	 tipos	 celulares	 y	 se	 ha	 identificado	 a	 nivel	

molecular	 en	 muchas	 especies.	 Se	 encuentra	 en	 epitelios	 secretores,	 así	 como	 no	 secretores	

incluyendo	 células	 no	 epiteliales	 como	 neuronas	 y	 células	 endoteliales	 (Haas,	 Forbush,	 2000).		

En	 las	 células	 polarizadas	 su	 expresión	 está	 confinada	 a	 la	 membrana	 basolateral.		

La	 única	 excepción	 es	 en	 el	 plexo	 coroide,	 en	 donde	 este	 cotransportador	 se	 expresa	 en		

la	membrana	apical	(Isenring	et	al,	1998b).	Debido	a	que	se	encuentra	en	la	membrana	basolateral	

de	 los	 tejidos	 epiteliales,	 esta	 forma	 se	 conoce	 como	 isoforma	 “secretora”.	 Sin	 embargo,		

cuando	se	encuentra	en	la	membrana	de	células	no	polares,	se	refiere	a	ella	como	isoforma	nativa	

(Russell,	2000).	

Hay	 cierta	 evidencia	 de	 que	 NKCC1	 presenta	 variantes	 específicas	 de	 tejidos.	 Por	 ejemplo,		

el	 músculo	 esquelético	 presenta	 un	 transcrito	 de	 ARNm	 algo	 más	 pequeño	 que	 el	 que	 se	

encuentra	en	otros	tejidos.	Por	ensayos	fisiológicos	también	se	han	observado	ciertas	diferencias	

en	las	características	de	transporte	de	NKCC1	para	distintos	tejidos	(Isenring	et	al,	1998a).	

El	NKCC1	tiene	un	papel	vital	en	la	secreción	de	sal	y	fluidos	por	los	epitelios	secretores	junto	con	

otros	 mecanismos	 de	 transporte	 incluyendo	 canales	 de	 Cl-	 y	 K+	 y	 la	 ATPasa	 de	 Na+-K+.		

El	 NKCC1	 también	 parece	 estar	 involucrado	 en	 la	 regulación	 del	 contenido	 de	 agua	 en	 algunas	

células	 durante	 su	 crecimiento	 y	 diferenciación,	 así	 que	 puede	 tener	 un	 papel	 importante		

en	 el	 ciclo	 celular.	 Es	 crucial	 en	 el	 mantenimiento	 y	 regulación	 del	 volumen	 celular	 ya	 que	

contrarresta	 el	 encogimiento	 ante	 estrés	 osmótico	 por	 medio	 del	 flujo	 de		

iones	 osmóticamente	 activos.	 Se	 trata	 de	 la	 principal	 vía	 para	 el	 influjo	 de	 Cl-	 en	 las	 células	 y	

participa	 en	 el	 control	 y	 mantenimiento	 del	 gradiente	 intracelular	 de	 electrolitos.		

Se	 ha	 visto	 que	 en	 células	 neuronales	 participa	 en	 fijar	 potenciales	 sinápticos	 y,	 por	 lo	 tanto,	

influye	en	la	excitabilidad	neuronal	(Russell,	2000;	Isenring	et	al,	1998b).	
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Como	es	de	esperarse,	debido	a	su	amplia	expresión,	los	ratones	con	eliminación	dirigida	del	gen	

de	 NKCC1	 sufren	 daños	 en	 múltiples	 sistemas	 incluyendo	 la	 audición,	 percepción	 del	 dolor,	

salivación,	espermatogénesis	y	control	del	volumen	de	fluidos	extracelulares.	Los	ratones	nulos	en	

NKCC1	 son	 hipertensos	 en	 parte	 por	 la	 ausencia	 de	 la	 vasoconstricción	 mediada	 por	 NKCC1.		

Datos	recientes	muestran	que	NKCC1	facilita	ataques	epilépticos	durante	el	desarrollo	del	cerebro	

y	que	la	bumetanida	(inhibidor	farmacológico	de	NKCC1)	puede	ser	un	fármaco	novedoso	y	eficaz	

para	el	tratamiento	de	los	ataques	en	neonatos	(Kahle	et	al,	2006).	

ISOFORMA	NKCC2	

El	 NKCC2	 (BSC1)	 se	 expresa	 exclusivamente	 en	 riñón,	 en	 la	 membrana	 apical	 de	 las	 células	

epiteliales	de	la	rama	ascendente	gruesa	del	asa	de	Henle	y	la	mácula	densa	(Haas,	Forbush,	1998;		

Ganong	 et	 al,	 2004).	 Es	 codificado	 por	 el	 gen	 SLC12A1	 que	 pertenece	 a	 la	 familia	 SLC12	 de	

cotransportadores	electroneutros.	

La	 isoforma	 NKCC2	 es	 una	 proteína	 clave	 para	 la	 reabsorción	 de	 sal	 en	 el	 asa	 de	 Henle		

(Herbert	 et	 al,	 2004).	 Alrededor	 del	 20%	 del	 NaCl	 que	 se	 filtra	 en	 riñón	 se	 reabsorbe	 por	 este	

cotransportador	 y	 actúa	 en	 conjunto	 con	 canales	 de	 K+,	 canales	 de	 Cl-	 y	 la	 ATPasa	 de	 Na+-K+	

(Hannemann	 et	 al,	 2009).	 Está	 involucrado	 en	 la	 regulación	 del	 metabolismo	 ácido-base	 y	 de	

cationes	 minerales	 divalentes	 (Ca2+	 y	 Mg2+)	 (Plata	 et	 al,	 2002;	 Haas,	 Forbush,	 2000;		

Hebert	et	al,	 1992;	Mount	et	al,	 1998).	 También	 juega	un	papel	 crítico	en	dos	de	 las	 funciones	

homeostáticas	 cruciales	 del	 riñón:	 la	 regulación	 de	 los	 niveles	 de	 sal	 del	 organismo	 y		

presión	arterial	(Hannemann	et	al,	2009),	puesto	que	controla	el	volumen	del	fluido	extracelular	y	

su	osmolaridad	(Russell,	2000).	

La	proteína	NKCC2	es	blanco	principal	de	diuréticos	de	asa,	como	furosemida	y	bumetanida	que	

inhiben	su	actividad,	que	se	usan	extensamente	en	el	 tratamiento	de	hipertensión	y	estados	de	

edema	y	retención	de	sodio.	(Plata	et	al,	2002;	Hannemann	et	al,	2009).	
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El	 NKCC2	 presenta	 procesamiento	 alternativo,	 y	 en	 humano	 tiene	 tres	 variantes:	 A,	 B	 y	 F.		

Este	mecanismo	de	procesamiento	se	debe	a	la	presencia	de	tres	casetes	de	exones	mutuamente	

excluyentes,	llamados	A,	B	y	F	(Plata	et	al,	2002).	Las	diferencias	entre	la	secuencia	de	exones	de	

las	isoformas	son	mínimas;	por	lo	tanto,	la	mayoría	de	los	residuos	de	aminoácidos	son	idénticos.	

Estas	 variantes	 se	 encuentran	 distribuidas	 a	 lo	 largo	 de	 este	 segmento	 de	 la	 nefrona	 de	 la	

siguiente	 forma:	 A	 en	 la	 corteza	 y	médula,	 B	 en	 las	 células	 de	 la	mácula	 densa	 y	 F	 en	médula,		

por	lo	que	la	heterogeneidad	en	el	transporte	de	sal	a	lo	largo	de	esta	porción	del	asa	de	Henle	se	

atribuye	a	la	distribución	de	las	variantes	(Ganong	et	al,	2002).	Cada	una	de	las	variantes	presenta	

diferentes	 afinidades	 por	 los	 iones	 que	 acarrea	 y	 también	 en	 las	 velocidades	 de	 transporte	

(Hannemann,	2009).	Las	principales	diferencias	entre	ellas	son:	1)	la	isoforma	B	es	la	que	tiene	la	

mayor	 afinidad	 por	 la	 bumetanida,	 mientras	 que	 para	 las	 A	 y	 F	 son	 muy	 similares;		

2)	 la	 isoforma	 A	 es	 la	 variante	 molecular	 con	 la	 mayor	 capacidad	 de	 transporte;		

3)	 la	 isoforma	F	exhibe	 la	mayor	sensibilidad	a	 la	osmolaridad	extracelular.	 (Ganong	et	al,	2004;	

Haas,	Forbush,	2000;	Isenring	et	al,	1998b;	Plata	et	al,	2002).		

	

	
Figura	1.2.	Distribución	de	las	variantes	de	NKCC2	en	la	rama	ascendente	gruesa	del	asa	de	Henle.	

Modificado	de:	Gamba,	2005	
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Las	mutaciones	en	el	gen	SLC12A1	se	han	relacionado	con	el	desarrollo	de	una	patología	conocida	

como	 síndrome	 de	 Bartter.	 En	 esta	 patología	 se	 encuentran	 implicados	 al	 menos	 cinco	 genes	

diferentes	 en	 la	 rama	 ascendente	 gruesa	 del	 asa	 de	 Henle.	 Existen	 cinco	 tipos	 de	 este	

padecimiento;	los	primeros	cuatro	se	deben	a	mutaciones	inactivantes,	mientras	que	el	tipo	V	es	

resultado	de	mutaciones	activantes.	Algunas	formas	del	tipo	I	del	síndrome	de	Bartter	involucran	

mutaciones	en	SLC12A1	 con	pérdida	de	 la	 función	de	NKCC2.	Se	 trata	de	una	 severa	nefropatía	

con	pérdida	de	sal	acompañada	con	poliuria,	alcalosis	metabólica	hipocalémica	e	hipertrofia	del	

complejo	 yuxtaglomerular.	 Es	un	desorden	genético	autosómico	 recesivo	en	el	 cual	 se	presenta	

ausencia	o	reducción	severa	en	la	capacidad	de	reabsorción	de	sal	de	la	rama	gruesa	ascendente	

del	asa	de	Henle.	Los	síntomas	de	esta	enfermedad	se	presentan	durante	el	primer	año	de	vida	o	

incluso	 en	 el	 periodo	 prenatal	 como	 una	 acumulación	 excesiva	 de	 líquido	 amniótico	

(polihidramnios).	Dentro	de	los	síntomas	se	presenta	un	estado	de	pérdida	de	sal	con	baja	presión	

sanguínea,	 alcalosis	 metabólica	 hipocalémica	 y	 reducción	 severa	 de	 volumen.	 La	 mayoría	 de		

los	 pacientes	 también	 exhiben	 pérdida	 de	 Ca2+	 y	 Mg2+	 y	 algunos	 desarrollan	 nefrocalcinosis		

(Haas,	Forbush,	1998;	Russell,	2000;	Plata	et	al,	2002;	Kahle	et	al,	2006).		

Además	de	su	efecto	en	el	desarrollo	del	síndrome	de	Bartter,	debido	a	su	papel	en	la	homeostasis	

de	 la	 presión	 sanguínea,	 la	 desregulación	 de	 NKCC2	 puede	 contribuir	 en	 la	 hipertensión	

(Hannemann	et	al,	2009;	Herbert	et	al,	2004).	
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POTENCIOMETRÍA	

La	 técnica	 electroquímica	 de	 análisis	 conocida	 como	 potenciometría,	 consiste	 en	 medir	 la	

diferencia	 de	 potencial	 o	 voltaje	 (E)	 generado	 entre	 dos	 electrodos	 sumergidos	 en	 una	misma	

disolución,	 en	 la	 que	 no	 se	 producen	 corrientes	 apreciables	 (Harvey,	 2001;	 Skoog,	 1994;		

Dimeski	 et	 al,	 2010).	 En	 esta	 técnica	 el	 E	 de	 uno	 de	 los	 electrodos	 está	 en	 función	 de	 la	

concentración	 del	 analito	 o	 sustancia	 de	 interés	 y	 se	 llama	 electrodo	 de	 trabajo	 o	 indicador	

(Harvey,	 2001).	 Cuando	 el	 electrodo	 de	 trabajo	 es	 sensible	 y	 responde	 a	 los	 cambios	 en	 las	

concentraciones	 de	 un	 ion	 en	 particular,	 se	 le	 nombra	 electrodo	 selectivo	 a	 iones	 (ESI)		

(Solsky,	1988).	

El	 segundo	 electrodo,	 que	 es	 llamado	 electrodo	 de	 referencia	 sirve	 para	 completar		

el	circuito	eléctrico.	Dado	que	el	potencial	de	este	segundo	electrodo	permanece	constante,	

estable	 e	 insensible	 a	 la	 composición	 de	 la	 disolución	 en	 que	 se	 encuentra	 sumergido,	

proporciona	 un	 potencial	 de	 referencia	 con	 respecto	 al	 cual	 se	 mide	 la	 respuesta		

del	 otro	 electrodo.	 Es	 así	 que	 cualquier	 cambio	 en	 el	 valor	 medido	 de	 la	 celda	 se	 atribuye		

al	 electrodo	 sensor	 y,	 por	 tanto,	 a	 los	 cambios	 en	 la	 concentración	 del	 analito	 (Harvey,	 2001;	

Skoog,	1994;	Shinwari	et	al,	2010).	Otras	características	deseables	del	electrodo	de	referencia	son	

que	 el	 cambio	 en	 su	 E	 con	 respecto	 a	 la	 corriente,	 el	 tiempo	 u	 otras	 variables	 sea	 lo	

suficientemente	pequeño	como	para	que	las	mediciones	no	se	vean	afectadas.	Asimismo,	no	debe	

sufrir	cambios	entre	experimentos	ni	contaminar	el	medio	en	que	se	introduce.	

En	 la	 técnica	 de	 potenciometría	 ambos	 electrodos	 se	 sumergen	 en	 la	 misma	 disolución	 y		

la	 diferencia	de	potencial	 generada	entre	ellos	 se	mide	 con	un	potenciómetro	al	 que	ambos	 se	

encuentran	conectados,	como	se	muestra	en	la	figura	1.3.	
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Figura	1.3.	Diagrama	de	una	celda	potenciométrica.	

El	 potencial	 medido	 en	 la	 celda	 es	 proporcional	 al	 logaritmo	 base	 10	 de	 la	 concentración		

del	 analito	 (log[A])	 (Harvey,	 2001).	 Frecuentemente	 se	 utiliza	 el	 logaritmo	 negativo	 de	 la	

concentración	 del	 analito	 (–log),	 al	 que	 se	 le	 conoce	 como	 función	 p	 (p=	 –log),		

así	que	 las	curvas	de	calibración	potenciométricas	de	una	sustancia	A	 también	se	pueden	trazar	

como	potencial	medido	en	función	de	pA.	

El	 potencial	 medido	 de	 una	 serie	 de	 soluciones	 de	 concentración	 conocida	 de	 A,	 usando	 un	

electrodo	selectivo,	se	grafica	en	función	de	–log[A]	(IUPAC,	1994).	A	esto	se	le	conoce	como	curva	

de	 respuesta	 o	 calibración	 y	 tiene	 la	 forma	 que	 se	muestra	 en	 la	 figura	 1.4.	 Como	 el	 potencial	

medido	en	la	celda	es	reflejo	de	la	concentración	del	analito,	se	puede	cuantificar	y	medir	cambios	

en	la	concentración	de	la	especie	de	interés	para	la	que	está	diseñado	el	ESI.	

	
Figura	1.4.	Curva	de	calibración	para	un	ESI	y	determinación	del	límite	de	cuantificación.	
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Se	observa	que	la	curva	de	calibración	tiene	dos	partes:	una	en	la	que	la	respuesta	es	proporcional	

a	–log[A]	(pA)	y	otra	en	la	que	se	desvía	de	este	comportamiento.	La	pendiente	de	la	parte	lineal	

de	 la	 curva	 de	 calibración	 es	 un	 parámetro	 que	 caracteriza	 a	 los	 electrodos.	 El	 valor	 teórico,		

de	 acuerdo	 con	 la	 ecuación	 de	 Nernst,	 es	 59.16	 mV/–log[A]	 a	 298.15	 K	 (25˚C)		

para	un	catión	monocargado,	y	cuando	se	observa	este	comportamiento	se	dice	que	el	electrodo	

presenta	 una	 respuesta	 nernstiana	 (IUPAC,	 1994).	 Se	 considera	 que	 una	 pendiente	 es	 útil		

si	su	valor	se	encuentra	entre	50	y	60	mV	por	década	de	concentración.	Sin	embargo,	en	ciertas	

aplicaciones,	el	valor	de	la	pendiente	no	es	crítico	y	también	se	emplean	si	son	menores.	

Todos	los	electrodos	selectivos	tienen	un	intervalo	de	concentraciones	en	el	que	se	pueden	hacer	

las	mediciones	 del	 analito	 con	 certeza	 sobre	 el	 valor.	 A	 esto	 se	 le	 llama	 intervalo	 de	 trabajo	o		

de	 cuantificación	 y	 corresponde	 a	 la	 porción	 lineal	 de	 la	 curva	 de	 calibración.		

La	 respuesta	del	 ESI	 se	desvía	de	 la	 linealidad	a	 concentraciones	de	 ion	muy	bajas	o	muy	altas.		

La	 mayoría	 de	 los	 electrodos	 selectivos	 pueden	 medir	 desde	 una	 concentración	 máxima		

de	0.1	a	1	M	(10-1	a	100	mol/L)	hasta	una	concentración	mínima	de	10-5	a	10-10	M	(Harvey,	2001).	

La	 concentración	 mínima	 de	 analito	 que	 se	 puede	 determinar	 con	 certeza	 se	 conoce	 como		

límite	de	cuantificación	y	en	la	curva	de	calibración	corresponde	a	la	porción	de	la	gráfica	donde	

se	comienza	a	perder	el	comportamiento	lineal	(figura	1.4).	

La	 señal	 medida	 por	 los	 ESI	 se	 debe,	 idealmente,	 sólo	 al	 cambio	 en	 las	 concentraciones	 del		

ion	primario	para	el	que	están	diseñados	y	el	resto	de	los	iones	presentes	en	la	muestra	no	tendrá	

efecto	 sobre	 la	 respuesta.	 Sin	 embargo,	 en	 la	 práctica	 no	 existen	 electrodos	 completamente	

selectivos	 para	 un	 ion	 único	 ni	 por	 completo	 insensibles	 a	 todos	 los	 demás	 y	 con	 frecuencia	

también	suelen	detectar	la	presencia	de	otras	sustancias	en	la	disolución.	

Las	 interferencias	 ocurren	 cuando	 una	 sustancia	 o	 proceso	 lleva	 a	 un	 resultado	 falso	 en		

una	 técnica	 de	 medición.	 Cualquier	 especie	 diferente	 del	 ion	 de	 interés	 cuya	 presencia	 en	 la	

disolución	 afecte	 el	 valor	 del	 potencial	 medido,	 se	 considera	 un	 interferente.		

Pueden	 ser	 iones	 de	 la	misma	 carga	 que	 el	 ion	 primario	 que	 dan	 una	 respuesta	 similar	 a	 éste;	

cuando	 esto	 ocurre,	 al	 estar	 presentes,	 generalmente	 parece	 haber	 un	 incremento	 en	 la	

concentración	 del	 ion	 a	 determinar.	 Otras	 sustancias	 pueden	 interactuar	 con	 la	membrana	 del	
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electrodo	selectivo,	bloqueando	 la	 superficie	de	contacto.	Por	ejemplo,	 las	proteínas	 se	pueden	

adsorber	 provocando	 un	 cambio	 en	 el	 valor	 medido	 de	 0.3-0.5	 mV,	 aunque	 se	 han	 reportado	

cambios	 de	 10-15	 mV.	 En	 las	 muestras	 biológicas	 hay	 muchos	 interferentes	 debido	 a	 la	

complejidad	de	la	matriz,	como	son	las	proteínas,	metabolitos	y	otros	iones,	por	lo	que	es	crítico	

entender	 el	 impacto	 de	 los	 interferentes	 sobre	 las	 mediciones	 (Dimeski	 et	 al,	 2010;		

Burnett	et	al,	2000).	

La	 capacidad	 de	 un	 electrodo	 selectivo	 para	 distinguir	 el	 ion	 de	 interés	 o	 primario	 de		

los	 iones	 interferentes	 se	 conoce	 como	 coeficiente	 de	 selectividad	 (kA,B),	 también	 llamado	

constante	de	selectividad	o	factor	de	selectividad,	donde	A	es	el	ion	primario	y	B	el	interferente.	

(Dimeski	et	al,	2010;	Burnett	et	al,	2000).	Mientras	más	pequeño	sea	el	valor	de	kA,B,	mayor	es	la	

preferencia	 del	 electrodo	 por	 el	 ion	 primario	 con	 respecto	 al	 interferente.	 Con	 frecuencia		

estas	constantes	se	expresan	como	su	logaritmo.	Los	valores	negativos	de	este	último	indican	una	

preferencia	 del	 electrodo	 por	 el	 ion	 principal	 sobre	 el	 interferente,	 en	 tanto	 que	 los	 positivos	

indican	que	se	prefiere	al	interferente	sobre	el	ion	de	interés.		

La	 selectividad	 es	 una	 de	 las	 características	 más	 importantes	 de	 un	 electrodo,	 ya	 que		

con	frecuencia	determina	si	la	medición	en	una	muestra	es	confiable	o	no.	La	IUPAC	sugiere	dos	

métodos	para	evaluar	el	valor	de	las	constantes	de	selectividad:	el	de	interferencias	mezcladas	y	

el	 de	 disoluciones	 separadas.	 El	 método	 de	 interferencias	 mezcladas	 consiste	 en	 medir		

la	 respuesta	 del	 electrodo	 selectivo	 en	 disoluciones	 que	 contienen	 tanto	 al	 ion	 interferente	

como	 el	 ion	 primario	 manteniendo	 constante	 la	 concentración	 de	 alguno	 de	 los	 dos	 y		

el	 otro	 a	 concentración	 variable.	 El	 método	 de	 disoluciones	 separadas	 consiste	 en	 medir		

el	potencial	de	cada	ion	(interferente	y	primario)	a	distintas	concentraciones,	pero	en	ausencia	

del	 otro	 ion	 (Umezawa	 et	 al,	 2000).	 El	 método	 que	 se	 utiliza	 con	 mayor	 frecuencia	 es		

el	 de	 interferente	 fijo,	 que	 es	 un	 método	 de	 soluciones	 mezcladas,	 en	 que	 se	 mantiene	

constante	 la	 concentración	 del	 ion	 interferente	 y	 se	 varía	 la	 del	 ion	 primario,	 y	 se	 prefiere	

porque	 refleja	 mejor	 el	 efecto	 que	 presentan	 los	 interferentes	 sobre	 las	 mediciones		

del	electrodo	(Burnett	et	al,	2000).		
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Cada	 uno	 de	 los	 métodos	 para	 determinar	 los	 coeficientes	 de	 selectividad	 tiene	 diferentes	

ventajas	y	desventajas	y	en	general	no	hay	reglas	que	puntualicen	cuál	proporciona	el	resultado	

verdadero,	no	obstante,	dan	información	significativa	sobre	el	comportamiento	del	electrodo.	

Otro	 parámetro	 que	 caracteriza	 a	 los	 ESI	 es	 el	 tiempo	 de	 respuesta	 práctico.	 Se	 define	 como		

el	 tiempo	 que	 tarda	 entre	 el	 momento	 en	 que	 los	 electrodos	 se	 ponen	 en	 contacto	 con		

la	 solución	 muestra	 (o	 el	 momento	 en	 que	 cambia	 la	 concentración	 del	 ion	 de	 interés)	 y		

se	 alcanza	 el	 95%	 del	 valor	 de	 la	 lectura	 cuando	 el	 potencial	 se	 estabiliza	 (Burnett	et	 al,	 2000;	

IUPAC,	 1994).	 Es	 deseable	 que	 el	 tiempo	 de	 respuesta	 sea	 corto	 para	 que	 la	 detección	 de	 los	

cambios	no	se	vea	limitado	por	esta	variable.	Por	lo	general	para	los	ESI	el	tiempo	de	respuesta	es	

del	orden	de	segundos	(Solsky,	1988).	

Es	 importante	 caracterizar	 los	 ESI	 para	 conocer	 los	 parámetros	mencionados	 con	 anterioridad,	

porque	pueden	restringir	su	empleo	en	cierto	tipo	de	muestras,	por	ejemplo,	si	 la	concentración	

esperada	del	ion	se	encuentra	fuera	del	intervalo	de	cuantificación	del	electrodo.		

Cuando	 se	 desarrollan	 electrodos	 destinados	 a	 usarse	 en	 sistemas	 biológicos,	 la	

caracterización	es	crucial.	Es	de	suma	importancia	caracterizar	el	funcionamiento	y	detección	

de	la	especie	de	interés	en	el	sistema	biológico	de	estudio,	ya	que	la	complejidad	de	la	matriz	

puede	 afectar	 el	 desempeño,	 estabilidad	 y	 tiempo	 de	 vida	 de	 ambos	 electrodos		

(selectivo	y	de	referencia).	

Un	 ESI	 ideal	 para	 mediciones	 en	 sistemas	 biológicos	 será	 aquel	 que	 no	 modifique	 sus	

propiedades	 por	 efecto	 de	 los	 componentes	 de	 la	 matriz;	 sea	 inerte,	 esto	 es	 no	 introduzca	

sustancias	tóxicas	ni	contamine,	así	como	que	no	modifique	la	concentración	de	alguna	especie.	

Un	 ESI	 diseñado	 para	mediciones	 intracelulares	 también	 deberá	 ser	 de	 un	 tamaño	 apropiado	

para	insertarse	y	que	no	provoque	daño	considerable	a	la	célula.	
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ELECTRODOS	SELECTIVOS	A	IONES	BASADOS	EN	IONÓFOROS	

Existen	 diferentes	 tipos	 de	 ESI,	 como	 los	 de	 estado	 sólido	 y	 los	 de	 membrana	 de	 vidrio.		

En	particular,	 desde	 finales	de	 la	 década	de	1960	ha	habido	un	 gran	 auge	en	 la	 investigación	 y	

desarrollo	 de	 ESI	 basados	 en	 membranas	 selectivas	 con	 ionóforos	 inmovilizados	 en	 ellas.		

El	uso	de	estos	ionóforos	ha	permitido	desarrollar	ESI	para	cuantificar	múltiples	cationes	y	aniones	

y	establecer	la	potenciometría	como	una	técnica	rutinaria	para	la	detección	selectiva	y	directa	de	

especies	iónicas	en	muestras	complejas	(Skoog,	1994).	

Los	electrodos	de	membrana	de	unión	 líquida	constan	de	una	membrana	selectiva	al	 ion	que	se	

encuentra	 en	 contacto	 con	 una	 solución	 interna	 de	 concentración	 fija	 en	 la	 cual	 se	 encuentra	

sumergido	un	electrodo	que	transduce	la	señal	generada	por	los	iones.	

La	parte	esencial	de	un	ESI	basado	en	acarreadores	es	 la	membrana	polimérica	que	contiene	

varios	componentes,	comúnmente	un	 ionóforo	o	acarreador,	una	sal	 lipofílica,	plastificante	y	

una	matriz	polimérica.	La	función	de	la	matriz	es	servir	como	soporte	para	el	ionóforo,	que	es	

un	 agente	 complejante	 orgánico	 líquido	 cuyo	 exterior	 es	 hidrofóbico	 y	 su	 interior	 es	

hidrofílico,	 y	 que	 confieren	 la	 selectividad	 a	 la	membrana	 hacia	 un	 ion	 dado,	 puesto	 que	 lo	

acarrea	hacia	la	solución	interna.	La	sal	lipofílica	y	el	plastificante	son	aditivos	que	mejoran	las	

propiedades	 de	 la	 membrana;	 por	 ejemplo,	 disminuyendo	 la	 interferencia	 debida	 a	 otros	

iones.	 Existen	 diversos	 soportes	 poliméricos	 para	 la	 construcción	 de	 la	 membrana,	 el	 más	

empleado	por	sus	características	es	el	cloruro	de	polivinilo	o	PVC	(Harvey,	2001).	

El	 uso	 de	 acarreadores	 de	 iones	 ha	 permitido	 la	 miniaturización	 de	 los	 electrodos	 debido	 al	

interés	 por	 hacer	 mediciones	 intracelulares,	 así	 que	 actualmente	 existen	 microelectrodos	

selectivos	 a	 iones	 (MESI).	 Es	 recomendable	 que	 el	 ESI	 y	 el	 electrodo	 de	 referencia	 estén	 en	

contacto	 en	 el	 mismo	medio,	 por	 ello	 también	 se	 ha	 buscado	 miniaturizar	 los	 electrodos	 de	

referencia	 (microelectrodos	 de	 referencia)	 para	 que	 su	 tamaño	 sea	 adecuado	 para	 i	

nsertarlos	en	células.		

Una	característica	importante	de	cualquier	electrodo	destinado	para	uso	intracelular	o	en	sistemas	

biológicos,	 es	 que	 no	 contamine	 el	 medio	 que	 se	mide,	 y	 también	 es	 de	 suma	 relevancia	 que	

continúe	funcionando	a	pesar	de	la	complejidad	de	los	componentes	presentes	dentro	de	la	célula		

(que	no	se	inactive	o	disminuya	su	función).	
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ELECTRODOS	SELECTIVOS	A	Cl–	

El	primer	electrodo	selectivo	que	se	empleó	para	determinar	Cl–	fue	el	de	plata/cloruro	de	plata	

(Ag|AgCl)	 que	 consiste	 de	 un	 alambre	 de	 plata	 recubierto	 de	 cloruro	 del	 mismo	 metal.		

Tiene	 las	 desventajas	 de	 contaminarse	 e	 inactivarse	 por	 adsorción	 de	 proteínas	 y	 tener	 baja	

selectividad,	 pues	 presenta	 interferencia	 por	 múltiples	 aniones.	 Por	 otra	 parte,		

es	difícil	de	miniaturizar	para	poder	insertarlo	en	células	y	también	puede	contaminar	los	sistemas	

biológicos.	 Todo	 esto	 limita	 su	 uso	 en	 la	 detección	 de	 Cl–	 en	 estos	 sistemas,	 razón	 que	 llevó	 al	

desarrollo	de	otro	tipo	de	electrodos	para	cuantificar	este	ion.	

Durante	la	década	de	1980	se	usaron	ionóforos	líquidos	que	permitieron	construir	electrodos	de	

tamaño	adecuado	para	insertarlos	en	células,	pero	la	compañía	que	los	fabricaba	descontinuó	su	

producción	 a	 mediados	 de	 la	 década	 de	 1990.	 Surgieron	 también	 otro	 tipo	 de	 ionóforos		

selectivos	a	Cl–.	Actualmente	los	más	utilizados	son	ionóforos	basados	en	complejos	mercuriales	e	

inclusive	se	comercializan	mezclas	preparadas	y	listas	para	usar	en	los	electrodos.		

Estos	 ionóforos,	 en	 combinación	 con	 sales	 lipofílicas,	 han	 permitido	 desarrollar	 electrodos	

selectivos	a	Cl–	con	mejores	propiedades	de	selectividad	y	detección.	Por	otra	parte,	el	método	de	

construcción	 de	 los	MESI	 permite	 fabricar	 un	 número	 grande	 de	 electrodos	 con	 poco	 gasto	 de	

reactivos,	lo	cual	hace	que	el	precio	por	electrodo	sea	bajo.		
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2.	ANTECEDENTES	
El	cotransporte	electroneutro	de	Na+,	K+	y	Cl–	sensible	a	diuréticos	mediado	por	NKCC	fue	descrito	

por	primera	vez	por	Geck	y	colaboradores	en	1980	(Geck	et	al,	1980).	Desde	el	descubrimiento	de	

los	CCC	y	a	partir	de	la	identificación	y	clonación	del	ADNc	que	codifica	para	todos	los	miembros	

de	 la	 familia	 SLC12,	 se	 ha	 logrado	 la	 caracterización	 a	 fondo	 de	 las	 principales	 propiedades	

funcionales,	 farmacológicas	 y	 algunas	 regulatorias,	 incrementando	 la	 comprensión	 del		

proceso	 de	 cotransporte.	 La	 caracterización	 funcional	 de	 cada	miembro	 de	 la	 familia	 SLC12	 de	

cotransportadores	 electroneutros	 se	 ha	 realizado	 por	medio	 de	 ensayos	 de	 expresión	 funcional	

del	ADNc	 clonado	en	 sistemas	de	expresión	 tanto	de	mamíferos	 (por	ejemplo,	 células	HEK-293,	

células	MDCK,	etc)	como	no	mamíferos	(por	ejemplo,	expresión	de	ARNm	en	ovocitos	de	X.	laevis)	

(Mount	et	al,	1998).		

Los	 CCC	 tienen	 un	 papel	 relevante	 en	 el	 control	 del	 volumen	 celular.	 Se	 ha	 visto	 que	 las	

modificaciones	 en	 la	 osmolaridad	 del	 medio	 en	 el	 que	 se	 encuentran	 expuestas	 las	 células	

provocan	 la	activación	o	 inactivación	de	diferentes	miembros	de	 la	familia	SLC12	para	mantener	

constante	el	volumen	celular	(Haas,	Forbush,	1998).	

Se	 sabe	 que	 la	 actividad	 de	 todos	 los	 CCC	 es	 regulada	 por	 cinasas.	 En	 el	 caso	 particular	 de		

los	 NKCC,	 que	median	 la	 entrada	 de	 sal	 a	 la	 célula,	 la	 fosforilación	 provoca	 un	 aumento	 en	 su	

actividad	cuando	se	exponen	a	diversos	estímulos.		

Lytle	y	Forbush,	y	posteriormente	otros	grupos	de	investigación	han	reportado	que	después	de	la	

incubación	en	medios	hipertónicos	 los	NKCC	se	encuentran	más	 fosforilados	y	por	 lo	 tanto	más	

activos,	sugiriendo	que	ello	ocurre	como	respuesta	al	encogimiento	celular.	Así,	se	propone	que	

esta	 respuesta	 es	 un	mecanismo	 de	 defensa	 para	mantener	 el	 volumen	 de	 la	 célula	 y	 de	 este	

modo	 ajustar	 la	 osmolaridad	 intracelular	 por	 medio	 de	 la	 entrada	 de	 electrolitos		

(Lytle,	Forbush,	1992;	Russell,	2000;	Ganong	et	al,	2002;	Lytle,	McManus,	2002).	

Por	 otro	 lado,	 la	 incubación	 de	 células	 en	 medios	 ausentes	 de	 Cl–	 (inclusive	 manteniendo	 la	

concentración	 extracelular	 de	 Na+	 y	 K+),	 también	 ocasiona	 un	 aumento	 en	 el	 estado	 de	

fosforilación	 y	 por	 lo	 tanto	de	 la	 actividad	de	NKCC	 (Haas,	 Forbush,	 1994;	Ganong	et	 al,	 2002).		
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La	 exposición	 a	 estas	 condiciones	 provoca	 la	 salida	 de	 Cl–	 de	 la	 célula	 y,	 por	 lo	 tanto,	 la	

disminución	 de	 su	 concentración.	 Estas	 observaciones	 llevaron	 a	 establecer	 que	 la	 [Cl–]i	 es	 un	

importante	 regulador	 de	 la	 actividad	de	 los	NKCC	 (Haas,	 Forbush,	 1994;	 Lytle,	McManus,	 2002;		

Haas,	Forbush,	1998).	

Diversos	 grupos	 de	 investigación	 han	 mostrado	 que	 en	 varias	 de	 líneas	 celulares		

la	 [Cl–]i	 es	 un	 estímulo	 clave	 para	 la	 regulación	 de	 la	 actividad	 de	

todos	los	miembros	de	la	familia	SLC12.	De	este	modo	se	propone	que	la	[Cl–]i	puede	ser	la	señal	

principal	percibida	por	las	cinasas	que	controlan	la	actividad	de	los	CCC	por	medio	de	fosforilación,	

ya	que	se	ha	encontrado	que	la	actividad	de	dichas	cinasas	aumenta	ante	la	disminución	de	[Cl–]i		

(Ponce	et	al,	2008).	

La	respuesta	de	la	actividad	de	los	NKCC	a	estos	dos	estímulos	(osmolaridad	del	medio	externo	y	

[Cl–]i)	se	ha	utilizado	como	estrategia	para	su	estudio	(Ponce	et	al,	2008;	Lytle,	McManus,	2002;	

Kahle	et	al,	2006;	 Isenring,	1998a).	Para	estudiar	 los	NKCC,	 las	células	que	sobreexpresan	dichos	

cotransportadores	 se	 preincuban	 en	 condiciones	 que	 incrementen	 su	 actividad:	 en	 medios	

hiperosmóticos	 o	 bien,	 en	 otros	 que	 provoquen	 la	 disminución	 de	 la	 [Cl–]i	 y,	 en	 ambos	 casos,	

posteriormente	se	mide	la	captura	de	radioisótopos	en	medios	adecuados.	

Para	 la	 depleción	 del	 Cl–	 intracelular	 existen	 reportadas	 dos	 estrategias,	 una	 de	 ellas	 es		

la	 exposición	 de	 las	 células	 a	 medios	 hipotónicos	 sin	 Cl–	 y	 la	 otra,	 la	 coexpresión	 del	

cotransportador	KCC2	(otro	miembro	de	la	familia	de	SLC12,	que	se	expresa	en	tejido	neuronal).	

La	incubación	en	un	medio	hipotónico	y	bajo	en	Cl–	ocasiona	la	apertura	de	los	canales	de	Cl–	que	

median	la	salida	de	este	ion	de	la	célula	y	causan	la	disminución	de	[Cl–]i.	El	cotransportador	KCC2	

media	 la	 salida	 de	 Cl–	 y	 tiene	 la	 característica	 de	 estar	 activo	 incluso	 bajo		

condiciones	de	isotonicidad.		

Para	 el	 estudio	 de	 CCC,	 los	 ensayos	 de	 conteo	 de	 radiactividad	 son	 los	más	 utilizados,	 pues	 el	

carácter	electroneutro	de	los	cotransportadores	impide	el	uso	de	técnicas	electrofisiológicas	en	las	

que	se	mide	la	corriente	causada	por	el	flujo	iónico.	Un	formato	de	ensayo	usado	comúnmente	es	

la	 entrada	 de	 86Rb+	 como	 congénere	 de	 K+	 (Xu	 et	 al,	 2001).	 En	 estos	 estudios	 las	 células	 que	

sobreexpresan	 el	 cotransportador	 se	 incuban	 en	 un	medio	 que	 contiene	 86Rb+.	 Posteriormente		
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se	lavan	y	lisan	y	se	mide	la	radiactividad	del	lisado	celular.	Se	prefiere	el	uso	de	86Rb+	puesto	que	

tiene	un	tiempo	de	vida	media	corto	(18	días).	Ocasionalmente	también	se	emplea	el	radioisótopo	
22Na+,	cuya	vida	media	es	de	3	años.	Existen	pocos	estudios	en	los	que	se	utiliza	36Cl-,	pues	su	vida	

media	 es	 muy	 larga	 (300	 mil	 años)	 y	 su	 costo	 considerablemente	 mayor	 que	 86Rb+	 y	 22Na+.		

(Xu	et	al,	2001).	

Recientemente,	 como	 técnicas	 alternativas,	 se	 ha	 probado	 cuantificar	 la	 entrada	 de	 Tl+	 por	

medición	 de	 la	 fluorescencia	 con	 colorantes,	 así	 como	 la	 medición	 de	 los	 cambios	 en	 el	 pH	

intracelular	 dependientes	 de	 la	 entrada	 NH4
+	 también	 con	 indicadores	 fluorescentes		

(Carmosino	et	al,	2013).	

Los	 ensayos	 por	 conteo	 de	 radiactividad	 dan	 alta	 tasa	 de	 transferencia	 y	 son	 robustos	 contra	

artefactos;	 tienen	 alta	 especificidad	 ya	 que	 sólo	 se	mide	 la	 señal	 generada	 por	 el	 radioisótopo,	

además	 de	 ser	 altamente	 sensibles	 (orden	 de	 pmol)	 (Xu	 et	 al,	 2001).	 Estos	 presentan	 los	

inconvenientes	asociados	al	manejo	de	material	radiactivo,	no	se	pueden	monitorear	de	manera	

continua	 los	 cambios	 iónicos	 y	 tampoco	 se	 cuantifica	 la	 concentración	 intracelular	 de	 iones		

(Xu	et	al,	2001).	

Para	 la	 cuantificación	 de	 iones	 se	 han	 empleado	 microelectrodos	 selectivos	 a	 iones	 (MESI),		

que	 son	 versiones	 miniaturizadas	 de	 los	 ESI,	 principalmente	 aquellos	 basados	 en		

membranas	selectivas.	Para	estudiar	los	cambios	en	la	actividad	de	una	amplia	cantidad	de	iones	

de	interés	biológico,	se	han	desarrollado	MESI	de	tamaño	tal	que	es	posible	insertarlos	en	células.	

Los	MESI	son	una	estrategia	para	medir	directamente	la	actividad	extra	o	intracelular	de	un	ion	y	

para	hacer	mediciones	prolongadas	del	mismo,	así	como	para	cuantificar	la	concentración	libre	de	

los	 constituyentes	 citosólicos	 de	 las	 células.	 También	 se	 han	 empleado	 para	 la	 detección	 de		

flujos	muy	pequeños	de	iones	a	través	de	la	membrana	plasmática	cerca	de	células	y	entre	tejidos,	

debidos	a	bombas,	intercambiadores	y	canales	iónicos.	

Los	MESI	tienen	varias	ventajas,	por	una	parte,	miden	directamente	la	actividad	del	ion	de	interés	

que	 detecta	 el	 electrodo;	 su	 fabricación	 es	 sencilla	 y	 barata.	De	 igual	 forma	 la	 instrumentación	

requerida	 es	 de	 bajo	 costo.	 Además,	 miden	 sólo	 las	 actividades	 de	 los	 iones	 presentes	 en	 el	

citoplasma	 dado	 que	 el	 tamaño	 de	 la	 punta	 del	 MESI	 impide	 romper	 o	 ensartar	 organelos.		
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Es	 posible	 detectar	 cambios	 en	 la	 concentración	 intracelular	 de	 iones	 usando	MESI	 durante	 el	

tiempo	que	se	mantengan	insertados	en	la	célula	(inclusive	horas).	Dependiendo	el	tamaño	de	la	

célula,	incluso	es	posible	medir	de	manera	simultánea	dos	iones	con	los	MESI.	Muchos	cambios	en	

las	 concentraciones	 intracelulares	de	 los	 iones	ocurren	en	una	escala	 de	 tiempo	de	 segundos	 a	

minutos	y	los	tiempos	de	respuesta	de	los	microelectrodos	selectivos	a	iones	son	adecuados	para	

detectar	dichos	cambios.	Sin	embargo,	algunos	eventos	iónicos	intracelulares	ocurren	mucho	más	

rápido	y	se	precisan	otras	técnicas	para	su	detección.	

Esta	técnica	presenta	también	ciertas	desventajas:	se	requiere	que	la	punta	de	dos	electrodos	esté	

dentro	 de	 la	 célula	 al	 mismo	 tiempo,	 lo	 que	 hace	 que	 la	 inserción	 se	 vuelva	 difícil	 cuando	

disminuye	el	tamaño	de	la	misma,	así	que	se	requieren	células	cuyo	tamaño	sea	de	alrededor	de	

50×10	µm,	 que	 son	 las	 células	más	 pequeñas	 que	 se	 pueden	 utilizar	 cuando	 se	 emplean	MESI.		

A	 pesar	 de	 que	 por	 sí	 mismos	 no	 modifican	 la	 concentración	 del	 ion	 que	 se	 está	 probando		

(al	 adicionarlo	 o	 removerlo	 de	 la	 célula),	 por	 tratarse	 de	 un	método	 invasivo,	 pueden	 dañarla.	

Otros	iones	y	componentes	celulares	pueden	causar	interferencias	y	dar	señales	combinadas	con	

la	 señal	 deseada,	 lo	 que	 dificulta	 detectar	 el	 cambio	 exacto	 en	 la	 actividad	 del	 ion	 de	 interés.		

En	la	práctica	esto	determina	el	límite	de	cuantificación	del	MESI.	Por	último,	la	lectura	hecha	con	

los	 MESI	 puede	 ser	 afectada	 por	 interferencias	 eléctricas,	 lo	 que	 se	 evita	 con	 el	 uso	 de		

cajas	 de	 Faraday.	 Entonces,	 con	 el	 fin	 de	 asegurar	 el	 buen	 funcionamiento	 de	 los	MESI	 para	 la	

detección	 y	 cuantificación	 del	 ion	 de	 interés,	 es	 preciso	 caracterizar	 los	 mismos,	 así	 como	 al	

sistema	de	estudio	(célula).	

Dado	 que	 el	 Cl-	 es	 el	 ion	 común	 a	 todos	 los	 cotransportadores	 de	 esta	 familia	 y	 debido	 al	

importante	 papel	 regulador	 que	 la	 concentración	 intracelular	 del	 mismo	 presenta	 sobre	 la	

actividad	 de	NKCC,	 se	 propone	 entonces	monitorear	 los	 cambios	 de	 la	 [Cl–]i	 que	 ocurren	 en	 su	

concentración	cuando	se	sobreexpresan	estos	cotransportadores	en	ovocitos	de	Xenopus	laevis	y	

en	ausencia	de	ellos,	empleando	un	microelectrodo	selectivo	a	cloruro	(MES–Cl).	

El	interés	particular	por	estudiar	los	NKCC	se	debe	que	están	encargados	de	la	entrada	de	este	ion	

y	 existen	 sólo	 dos	 isoformas.	 Por	 una	 parte,	 se	 tiene	 el	 NKCC1,	 que	 es	 ubicuo,	 presente	 en	

prácticamente	 todos	 los	 tipos	 celulares,	principal	mediador	de	 la	entrada	de	Cl–	 y	 con	un	papel	
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relevante	en	la	modulación	del	volumen	celular	por	medio	de	la	modificación	en	la	concentración	

de	este	ion.	Por	otra	parte,	el	NKCC2	que	es	específico	de	riñón,	es	importante	para	la	reabsorción	

de	sal	en	este	órgano,	y,	al	regular	el	líquido	extracelular,	tiene	un	papel	en	la	homeostasis	de	la	

presión	sanguínea.	Es	por	ello	que	se	espera	que	el	 transporte	de	Cl–	mediado	por	cada	uno	de	

estos	 cotransportadores	 sea	 distinto,	 debido	 a	 su	 papel	 y	 ubicación	 fisiológica.	 El	 estudio	 de	

ambos	NKCC	es	relevante	para	entender	mejor	el	papel	regulador	de	la	[Cl–]	sobre	ellos	cada	uno	

de	ellos.	Con	esta	información	pretendemos	tener	mejores	elementos	que	nos	permitan	entender	

su	papel	fisiológico	en	los	distintos	tejidos	en	que	se	expresan.		
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3.	JUSTIFICACIÓN	
Hasta	el	momento	se	tienen	múltiples	investigaciones	en	las	que	se	ha	observado	un	incremento	

en	 la	 actividad	 de	 los	 cotransportadores	 NKCC	 sobreexpresados	 en	 ovocitos	 de	 Xenopus	 laevis	

cuando	 se	exponen	a	estrategias	de	depleción	del	Cl–intracelular.	A	pesar	de	que	 se	 intuye	que	

esto	 ocasiona	 la	 disminución	 de	 la	 [Cl-]i,	 hace	 falta	 medir	 en	 qué	 la	 magnitud	 se	 modifica	 la	

concentración	de	dicho	 ion	por	 las	 estrategias	para	 reducir	 el	 Cl–	 intracelular	 en	presencia	 y	 en	

ausencia	 de	 los	 cotransportadores	 NKCC	 sobre-expresados	 en	 ovocitos	 de	 Xenopus	 laevis;,	 así	

como	 estudiar	 el	 cambio	 en	 la	 concentración	 de	 este	 ion	 cuando	 las	 células	 se	 incuban	 en		

el	medio	de	retoma.		

El	 presente	 trabajo	 constituye	 una	 aproximación	 a	 la	 medición	 de	 la	 [Cl-]i	 en	 ovocitos	 de		

Xenopus	 laevis	 utilizando	 microelectrodos	 selectivos	 a	 Cl-	 (por	 la	 técnica	 de	 potenciometría),	

aplicando	 las	 estrategias	 de	 depleción	 de	 Cl–	 que	 se	 utilizan	 para	 el	 estudio	 de	 estos	

cotransportadores.	 Para	 este	 propósito	 también	 se	 diseñarán	 los	 microelectrodos	 con	 tamaño	

adecuado	 para	 que	 sea	 posible	 su	 inserción	 en	 la	 célula	 sin	 que	 cause	 perturbación	 o		

daño	a	la	misma.	

	

4.	HIPÓTESIS	
Dado	 que	 la	 [Cl-]i	 tiene	 efecto	 sobre	 la	 actividad	 de	 los	 cotransportadores	 electroneutros	 CCC,		

se	espera	encontrar	que	la	concentración	de	Cl–	en	los	ovocitos	sea	distinta	a	causa	de	la	diferente	

actividad	de	NKCC1	y	NKCC2	al	exponerlos	a	las	estrategias	de	depleción	de	[Cl-]i.	
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5.	OBJETIVOS	
OBJETIVOS	GENERALES	

• Evaluar	el	efecto	de	la	exposición	a	condiciones	de	depleción	de	Cl–	sobre	la	concentración	

intracelular	de	este	ion	([Cl-]i)	en	ovocitos	de	Xenopus	laevis	control	utilizando	microelectrodos	

de	fabricación	propia.	

• Evaluar	 el	 efecto	 de	 la	 [Cl-]i	 sobre	 la	 actividad	 de	 los	 cotransportadores	 electroneutros	

NKCC1	y	NKCC2	expresados	y	coexpresados	con	KCC2,	en	ovocitos	de	Xenopus	laevis.	

OBJETIVOS	PARTICULARES	

• Construir	 y	 caracterizar	un	microelectrodo	selectivo	a	Cl-	 (MES–Cl)	 y	un	microelectrodo	de	

referencia	(µRef)	destinado	a	mediciones	intracelulares.	

• Medir	 la	 [Cl–]i	 en	 ovocitos	 de	 Xenopus	 laevis	 nativos	 y	 con	 sobreexpresión	 de	 un	

cotransportador	 electroneutro	 Na+-K+-2Cl–,	 por	 potenciometría	 utilizando	 los		

microelectrodos	construidos.	

• Medir	 la	 [Cl-]i	 de	ovocitos	de	Xenopus	 laevis	 nativos	y	que	 sobreexpresan	cada	uno	de	 los	

cotransportadores	electroneutros	expuestos	a	dos	distintas	condiciones	de	depleción	de	[Cl–]i	

(exposición	a	medio	hipotónico	sin	Cl–	y	coexpresión	del	cotransportador	KCC2)	
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6.	METODOLOGÍA	

6.1	Construcción	y	caracterización	de	los	electrodos	

6.1.1		 Microelectrodo	selectivo	a	Cl–	(MES-Cl)	

6.1.1.1	Construcción	

Se	 obtuvo	 una	 micropipeta	 a	 partir	 de	 un	 capilar	 de	 borosilicato	 (TW1450-4		

World	 Precision	 Instruments)	 alargado	 por	 calor	 con	 un	 estirador	 automático	 de	 láser	 (P-2000	

Sutter	 Instruments),	 a	 dicha	 micropipeta	 se	 colocó	 en	 la	 punta	 la	 membrana	 selectiva	 a	 Cl–.		

Ésta	 consta	 de	 un	 soporte	 polimérico	 de	 PVC	 (cloruro	 de	 polivinilo)	 adicionado	 con		

el	 ionóforo	 II	 a	 Cl–	 ([4,5-dimetil-3,6-dioctiloxi-1,2-fenilen]-bis-(mercuro-trifluoroacetato))	 y		

la	 sal	 lipofílica	 TDMACl	 (cloruro	 de	 tridodecilmetil	 amonio).	 Estos	 dos	 compuestos	 tienen	 por	

función	 hacer	 que	 la	 membrana	 sea	 sensible	 al	 ion	 Cl–	 y	 disminuir	 la	 interferencia	 de	 otras	

especies,	respectivamente.	El	soporte	se	formó	disolviendo	4	mg	del	ionóforo,	30	mg	de	TDMACl	y	

40	mg	de	PVC	en	1	mL	de	THF	(tetrahidrofurano).		

Se	colocó	una	gota	de	 la	mezcla	en	un	portaobjetos	y	se	sumergió	 la	punta	del	capilar	estirado,	

para	 llenar	 una	 porción	 de	 ésta	 con	 la	 disolución.	 Posteriormente	 se	 dejó	 que	 el	 disolvente	 se	

evaporara	 a	 temperatura	 ambiente	 durante	 5	 horas	 y	 así	 la	 membrana	 quedó	 alojada		

sólo	en	el	extremo	de	la	punta.	En	seguida	se	activó	la	membrana,	esto	es,	se	saturó	de	iones	para	

hacerla	 conductora,	 para	 ello	 se	 llenó	 el	 capilar	 con	 KCl	 1M	 y	 sumergió	 la	 punta	 de	 éste	 en	 la	

misma	disolución	durante	aproximadamente	5	horas.	

Por	último,	se	 introdujo	un	transductor	compuesto	por	un	alambre	de	plata	clorurada	(Ag|AgCl)	

en	 la	 solución	 interna	 de	 KCl	 del	 capilar.	 Dicho	 transductor	 se	 preparó	 sumergiendo	 el		

alambre	 de	 Ag	 en	 una	 disolución	 de	 NaClO	 durante	 5	 minutos,	 con	 lo	 que	 se	 deposita		

una	capa	de	AgCl	sobre	él.	
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A	continuación	se	muestra	un	esquema	de	armado	del	electrodo.	

	

Figura	6.1.	A)	Esquema	del	microelectrodo				B)	Fotografía	del	microelectrodo	

6.1.1.2	Caracterización	

6.1.1.2.1	Determinación	del	intervalo	de	[Cl–]	de	respuesta	lineal	

Se	 prepararon	 9	 disoluciones	 estándar	 de	 KCl	 en	 agua	 destilada	 en	 un	 intervalo	 de	

concentraciones	de	10-5	a	10-1	M.	Se	midió	por	triplicado	el	valor	del	potencial	generado	entre	el	

MES-Cl	y	el	microelectrodo	de	referencia	(µRef)	sumergidos	en	cada	una	de	las	disoluciones	con	

un	 potenciómetro	 digital	 Conductronic	 pH	 120.	 Por	 último,	 se	 trazó	 la	 gráfica	 de		

la	 respuesta	 medida	 (diferencia	 de	 potencial)	 en	 función	 del	 –log[Cl–]	 (pCl).		

Todas	las	mediciones	se	realizaron	a	temperatura	ambiente.	

A)	 B)	
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6.1.1.2.2	Estudio	del	tiempo	de	estabilización	de	la	lectura.	

Se	 midió	 el	 tiempo	 en	 que	 el	 electrodo	 alcanza	 una	 lectura	 de	 potencial	 estable.		

Para	 ello	 se	 emplearon	 disoluciones	 estándar	 de	 KCl	 en	 agua	 destilada,	 de	 concentraciones		

10–3	a	10–1	M,	que	corresponde	al	 intervalo	de	respuesta	lineal	del	MES-Cl,	determinado	a	partir	

del	 experimento	 anterior.	 Se	 registró	 el	 potencial	 medido	 (potenciómetro	 digital		

Conductronic	 pH	 120)	 para	 cada	 disolución	 durante	 5	min.	 Primero	 se	midieron	 las	 soluciones	

hacia	concentraciones	crecientes	y	posteriormente	hacia	valores	decrecientes.	Se	obtuvieron	 los	

registros	de	E	en	función	del	tiempo.	

	6.1.1.2.3	Estudio	de	interferentes	

Se	 evaluó	 el	 efecto	 sobre	 la	 lectura	 de	 E	 de	 las	 disoluciones	 de	 Cl–,	 de	 aniones	 orgánicos	

producidos	 en	 el	metabolismo	 celular	 y	 de	 aniones	 que	 se	 emplean	 como	 sustitutos	 de	 Cl–	 en	

ensayos	 biológicos	 y	 cuya	 presencia	 durante	 las	 mediciones	 podría	 interferir	 en		

la	 lectura	 del	 electrodo	 selectivo.	 Se	 probaron	6	metabolitos:	 citrato,	 oxalato,	 lactato,	 piruvato,	

bicarbonato	y	acetato;	y	2	sustituyentes	de	Cl–:	gluconato	e	isetionato.	

Se	empleó	el	método	de	interferente	fijo	que	consiste	en	mantener	constante	la	concentración	del	

probable	 ion	 interferente,	 mientras	 que	 se	 varía	 la	 concentración	 del	 ion	 de	 interés		

que	mide	el	MESI.	

Se	 prepararon	 disoluciones	 estándar	 de	 KCl	 en	 agua	 destilada	 en	 todo	 el	 intervalo	 de	

concentraciones	 que	 se	 probaron	 para	 establecer	 la	 respuesta	 lineal	 (10–5	 a	 10–1	 M).		

Se	 preparó	 una	 serie	 de	 disoluciones	 con	 [Cl–]	 variable	 para	 cada	 anión	 que	 se	 estudió.		

La	concentración	del	posible	ion	interferente	se	mantuvo	constante	en	cada	una	de	las	soluciones	

de	 la	 serie:	 1	 mM	 para	 los	 aniones	 provenientes	 del	 metabolismo	 celular	 y	 10	 mM	 para	 los	

sustituyentes	de	Cl–.	Se	midió	el	valor	de	potencial	generado	entre	el	MES-Cl	y	el	µRef	sumergidos	

en	cada	una	de	las	soluciones	y	finalmente	se	trazó	la	gráfica	de	la	respuesta	en	función	de	pCl.	
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6.1.2	 Microelectrodo	de	referencia	(µRef)	

6.1.2.1	Construcción	

Para	fabricar	el	microelectrodo	de	referencia	(µRef)	se	utilizó	 la	misma	configuración	del	MES-Cl	

que	se	muestra	en	la	figura	6.1	y	el	proceso	para	colocar	la	membrana	en	la	punta	del	capilar	fue	

igual	que	el	descrito	para	el	microelectrodo	selectivo.	A	diferencia	del	MES-Cl,	 la	membrana	del	

µRef	consistió	únicamente	de	PVC	sin	 ionóforo	ni	 sal	 lipofílica.	Asimismo,	el	 capilar	 se	 llenó	con		

KCl	1	M	y	la	membrana	pasó	por	el	mismo	proceso	de	activación	con	dicha	disolución.	

6.1.2.2	Caracterización	
Se	evaluó	el	funcionamiento	del	µRef	a	través	de	valoraciones	potenciométricas	ácido-	base	y	se	

comparó	 con	 una	 referencia	 comercial	 de	 Ag|AgCl	 de	 un	 electrodo	 de		

vidrio	selectivo	a	H+	(electrodo	de	pH).	Con	esto	se	buscó	evaluar	la	reproducibilidad	del	potencial	

de	la	microreferencia.	

Se	hicieron	 valoraciones	de	HCl	 0.1	M	 con	NaOH	0.1	M	y	 se	midió	 el	 potencial	 generado	entre	

electrodo	 de	 pH	 y	 el	microelectrodo	 de	 referencia.	 Posteriormente	 se	 repitió	 el	 procedimiento	

utilizando	 ahora	 el	 electrodo	 de	 referencia	 comercial	 interno	 del	 electrodo	 de	 pH.		

Se	 trazaron	 las	 gráficas	 de	 E	 en	 función	 del	 volumen	 agregado	 de	 base	 y	 se	 compararon	 entre	

ambas	 referencias	 (µRef	 de	 fabricación	 propia	 y	 electrodo	 de	 referencia	 comercial	 interno	 del	

electrodo	 de	 pH).	 Por	 último,	 también	 se	 trazó	 la	 gráfica	 de	 la	 primera	 derivada	 de		

la	curva	de	valoración.	
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6.2	Mediciones	intracelulares	en	ovocitos	de	Xenopus	laevis	

La	medición	de	la	[Cl–]i	se	realizó	en	todos	los	casos	por	la	técnica	de	potenciometría	utilizando	el	

sistema	 de	 microelectrodos,	 MES-Cl	 y	 µRef	 construidos	 y	 caracterizados.		

Se	 insertaron	 ambos	 en	 el	 ovocito	 con	 micromanipuladores	 (Narishige)	 y	 se	 visualizó	 con	 un	

microscopio	estereoscópico	(Stereozoom	7,	Bausch	&	Lomb)	a	un	aumento	de	33X.	

El	 valor	 de	potencial	 dentro	de	 la	 célula	 se	 registró	durante	 al	menos	 1	min	 a	 partir	 de	que	 se	

alcanzó	 una	 lectura	 estable.	 Todas	 las	 mediciones	 se	 realizaron	 con	 un	 potenciómetro	 digital	

Conductronic	 pH	 120	 y	 se	 utilizó	 el	 programa	 de	 adquisición	 Axoscope	 10.1	 y		

una	interfase	MiniDigi	1A,	ambos	de	Axon	Instruments,	para	grabar	los	registros.		

Todas	 las	 lecturas	 se	 midieron	 en	 unidades	 de	 potencial	 (E	 en	 mV)	 y	 posteriormente	 se	

convirtieron	 a	 concentración	 de	 Cl–	 en	 mM	 para	 su	 correspondiente	 análisis.		

El	 procedimiento	 para	 el	 cálculo	 de	 la	 concentración	 a	 partir	 de	 los	 valores	 de	 potencial		

se	detalla	en	el	anexo	B.	

Las	mediciones	se	dividieron	en	dos:		

Ø Caracterización	del	sistema	celular	

Ø Mediciones	 aplicando	 protocolos	 para	 el	 estudio	 de	 función	 de	 cotransportadores	

electroneutros	Na+-K+-2Cl–	
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6.2.1	Caracterización	del	sistema	intracelular	

En	 los	ensayos	preliminares	a	 las	mediciones	con	cotransportadores	se	caracterizó	el	sistema	de	

estudio	(los	ovocitos)	exponiéndolo	a	condiciones	que	provocaran	cambios	significativos	sobre	su	

[Cl–]i	y	de	ese	modo	evaluar	el	funcionamiento	de	ambos	electrodos	dentro	de	las	células	durante	

el	proceso.	

6.2.1.1	Monitoreo	en	continuo	

Se	 monitoreó	 la	 [Cl–]i	 de	 un	 ovocito	 manteniendo	 ambos	 microelectrodos	 insertados	 en	 él,		

al	 tiempo	 que	 se	 modificaba	 la	 concentración	 de	 sales	 del	 medio	 externo.	 En	 la	 sección	 de	

resultados	se	explica	con	más	detalle	en	qué	consistieron	y	cómo	se	realizaron	los	cambios	en	el	

medio	externo.	

6.2.1.2	Incubaciones	

Se	incubaron	diferentes	grupos	de	ovocitos	en	una	de	3	condiciones	de	tonicidad,	y	después	de	las	

incubaciones	midió	la	[Cl-]i	utilizando	el	sistema	de	electrodos:	

Isotonicidad:	 se	 empleó	medio	ND96	 regular	 en	que	 se	mantienen	 los	 ovocitos:	 96.0	mM	NaCl,		

2.0	mM	KCl,	1.8	mM	CaCl2,	1.0	mM	MgCl2	y	5.0	mM	HEPES	(pH	7.4),	~210	mosm/kg	H2O.	

Hipotonicidad:	 se	 utilizó	 ND96	 diluido	 al	 50%	 con	 agua	 destilada:	 48.0	 mM	 NaCl,	 1	 mM	 KCl,		

0.9	 mM	 CaCl2,	 0.5	 mM	 MgCl2	 y	 2.5	 mM	 HEPES	 (pH	 7.4),	 ~105	 mosm/kg	 H2O.	 El	 tiempo	 de	

incubación	en	este	medio	fue	de	3h.	

Hipertonicidad:	 al	 medio	 ND96	 se	 adicionó	 50%	 más	 de	 NaCl	 para	 una	 concentración	 final	 de		

163.0	 mM,	 2.0	 mM	 KCl,	 1.8	 mM	 CaCl2,	 1.0	 mM	 MgCl2	 y	 5.0	 mM	 HEPES	 (pH	 7.4),		

~315	mosm/kg	H2O.	El	tiempo	de	incubación	en	este	medio	fue	de	6h.	
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6.2.1.3	Inyecciones	de	soluciones	estándar	de	KCl	

Se	 inyectaron	 en	 los	 ovocitos	 100	 nL	 de	 soluciones	 de	 KCl	 de	 concentraciones	 crecientes		

(en	 un	 intervalo	 de	 10-4	 a	 10-1	 M	 [0.1	 a	 100	 mM])	 y	 se	 hizo	 la	 medición	 intracelular	

inmediatamente	 después	 de	 la	 inyección	 para	 medir	 los	 cambios	 que	 provocó	 esta	 operación	

sobre	la	[Cl–]i.	Se	inyectaron	5	ovocitos	para	cada	solución	estándar.	

Se	trazó	la	gráfica	del	valor	de	potencial	medido	en	función	de	la	[Cl–]i	que	se	alcanzó	por	efecto	

de	 la	 inyección;	 determinado	 por	 el	 cálculo	 del	 volumen	 promedio	 de	 un	 ovocito.		

Para	el	cálculo	del	volumen	se	consideró	que	se	trata	de	una	esfera	con	un	diámetro	de	~1	mm	y	

también	se	tomó	en	cuenta	el	aumento	de	volumen	por	la	inyección.	

6.3	Estudios	de	función	de	cotransportadores	electroneutros	Na+:K+:2Cl–	

La	actividad	de	los	cotransportadores	NKCC2	y	NKCC1	se	determinó	por	la	expresión	funcional	en	

ovocitos	de	Xenopus	laevis.	Los	ovocitos	se	inyectaron	con	agua	o	el	ARNc	correspondiente	de	los	

cotransportadores	NKCC1	o	NKCC2	(10	ng/ovocito).		

La	expresión	funcional	de	NKCC1	y	NKCC2	se	realizó	midiendo	el	cambio	en	la	[Cl–]i	al	aplicar	 los	

protocolos	establecidos	con	 los	 cuales	 se	estudian	estos	cotransportadores.	En	estos	protocolos	

inicialmente	 se	 disminuye	 la	 [Cl–]i	 por	 exposición	 a	 dos	 diferentes	 condiciones:	 coexpresión	 del	

cotransportador	 KCC2,	 por	 la	 inyección	 de	 su	 ARNc	 correspondiente	 (10	 ng/ovocito);	 y	 estrés	

hipotónico	sin	Cl–.	Posteriormente	se	incubaron	durante	1	h	en	un	medio	de	recaptura	adecuado	

dependiendo	de	la	estrategia	de	depleción	empleada.	

Los	 medios	 de	 recaptura	 para	 cotransportadores	 Na+:K+:2Cl–	 contienen	 2	 mCi	 del	 radioisótopo	
86Rb+,	dado	que	el	protocolo	está	diseñado	para	medir	la	actividad	del	cotransportador	por	conteo	

de	este	marcador	radiactivo.	En	los	estudios	que	se	realizaron	durante	de	este	proyecto	se	omitió	

el	 radioisótopo	 puesto	 que	 la	 función	 de	 los	 cotransportadores	 se	 siguió	 por	 medición	 de		

los	cambios	en	la	[Cl–]i.	



METODOLOGÍA 

	 38	

Además	del	medio	ND96	regular	también	se	emplearon	los	siguientes:	

Medio	hipotónico	sin	Cl–.	Constituido	por	79	mM	de	 isetionato	de	Na+,	2.0	mM	gluconato	de	K+,		

1.8	 mM	 gluconato	 de	 Ca2+,	 1.0	 mM	 gluconato	 de	 Mg2+,	 5.0	 mM	 HEPES,	 a	 pH	 7.4,	 y	 con	 una	

osmolalidad	de	~170	mosm/kg	H2O.	En	este	medio	los	ovocitos	se	dejaron	en	incubación	la	noche	

previa	al	ensayo	de	recaptura.	

Estrés	 hipotónico	 de	 retoma.	 Compuesto	 por	 40	 mM	 de	 NaCl,		

36	 mM	 de	 N-metil-D-glucamina	 [NMDG]-Cl,	 10	 mM	 KCl,	 1.8	 mM	 CaCl2,	 1.0	 mM	 MgCl2,		

5.0	mM	HEPES,	 a	 pH	7.4	 y	~170	mosm/kg	H2O.	 Este	 es	 el	medio	de	 recaptura	 correspondiente	

para	después	de	la	incubación	en	medio	hipotónico	sin	Cl–.	

Recaptura	 isotónica.	 Constituido	 por	 40	 mM	 NaCl,	 46	 mM	 N-metil-D-	 glucamina	 [NMDG]-Cl,		

10	 mM	 KCl,	 1.8	 mM	 CaCl2,	 1.0	 mM	 MgCl2,	 5.0	 mM	 HEPES,	 a	 pH	 7.4	 y	 ~210	 mosm/kg	 H2O.	

Este	es	el	medio	de	retoma	para	los	ovocitos	coinyectados	con	KCC2.	

Se	 midió	 la	 [Cl–]i	 de	 los	 ovocitos	 expuestos	 a	 cada	 una	 de	 las	 estrategias	 que	 promueven		

la	 salida	 de	 este	 ion	 de	 la	 célula	 y	 también	 después	 del	 ensayo	 de	 recaptura,	 como	 se		

describe	anteriormente.	
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7.	RESULTADOS	

7.1	Caracterización	de	los	microelectrodos		

7.1.1	Microelectrodo	selectivo	a	Cl–	(MES-Cl)	

7.1.1.1	Determinación	del	intervalo	de	[Cl–]	de	respuesta	lineal	

Se	 evaluó	 la	 respuesta	del	MES–Cl	 con	 soluciones	 estándar	 de	KCl	 y	 se	 trazaron	 las	 curvas	 de	

calibración	 graficando	 la	 respuesta	 del	 electrodo	 (E	 medido	 en	 mV)	 en	 función	 de	 pCl		

(-log[Cl–],	 concentración	 en	 mol/L).	 Se	 obtuvieron	 gráficas	 como	 la	 que	 se	 presenta		

a	continuación.	

	
Figura	7.1.	Curva	de	calibración	potenciométrica	de	Cl–	utilizando	el	sistema	de	microelectrodos.	

Se	muestra	la	desviación	estándar	de	cada	punto.	n=5	réplicas	por	concentración	

En	 la	 gráfica	 se	advierten	dos	partes:	 en	 la	primera,	 la	 respuesta	del	 electrodo	es	directamente	

proporcional	 con	 –log[Cl–],	 después,	 a	 concentraciones	 menores	 (<M	 10–4),	 el	 cambio	 en		

la	respuesta	es	poco	marcado.		

La	 respuesta	 lineal	 de	 los	microelectrodos	 selectivos	 tuvo	una	pendiente	aproximada	de	60	mV	

(57.6	±	0.2	mV),	en	el	intervalo	de	[Cl–]	de	10–1	a	10–4	M,	de	tal	forma	que	estos	son	los	valores	en	

los	 que	 se	 puede	 cuantificar	 el	 ion.	 Debido	 a	 que	 a	 concentraciones	menores	 la	 respuesta	 del	

electrodo	no	es	proporcional	con	el	valor	de	pCl,	sino	que	las	lecturas	resultan	similares	entre	sí,	
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no	 es	 adecuado	 el	 uso	 del	 MESI	 diseñado	 en	 este	 trabajo	 para	 realizar	 mediciones	 a	 esos		

valores	de	concentración.	

La	 [Cl-]i	 de	 los	 ovocitos	 de	 Xenopus	 laevis	 reportada	 es	 de	 0.025	 a	 0.065	M	 (10-1.6	 a	 10-1.2	M),	

valores	 que	 se	 encuentran	 dentro	 del	 intervalo	 apropiado	 de	 cuantificación	 del		

microelectrodo	selectivo	diseñado	por	nosotros.		

	

7.1.1.2	Estudio	del	tiempo	de	estabilización	de	la	lectura	

En	 las	 pruebas	 del	 tiempo	 que	 el	 MES–Cl	 requiere	 para	 alcanzar	 una	 lectura	 estable,		

éste	 mostró	 un	 tiempo	 inferior	 a	 60	 s	 en	 cada	 disolución	 ensayada.	 Asimismo,	 se	 alcanzó	

alrededor	del	mismo	valor	de	potencial	para	una	concentración	dada	cuando	la	prueba	se	realizó	

hacia	 cantidades	 crecientes	 y	 decrecientes	 del	 ion,	 como	 se	 observa	 en	 la	 figura	 7.2		

del	monitoreo	de	potencial.	

	
Figura	7.2.	Tiempo	de	estabilización	del	MES–Cl	a	los	cambios	en	la	[Cl-]	

Concentración	de	las	disoluciones:	a)	1	mM		 b)	6.3	mM		 c)	20	mM		 d)	63	mM	e)		 100	mM	
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El	 ensayo	 anterior	 se	 realizó	 en	 5	 ocasiones	 con	 el	 mismo	 microelectrodo	 y	 los	 potenciales	

medidos	de	cada	disolución	presentaron	la	siguiente	variación:	

	
Figura	7.3.	Variación	de	las	lecturas	de	potencial	medido	en	soluciones	de	diferente	concentración	de	Cl–.	

	N=5	réplicas	por	concentración	
	

Aquí	 la	 desviación	 estándar	 es	mayor	 cuando	 se	 pasa	 de	 concentraciones	mayores	 a	menores,	

puesto	que	era	necesario	hacer	más	lavados	a	los	electrodos	entre	cada	medición.	

De	 acuerdo	 con	 esto,	 el	 sistema	 de	microelectrodos	 es	 suficientemente	 rápido	 para	 considerar	

que	 se	 obtiene	 una	 lectura	 en	 tiempo	 real,	 ya	 que	 el	 valor	 se	 estabiliza	 en	 un	 tiempo	 corto		

(en	promedio	20	segundos).	Por	otra	parte,	es	significativo	que	la	lectura	de	la	misma	solución	en	

dos	momentos	distintos	tenga	valores	de	potencial	cercanos	entre	sí.	Esto	indica	que	el	tiempo	de	

respuesta	no	será	la	limitante	para	la	detección	de	los	cambios	intracelulares.	
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7.1.1.3	Estudio	de	iones	interferentes	

Dado	que	se	busca	utilizar	el	MES-Cl	para	la	cuantificación	dentro	de	células,	donde	el	citoplasma	

contiene	una	gran	cantidad	de	sustancias	que	podría	interferir	con	la	detección	del	Cl–,	se	estudió	

el	efecto	 sobre	el	potencial	medido	ante	 la	presencia	de	6	aniones	que	 se	producen	durante	el	

metabolismo	celular;	y	de	2	sustituyentes	de	Cl–	empleados	en	medios	fisiológicos	de	incubación.	

La	figura	7.4	muestra	el	efecto	de	estos	aniones	sobre	la	curva	de	calibración	de	Cl–.	

	
Figura	7.4.	Curvas	de	calibración	de	Cl–	en	presencia	de	iones	interferentes.	

El	 microelectrodo	 detectó,	 en	 mayor	 o	 menor	 proporción,	 la	 presencia	 de	 todos	 los	 aniones	

probados,	 lo	 que	 se	 observa	 como	 un	 valor	 de	 potencial	 menor	 con	 respecto	 a	 la	 curva	 sin	

interferentes,	 sobre	 todo	 a	 concentraciones	 bajas	 de	 Cl–	 (valores	 de	 pCl	 altos).	 Esto,		

por	consiguiente,	provoca	un	error	por	exceso	pues	aparentemente	hay	mayor	cantidad	del	 ion	

respecto	al	 valor	 real.	De	 los	 sustituyentes	de	Cl–,	 el	 gluconato	presentó	mayor	 interferencia	ya	

que	 abate	 la	 respuesta	 a	 concentraciones	 mayores	 de	 Cl–.	 De	 los	 aniones	 producto	 del	

metabolismo,	el	piruvato	tuvo	menor	efecto	sobre	la	curva	de	calibración,	mientras	que	el	citrato	

interfirió	 más	 sobre	 la	 medición.	 Adicionalmente,	 se	 advierte	 también	 que	 los	 interferentes	

ocasionan	 que	 menos	 concentraciones	 tengan	 respuesta	 lineal	 lo	 que,	 por	 consiguiente,		
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reduce	 el	 intervalo	 efectivo	 de	 cuantificación,	 así	 por	 ejemplo,	 para	 el	 ion	 gluconato	 que	 es		

el	 que	 presenta	 mayor	 interferencia,	 la	 cuantificación	 queda	 limitada	 a	 concentraciones		

mayores	que	10	mM.	

No	 obstante	 lo	 anterior,	 incluso	 a	 la	 concentración	 relativamente	 alta	 que	 se	 trabajó	 de	 los	

metabolitos	 (1	mM),	 el	microelectrodo	 selectivo	 continúa	 presentando	 una	 respuesta	 lineal	 en		

la	[Cl–]	en	el	intervalo	de	interés:	10-1.6	a	10-1.2	M,	[Cl–]i	reportado	para	ovocitos	de	Xenopus	laevis.	

Se	espera	entonces	que	dichos	iones	no	interfieran	de	manera	substancial	sobre	la	cuantificación	

del	 ion	 de	 interés,	 pues	 se	 asume	 que	 dentro	 de	 las	 células	 se	 encuentran		

en	concentraciones	menores.	

Adicionalmente,	para	 la	 caracterización	del	MES–Cl	 se	 calcularon	 las	 constantes	de	 selectividad,	

kA,B,	que	define	 la	capacidad	de	un	electrodo	selectivo	para	distinguir	el	 ion	de	 interés	de	 iones	

interferentes	 en	 la	misma	 solución	 (Dimeski	 et	 al,	 2010;	 Burnett,	 et	 al,	 2000).	 El	 cálculo	 de	 las	

constantes	de	selectividad	se	detalla	en	el	anexo	correspondiente.	
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7.1.2	Microelectrodo	de	referencia	(µRef)	

Se	 estudió	 la	 respuesta	 de	 los	 µRef	 (preparados	 únicamente	 con	 membrana	 de	 PVC)		

a	 las	 diferentes	 concentraciones	 de	 las	 disoluciones	 de	 la	 curva	 de	 calibración	 usadas	 para	

determinar	 el	 intervalo	 de	 respuesta	 lineal	 los	microelectrodos	 selectivos.	 Se	midió	 el	 valor	 de	

potencial	generado	entre	 la	µRef	de	construcción	propia	y	una	referencia	comercial	de	Ag|AgCl,	

sumergidas	en	cada	una	de	las	soluciones	estándar	de	Cl–.		

Se	encontró	que	el	microelectrodo	de	referencia	(cuya	membrana	no	contiene	el	ionóforo	a	Cl–	ni	

la	 sal	 lipofílica	 TDMACl)	 no	 detecta	 los	 cambios	 en	 la	 concentración	 de	 Cl–	 del	 medio,		

como	se	muestra	en	la	figura	7.5	a),	en	comparación	con	el	microelectrodo	selectivo	b).	

	

Figura	7.5.	a)	Respuesta	del	µRef,	b)	Curva	de	calibración	potenciométrica	de	Cl–	con	MES–Cl	
n=	3	mediciones	para	cada	microelectrodo.		

La	curva	de	calibración	utilizando	el	MES-Cl	exhibe	el	comportamiento	observado	anteriormente	

en	la	caracterización	del	mismo.	En	contraste,	al	hacer	las	mediciones	con	el	µRef,	la	respuesta	es	

prácticamente	una	línea	horizontal,	lo	cual	indica	que	es	insensible	a	los	cambios	en	la	[Cl–]	de	las	

disoluciones	estándar.	Dado	que	 la	membrana	del	microelectrodo	de	 referencia	no	contenía	 los	

compuestos	responsables	de	la	sensibilidad	al	Cl–	(el	ionóforo	y	sal	lipofílica),	era	de	esperarse	que	

el	µRef	mostrara	este	comportamiento.	Por	lo	tanto,	el	µRef	de	fabricación	propia	cumple	con	una	

característica	 básica	 de	 los	 electrodos	 de	 referencia,	 que	 es	 la	 indiferencia	 a	 los	 cambios	 en		

a)	
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la	concentración	de	las	especies	del	medio.	Por	otra	parte,	también	se	muestra	que	el	ionóforo	es	

esencial	 para	que	el	microelectrodo	detecte	 el	 ion	Cl–,	 por	 lo	 que	el	 valor	 de	 E	 que	 se	mida	 se	

deberá	a	la	respuesta	del	MES-Cl.	

Para	 evaluar	 la	 reproducibilidad	 y	 estabilidad	 del	 valor	 de	 potencial	 de	 la	 µRef	 durante		

su	uso	en	tiempos	cortos,	se	hicieron	valoraciones	potenciométricas	ácido-base	(que	consisten	en	

seguir	 el	 potencial	 de	 la	 neutralización	 de	 un	 ácido	 al	 que	 se	 le	 adiciona	 una	 base,	 con	 un	

electrodo	 selectivo	 a	 protones)	 y	 se	 comparó	 con	 la	 respuesta	 obtenida	 al	 utilizar	 la	 referencia	

interna	de	Ag|AgCl	del	electrodo	de	pH.	La	figura	7.6	muestra	las	gráficas	obtenidas	en	cada	caso.	

	

Figura	7.6.	Valoración	potenciométrica	de	5.0	mL	de	HCl	~0.1	M	con	NaOH	~0.1	M		
a)	Referencia	interna	de	Ag/AgCl	del	electrodo	de	vidrio;		 b)	Microelectrodo	de	referencia	(µRef)		

Inserto:	series	de	las	3	valoraciones	hechas	utilizando	cada	referencia.	
	

	

	

a)	 b)	
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Las	gráficas	de	las	valoraciones	en	que	se	utilizó	el	µRef	presentaron	la	misma	forma	que	al	utilizar	

la	 referencia	 comercial	 y	 el	 volumen	 de	 punto	 final	 (que	 corresponde	 a	 la	 zona	 de	 cambio	

acentuado	 de	 potencial)	 en	 ambos	 casos	 se	 encontró	 alrededor	 del	 mismo	 volumen	 de		

base	agregada,	~6.0mL	(lo	que	se	confirmó	al	trazar	la	gráfica	de	la	primera	deriva	que	se	presenta	

más	adelante).	Por	otra	parte,	las	gráficas	que	se	obtuvieron	con	la	referencia	comercial	presentan	

mayor	reproducibilidad	entre	sí	en	comparación	con	el	caso	del	µRef,	sin	embargo,	la	variación	de	

este	último	electrodo	es	aceptable.	

Con	 los	 datos	 de	 las	 valoraciones	 anteriores	 se	 obtuvo	 la	 gráfica	 de	 la	 primera	 derivada	 con		

la	cual	se	determina	de	forma	exacta	el	volumen	en	que	se	neutralizó	por	completo	el	HCl	con	el	

NaOH	agregado.	Se	presenta	a	continuación:	

	

Figura	7.7.	Gráficas	de	la	primera	derivada	de	las	valoraciones	potenciométricas	de	HCl	con	NaOH		
medidas	utilizando	ambos	electrodos	de	referencia	

En	 la	 gráfica	 de	 la	 primera	 derivada	 se	 advierte	 que	 el	 volumen	 de	 neutralización	 tuvo		

el	 mismo	 valor	 (6.25	 mL	 de	 NaOH)	 cuando	 se	 midió	 el	 potencial	 con	 respecto	 a	 la	 referencia	

comercial	 y	 cuando	 se	empleó	 la	micro-referencia,	 a	pesar	de	que	al	usar	 la	última	el	potencial	

medido	presentó	más	variación	entre	las	réplicas.		
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Los	resultados	anteriores	muestran	que	la	µRef	posee	un	potencial	lo	suficientemente	constante	y	

reproducible	en	tiempos	cortos,	condición	necesaria	para	un	electrodo	de	referencia.	Esto	lo	hace	

adecuado	 para	 emplearlo	 como	 referencia	 del	 sistema	 micropotenciométrico	 para		

las	mediciones	de	Cl–	intracelular.	

Para	 determinar	 el	 valor	 del	 potencial	 de	 un	 electrodo	 de	 referencia	 se	 mide	 el	 valor	 que	 se	

genera	con	respecto	a	otra	referencia.	En	este	caso	se	midió	la	diferencia	de	potencial	establecida	

entre	 la	 µRef	 de	 construcción	 propia	 y	 el	 electrodo	 de	 referencia	 comercial	 de	 Ag|AgCl,	

sumergidos	en	agua	destilada	durante	5	minutos.		

Se	encontró	un	valor	de	2±	2	mV	para	n=	5	microelectrodos.	Este	valor	indica	que	el	potencial	de	

ambas	referencias	es	parecido,	lo	que	tiene	sentido	pues	la	composición	de	ellas	es	básicamente	la	

misma:	 un	 alambre	 de	 Ag	 recubierto	 de	 AgCl	 sumergido	 en	 una	 solución	 de	 KCl	 1M.		

Cabe	 precisar	 que	 una	 diferencia	 de	 potencial	 mayor	 sólo	 indicaría	 que	 los	 electrodos	 son	

diferentes	entre	sí,	no	obstante	la	microreferencia	de	construcción	propia	podría	usarse	de	igual	

forma	para	las	mediciones,	ya	que	lo	relevante	es	que	su	potencial	sea	constante	con	el	tiempo.	
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7.2	Mediciones	intracelulares	en	ovocitos	de	Xenopus	laevis	

7.2.1	Caracterización	del	sistema	intracelular	

Las	mediciones	 intracelulares	 se	 realizaron	 insertando	 ambos	microelectrodos	 en	 los	 ovocitos	 y	

registrando	 el	 valor	 del	 potencial	 medido	 de	 manera	 continua.	 La	 siguiente	 imagen	 muestra		

la	disposición	del	sistema.	

	

Figura	7.8.	A)	Sistema	de	electrodos	y	celda	(volumen	de	80	µL)	
B)	Sistema	de	electrodos	insertados	en	el	ovocito	

Primero	se	monitoreó	el	potencial	del	medio	extracelular;	en	seguida	se	insertaron	los	electrodos	

y	 se	 registró	 durante	 al	 menos	 un	 minuto	 después	 de	 que	 se	 alcanzó	 una	 lectura	 estable.		

Por	 último,	 se	 extrajeron	 los	 electrodos	 y	 se	 midió	 nuevamente	 la	 solución	 del	 baño.		

El	siguiente	esquema	ilustra	la	secuencia	del	monitoreo:	

	

Figura	7.9	Secuencia	de	monitoreo	de	la	concentración	de	Cl–	utilizando	el	sistema	de	microelectrodos	

A)	 B)	
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Los	 registros	 que	 se	 obtuvieron	 al	 hacer	 el	monitoreo	 como	 se	 describe	 anteriormente	 fueron	

como	el	que	se	presenta	a	continuación:	

	
Figura	7.10	Registro	del	monitoreo	de	la	[Cl-]	para	un	ovocito	incubado	en	medio	ND96.	

Inserto:	Registro	original	del	potencial	monitoreado.	
	

La	 gráfica	 presenta	 tres	 partes,	 la	 primera	 (I)	 corresponde	 a	 la	 medición	 de	 la	 solución	 del		

medio	 externo,	 la	 siguiente	 (II)	 es	 la	 medición	 intracelular	 y	 por	 último	 (III)	 es	 nuevamente	 el	

monitoreo	del	medio.	En	el	inserto	se	puede	observar	el	registro	original	en	unidades	de	potencial	

en	función	del	tiempo	antes	de	la	conversión	a	su	equivalente	de	[Cl–].	

En	 la	 gráfica	 se	 observa	 que	 el	 valor	 medido	 de	 la	 solución	 externa,	 al	 extraer		

los	 electrodos	 de	 la	 célula,	 fue	 similar	 al	 inicial.	 Esto	 se	 usó	 como	 una	 forma	 de	 control	 de	 la	

actividad	del	sistema	de	electrodos,	porque	el	hecho	de	que	se	mida	nuevamente	el	mismo	valor,	

indica	 que	 el	 conjunto	 de	 sustancias	 presentes	 dentro	 de	 la	 célula	 (proteínas,	metabolitos,	 por	

ejemplo)	no	modificaron	de	manera	significativa	el	funcionamiento	de	ambos	electrodos.	

La	 [Cl–]i	 reportada	 para	 ovocitos	 de	 Xenopus	 laevis	 es	 de	 25	 –	 65	 mM	 (Weber,	 1999),		

menor	que	 la	concentración	de	este	 ion	en	el	medio	ND96	(100	mM).	Para	este	caso	se	verifica	

que	 la	 concentración	 del	 ion	 detectada	 dentro	 el	 ovocito	 es	menor	 que	 el	 valor	 registrado	 del	
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medio,	 lo	 que	 indica	 que	 la	 inserción	 de	 los	 electrodos	 no	 ocasiona	 daño	 significativo	 a	 la	

membrana	que	cause	la	entrada	de	Cl–	por	difusión,	que	se	detectaría	con	los	electrodos.	

La	 concentración	 promedio	 de	 cloruro	 determinada	 en	 los	 ovocitos	 fue	 de	 42	 ±	 11	 mM	 para		

una	n	de	25	ovocitos	(durante	el	tiempo	que	se	realizó	el	presente	estudio).	Cabe	mencionar	que	

durante	la	temporada	de	reproducción	de	las	ranas	(verano),	la	concentración	de	este	ion	mostró	

una	 tendencia	 a	 ser	 mayor	 que	 en	 otros	 meses	 puesto	 que	 en	 este	 periodo	 se	 incrementa	 la	

actividad	de	los	canales	de	Cl	nativos	de	los	ovocitos.	
	

7.2.1.1	Monitoreo	continuo	

Se	monitoreó	 la	 [Cl-]i	 de	 un	 ovocito	 al	 tiempo	 que	 se	modificaba	 la	 concentración	 de	 sales	 del	

medio	externo	en	que	se	encontraba	sumergida	la	célula.	Para	ello	se	adicionaron	20	µL	KCl	1	M		

al	 baño	 y	 perfundió	 con	 medio	 ND96,	 alternadamente.	 Los	 registros	 obtenidos		

fueron	como	el	que	aparece	enseguida:	

	
Figura	7.11	Monitoreo	en	continuo	de	[Cl–]i	de	un	ovocito	ante	modificaciones	al	medio	externo.	

↓adición	de	KCl	1	M,	*	perfusión	con	ND96	
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En	la	gráfica	se	observa	que	la	[Cl–]i	del	ovocito	sumergido	en	el	medio	isotónico	ND96	permaneció	

constante	antes	de	la	adición	de	KCl	1	M.	Al	momento	de	aumentar	la	concentración	de	este	ion	

de	 96	 mM	 a	 207	 mM	 en	 la	 disolución	 del	 baño	 (cuando	 se	 agregó	 KCl	 1M)		

la	[Cl–]i	del	ovocito	aumentó	hasta	alcanzar	un	valor	estable.	En	seguida	se	perfundió	con	medio	

ND96	y	la	concentración	disminuyó	hasta	un	valor	cercano	al	inicial.	Nuevamente	se	adicionó	una	

alícuota	de	KCl	 1M	y	 el	 ovocito	 incrementó	 su	 [Cl–]i	 otra	 vez.	 Por	 último,	 se	 lavó	de	nuevo	 con	

ND96	y	se	observó	una	disminución	en	la	concentración	intracelular.	

En	 este	 ensayo	 se	 advierte	 que	 con	 el	 microelectrodo	 selectivo	 se	 detectaron	 los	 cambios	 en		

la	 [Cl–]i	 asociados	 a	 modificaciones	 en	 la	 concentración	 de	 los	 iones	 en	 el	 medio	 externo	

prácticamente	en	tiempo	real,	por	lo	que	se	puede	inferir	que	los	componentes	intracelulares	no	

interfirieron	sobre	la	medición	de	los	electrodos.	

	

7.2.1.2	Incubaciones	

Se	 incubaron	 grupos	 de	 ovocitos	 nativos	 en	 tres	 condiciones	 de	 tonicidad	 (isotonicidad,	

hipotonicidad	 e	 hipertonicidad)	 y	 posteriormente	 se	 midió	 la	 [Cl–]i	 correspondiente.		

El	monitoreo	se	hizo	como	se	describe	en	la	sección	7.2.1	y	la	siguiente	figura	muestra	los	registros	

de	tres	ovocitos	incubados	en	cada	condición.	

	
Figura	7.12.	Registros	de	[Cl-]	de	ovocitos	incubados	en	diferentes	condiciones	de	osmolaridad.	
(a)	Medición	del	medio	externo,	(b)	Medición	intracelular,	(c)	Medición	del	medio	externo	
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Se	observa	que	la	concentración	de	Cl–	medido	de	cada	medio	de	incubación	fue	distinto	((a)	y	(c)).		

Para	 el	 medio	 hipertónico	 resultó	 mayor	 y	 en	 el	 hipotónico	 fue	menor	 con	 respecto	 al	 medio	

isotónico	 ND96,	 lo	 que	 concuerda	 con	 la	 concentración	 de	 sales	 que	 se	 estableció	 en		

la	preparación	de	cada	uno.	Asimismo,	en	(b)	se	advierte	que	la	[Cl–]i	de	los	ovocitos	incubados	en	

cada	condición	también	fue	diferente:	disminuyó	por	efecto	de	la	incubación	en	medio	hipotónico,	

mientras	 que	 hubo	 un	 incremento	 ante	 la	 exposición	 al	medio	 hipertónico,	 con	 respecto	 a	 los	

ovocitos	mantenidos	en	condiciones	de	isotonicidad.	Es	relevante	notar	que	en	todos	los	casos	la	

concentración	 intracelular	 de	 este	 ion	 fue	 menor	 a	 la	 del	 medio	 de	 incubación,	 lo	 que	 es	 un	

indicador	que	de	la	integridad	de	la	membrana	del	ovocito.	

Los	 valores	 de	 [Cl–]i	 medidos	 de	 cada	 grupo	 de	 ovocitos	 se	 normalizaron	 para	 efectos	 de	

comparación	 con	 respecto	 a	 la	 [Cl–]i	 de	 los	 ovocitos	 en	 medio	 isotónico	 ND96.		

En	la	siguiente	gráfica	se	muestra	el	resultado:	

	
Figura	7.13.	Porcentaje	de	la	[Cl–]i	de	ovocitos	nativos	incubados	en	diferentes	condiciones	de	tonicidad		

Datos	normalizados	con	respecto	a	[Cl-]i	en	isotonicidad.	N=3	ovocitos	
(*	significativamente	distinto	del	control	en	isotonicidad,	p=0.05)	

La	 [Cl–]i	 de	 los	 ovocitos	 expuestos	 a	medio	 hipotónico	mostró	 una	 disminución	 del	 26.17%	 con	

respecto	 a	 la	 condición	 de	 isotonicidad,	 mientras	 que	 por	 incubación	 a	 medio	 hipertónico	

aumentó	un	17.55%.	

100
73.83

117.55

0

40

80

120

%	[Cl–]i

Isotonicidad Hiposmolaridad Hiperosmolaridad

*	

*	



RESULTADOS 

	 53	

La	salida	de	Cl–	de	las	células	es	mediada	por	canales	selectivos	a	este	ion,	mientras	que	la	entrada	

es	 mediada	 por	 cotransportadores	 cuya	 cinética	 de	 transporte	 es	 menor	 que	 los	 canales,		

por	lo	cual	era	de	esperarse	encontrar	un	cambio	mayor	en	la	[Cl–]i	para	los	ovocitos	expuestos	en	

hipotonicidad	que	aquellos	incubados	en	hipertonicidad,	con	respecto	al	medio	isotónico	después	

del	mismo	 tiempo	de	 incubación.	 Sin	 embargo,	 no	 se	midió	 la	 osmolaridad	de	 cada	 uno	de	 los	

medios,	para	establecer	si	había	la	misma	diferencia	en	el	valor	de	la	osmolaridad	con	respecto	a	

la	del	medio	isotónico.	

Con	 este	 ensayo	 se	 concluye	 que	 la	 incubación	 durante	 pocas	 horas,	 en	 medios	 de		

distinta	tonicidad,	ocasionan	cambios	significativos	en	la	[Cl–]i	de	los	ovocitos	y	que	el	MES-Cl-	de	

fabricación	propia	puede	detectar	y	distinguir	dichos	cambios.	

	

7.2.1.3	Inyecciones	de	soluciones	de	Cl–	

En	estos	experimentos	se	inyectó	en	los	ovocitos,	100	nL	de	soluciones	de	KCl	en	concentraciones	

crecientes	 y	 se	midió	 el	 valor	 de	 potencial	 (E)	 dentro	 de	 las	 células	 con	 el	 electrodo	 selectivo,	

inmediatamente	después	de	la	inyección.	El	valor	de	E	se	graficó	en	función	de	la	[Cl–]i	calculada	

para	el	volumen	de	un	ovocito,	como	se	muestra	en	la	siguiente	figura:	

	
Figura	7.14.	Efecto	de	inyecciones	de	KCl	sobre	el	valor	de	potencial	medido	dentro	de	un	ovocito	
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La	gráfica	presenta	dos	zonas:	en	la	primera	(I),	a	concentraciones	de	Cl–	bajas	no	se	detecta	un	

cambio	significativo	en	el	valor	medido,	puesto	que	la	[Cl–]i	del	ovocito	es	mayor	que	la	cantidad	

de	 Cl–	 inyectado,	 así	 que	 la	 solución	 de	 KCl	 no	modifica	 la	 concentración	 intracelular	 de	 forma	

importante.	 En	 la	 segunda	 porción	 (II)	 se	 observa	 que	 el	 valor	 de	 potencial	 cambió	

proporcionalmente	con	la	concentración	de	Cl–	debido	a	la	inyección	de	la	solución	puesto	que	en	

esta	parte	la	concentración	impuesta	por	el	KCl	supera	la	[Cl–]i	del	ovocito.	Lo	que	se	observa	en	

esta	 porción	 es	 entonces	 el	 reflejo	 del	 incremento	 en	 la	 concentración	 de	 KCl	 debido	 a		

la	solución	inyectada.	

7.2.2	Estudios	de	función	de	cotransportadores	electroneutros	Na+:K+:2Cl–	

Se	midió	del	cambio	en	la	[Cl–]i	de	ovocitos	nativos	y	transfectados,	expuestos	a	dos	estrategias	de	

depleción	 de	 este	 ion	 que	 se	 emplean	 para	 el	 estudio	 de	 la	 actividad	 de		

cotransportadores	 de	 cloruro	 Na+:K+:2Cl–	 (Ponce-Coria	 et	 al,	 2008).	 La	 primera	 consiste	 en	 la	

exposición	 de	 ovocitos	 a	 estrés	 hipotónico	 sin	 Cl–,	 que	 induce	 la	 apertura	 de	 canales	 de	 Cl–	

promoviendo	 la	 salida	 de	 este	 ion.	 La	 segunda	 estrategia	 usa	 la	 coexpresión	 de	 KCC2,		

un	cotransportador	de	la	misma	familia	de	los	NKCC	que	mueve	Cl–	hacia	el	exterior	 la	célula	en	

condiciones	de	isotonicidad.		

7.2.2.1	Medio	hipotónico	sin	Cl–	

Se	midió	 la	 [Cl–]i	de	grupos	de	ovocitos	nativos,	 transfectados	con	NKCC1	y	otros	con	NKCC2	en	

condiciones	de	isotonicidad	en	medio	ND96.	Se	detectó	una	diferencia	significativa	(12.55%	para	

ovocitos	 transfectados	 con	 NKCC1	 y	 17.42%	 para	 aquellos	 con	 NKCC2)	 entre	 la	 [Cl–]i	 de	 los	

ovocitos	 nativos	 y	 aquellos	 sobrexpresando	 un	 NKCC	 en	 medio	 ND96	 como	 se	 muestra	 en		

la	 figura	 7.15,	 ya	 que	 estos	 cotransportadores	 presentan	 algo	 de	 actividad	 en	 condiciones	 de	

isotonicidad,	que	resultó	detectable	con	el	MES-Cl.	
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Figura	7.15	Porcentaje	de	la	[Cl–]i	de	ovocitos	nativos	y	expresando	NKCC1	o	NKCC2.	Medio	ND96	regular.		

Datos	normalizados	con	respecto	a	[Cl-]i	de	ovocitos	nativos.	N=5	ovocitos	
(*	significativamente	distinto	de	los	ovocitos	nativos,	p=0.05)	

El	 grupo	 transfectado	 con	 NKCC2	 mostró	 mayor	 actividad	 basal	 (que	 se	 expresa		

como	 mayor	 %[Cl–]i),	 que	 los	 ovocitos	 expresando	 NKCC1,	 no	 obstante,	 entre	 ellos		

la	diferencia	no	fue	significativa.	

Ovocitos	de	cada	grupo	(nativos	y	transfectados)	se	incubaron	en	medio	hipotónico	sin	Cl–	durante	

la	noche,	y	posteriormente	se	calculó	el	%[Cl–]i.		

	
Figura	7.16	Porcentaje	de	la	[Cl-]i	de	ovocitos	nativos	y	expresando	NKCC1	o	NKCC2.		

Incubación	en	medio	hipotónico.	Datos	normalizados	con	respecto	a	[Cl-]i	en	ND96	de	cada	grupo	de	ovocitos	
N=6	ovocitos	para	cada	grupo.	
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Como	 respuesta	 al	 estrés	 hipotónico	 la	 célula	 mueve	 solutos	 osmóticamente	 activos	 hacia	 el	

exterior	 para	 mantener	 constante	 su	 volumen.	 Uno	 de	 estos	 solutos	 es	 el	 Cl–,		

cuya	salida	es	mediada	principalmente	por	canales	 selectivos	al	mismo,	y	como	consecuencia	 la	

concentración	 intracelular	de	este	 ion	disminuye.	El	efecto	es	más	pronunciado	debido	a	que	el	

medio	de	incubación,	además,	no	contiene	Cl–.	

Se	 encontró	 que	 la	 reducción	 en	 la	 [Cl–]i	 fue	 de	 alrededor	 del	 40%	 (42.44%,	 42.93%	 y	 41.01%		

para	 ovocitos	 nativos,	 con	 NKCC1	 y	 NKCC2,	 respectivamente)	 con	 respecto	 a	 la	 concentración	

inicial	en	condiciones	de	isotonicidad	y	similar	en	todos	los	grupos	de	ovocitos	evaluados.	

Se	 sabe	 que	 la	 disminución	 en	 [Cl-]i	 es	 una	 señal	 que	 incrementa	 la	 actividad	 de	 los	 NKCC.		

Este	 hecho	 se	 ha	 aprovechado	 para	 estudiar	 el	 funcionamiento	 de	 estos	 cotransportadores	 a	

través	 de	 la	 captura	 de	 isótopos	 radiactivos	 utilizando	 medios	 de	 incubación	 adecuados.		

En	vista	de	que	el	cotransportador	mueve	Cl–	hacia	el	interior	de	la	célula	en	el	proceso	de	retoma,	

en	estos	estudios	se	decidió	medir	el	cambio	en	la	concentración	de	este	ion	como	medida	de	la	

actividad	de	NKCC.	
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Los	 ovocitos	 mantenidos	 en	 hipotonicidad	 durante	 la	 noche	 se	 incubaron	 por	 1	 hora	 en		

el	medio	de	retoma	correspondiente	y	en	seguida	se	hizo	la	medición	intracelular.	Se	obtuvieron	

los	siguientes	datos:	

	

Figura	7.17	Porcentaje	de	la	[Cl–]i	de	ovocitos	nativos	y	transfectados	con	NKCC1	o	NKCC2	en	retoma	de	Cl-,		
posterior	a	incubación	en	medio	hipotónico		

Datos	normalizados	con	respecto	a	[Cl-]i	de	cada	grupo	de	ovocitos	en	medio	hipotónico.	N=5	ovocitos	
(*	significativamente	distinto	de	los	ovocitos	nativos,	p=0.05)	

	

Aquí	se	encontró	que	la	[Cl–]i	después	de	la	retoma	se	incrementó	en	mayor	proporción	para	los	

ovocitos	 transfectados	con	NKCC1	que	para	aquellos	expresando	NKCC2,	con	 respecto	al	valor	

alcanzado	en	el	medio	hipotónico.	Se	esperaba	que	en	las	células	con	NKCC2	la	concentración	de	

cloruro	 fuese	 mayor,	 pues	 se	 encuentra	 reportado	 que	 dicho	 cotransportador		

presenta	 mayor	 actividad.	 Esto	 podría	 deberse	 que	 NKCC1	 se	 encuentra	 más	 expresado	 que	

NKCC2	en	los	ovocitos.	Los	ovocitos	nativos	también	mostraron	un	aumento	en	[Cl–]i	después	de	

la	 exposición	 al	 medio	 de	 retoma,	 ya	 que	 expresan	 endógenamente	 una	 isoforma	 del	

cotransportador	 NKCC1,	 por	 lo	 que	 se	 observa	 la	 actividad	 de	 éste	 y	 que	 es	 distinta	 a		

la	actividad	de	los	otros	dos.	
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7.2.2.2	Coexpresión	del	cotransportador	KCC2.	

Se	 evaluó	 el	 efecto	 de	 la	 coexpresión	 de	 KCC2	 sobre	 la	 [Cl–]i	 de	 ovocitos	 transfectados	 con		

NKCC1	o	NKCC2.	Se	hizo	la	medición	intracelular	de	ovocitos	nativos	y	cotransfectados	en	medio	

ND96	regular	y	también	después	de	1	hora	de	incubación	en	el	medio	de	retoma	adecuado.	

	

Figura	7.18	Porcentaje	de	la	[Cl-]i	de	ovocitos	nativos	y	coexpresando	un	NKCC	y	KCC2.	Medio	ND96	regular.	
Datos	normalizados	con	respecto	a	[Cl-]i	de	ovocitos	nativos	en	ND96.	N=3	lotes,	5	ovocitos	por	lote.	

(*	significativamente	diferentes	de	los	ovocitos	nativos,	p=0.05)	

Los	ovocitos	coexpresando	KCC2	y	un	cotransportador	NKCC	presentaron,	en	medio	ND96	regular,	

un	 %[Cl–]i	 menor	 que	 los	 ovocitos	 nativos	 en	 las	 mismas	 condiciones		

(en	promedio	22.98%	para	aquellos	con	NKCC1	y	29.86%	con	NKCC2).	En	vista	de	que	los	estudios	

previos	 mostraron	 que	 en	 medio	 isotónico	 la	 [Cl–]i	 de	 los	 ovocitos	 se	 incrementa	 cuando	 se	

expresa	sólo	NKCC1	o	NKCC2,	esta	disminución	se	debe	a	la	acción	del	cotransportador	KCC2,	que	

media	 salida	 de	 Cl–	 de	 la	 célula	 y	 se	 encuentra	 activo	 en	 condiciones	 de	 isotonicidad.		

Monitoreos	posteriores	mostraron	que	la	[Cl–]i	en	los	ovocitos	no	se	redujo	más	con	el	paso	de	los	

días,	debido	al	aumento	de	la	expresión	de	KCC2	(figura	7.19).	
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Figura	7.19.	Porcentaje	de	la	[Cl–]i	de	ovocitos	coexpresando	con	NKCC2	y	KCC2	en	medio	ND96		

con	respecto	a	los	días	transcurridos	después	de	la	transfección	del	cotransportador.	
Datos	normalizados	con	respecto	a	[Cl–]i	de	ovocitos	nativos.	N=	4	ovocitos	

En	 este	 caso,	 nuevamente	 se	 aprovecha	 que	 la	 actividad	 de	 NKCC	 se	 incrementa	 debido	 a	 la	

disminución	de	 la	 [Cl–]i,	pero	ahora	causado	por	efecto	de	KCC2,	para	estudiar	 la	 retoma	de	Cl–	

incubando	los	ovocitos	en	el	medio	adecuado,	como	muestra	la	siguiente	figura:	

	

Ovocitos	 nativos	 y	 transfectados	 con	 ambos	 cotransportadores	 se	 incubaron	 en	 el	 medio	 de	

retoma	 correspondiente	 para	 estas	 condiciones	 durante	 1	 hora	 y	 se	 procedió	 a		

medir	la	[Cl–]i	de	cada	grupo.	En	la	gráfica	7.20	se	muestran	los	resultados	de	la	retoma.	
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Figura	7.20	Porcentaje	de	la	[Cl-]i	de	ovocitos	nativos	y	coexpresando	un	NKCC	y	KCC2.	Medio	de	retoma.	

Datos	normalizados	con	respecto	al	mismo	grupo	antes	de	la	retoma.		
N=3	lotes,	5	ovocitos	por	lote.	

No	hay	diferencia	significativa	entre	cada	grupo	de	ovocitos	

No	se	detectó	una	diferencia	significativa	en	el	cambio	en	la	[Cl–]i	después	de	la	exposición	de	los	

ovocitos	al	medio	de	retoma.	Esto	puede	deberse	a	que	los	cambios	en	la	concentración	de	este	

ion	son	pequeños	como	para	diferenciarlos	utilizando	potenciometría.		

La	 actividad	 de	 los	 cotransportadores	 se	 evalúa	 regularmente	 por	 conteo	 de	 radioisótopos,		

que	 es	 una	 técnica	más	 sensible	 pues	 se	 detectan	 cantidades	 de	 pmol,	 en	 comparación	 con	 la	

técnica	 de	 potenciometría	 que	mide	mV.	 Por	 ello,	 entonces	 habría	 que	 adecuar	 los	medios	 de	

retoma	para	que	sea	posible	medir	cambios	notables	al	monitorear	la	[Cl–]i	con	el	microelectrodo	

selectivo,	por	ejemplo,	utilizando	un	medio	hipertónico	en	vez	de	uno	isotónico.	

Ambas	 estrategias	 de	 depleción	mostraron	 ser	 capaces	 de	 disminuir	 la	 [Cl–]i	 de	 los	 ovocitos	 en	

diferente	 magnitud.	 Se	 encontró	 una	 disminución	 de	 [Cl–]i	 del	 41.73%	 (con	 respecto	 a	 la	

concentración	en	condiciones	de	isotonicidad)	en	los	ovocitos	expuestos	al	medio	hipotónico	bajo	

en	Cl–,	mientras	 que	 la	 coexpresión	de	KCC2	disminuyó	un	26.42%,	 con	 respecto	 a	 los	 ovocitos	

nativos	en	isotonicidad.	La	exposición	al	medio	hipotónico	bajo	en	Cl–	redujo	en	mayor	proporción	

la	 concentración	 inicial	de	este	 ion	que	 la	 coexpresión	del	 cotransportador	KCC2,	puesto	que	 la	

salida	de	cloruro	en	el	primer	caso	es	mediado	por	canales	 iónicos	que	son	más	rápidos	que	 los	

cotransportadores.	
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8.	CONCLUSIONES	

§ El	 tamaño	 al	 cual	 se	 diseñó	 el	 sistema	 de	microelectrodos	 construidos	 (selectivo	 a	 Cl–	 y	 de	

referencia)	 fue	 apropiado	 para	 su	 inserción	 en	 ovocitos	 de	 X.	 laevis,	 ya	 que	 los	 controles	

mostraron	que	la	introducción	de	los	mismos	en	las	células	no	provocó	daños	que	ocasionara	

cambios	en	la	concentración	intracelular.	

§ ya	 que	 los	 controles	 mostraron	 no	 daño	 ni	 cambio	 en	 las	 concentraciones	 celulares	 por	 la	

introducción	de	los	electrodos.	

§ En	la	caracterización	de	ambos	electrodos	se	determinó	que	el	funcionamiento	de	los	mismos	

es	apto	para	mediciones	intracelulares.	El	intervalo	de	respuesta	lineal	del	electrodo	selectivo	

fue	de	0.1	a	100	mM	(10–4	a	10–1	M)	mientras	que	la	concentración	de	Cl–	en	ovocitos	es	de		

25	 a	 65	 mM,	 esto	 es,	 se	 encuentra	 en	 el	 intervalo	 de	 cuantificación	 del	 electrodo.		

Por	otra	parte,	las	micro-referencias	presentaron	un	potencial	reproducible	y	estable.	

§ Se	detectaron	diferencias	significativas	en	[Cl–]i	de	ovocitos	incubados	en	distintas	condiciones	

de	 tonicidad.	 En	medio	 hiposmótico	 el	 valor	 disminuyó	 en	 un	 73.83	 %	 y	 en	 hipertonicidad	

aumentó	en	un	117.55	%	con	respecto	a	las	condiciones	de	isotonicidad.	

§ Las	 diferencias	medidas	 en	 la	 [Cl–]i	mostraron	 correlación	 con	 la	 concentración	de	 iones	del	

medio	 externo.	 Con	 respecto	 al	 medio	 isotónico,	 la	 [Cl–]i	 de	 ovocitos	 expuestos	 a	 medio	

hipotónico	tuvo	un	valor	más	bajo	y	en	medio	hipertónico	un	valor	más	alto.	

§ La	 exposición	 al	 medio	 hipotónico	 sin	 Cl–	 disminuyó	 en	mayor	 proporción	 la	 concentración	

intracelular	 de	 este	 ion	 (40%)	 con	 respecto	 a	 la	 coexpresión	 de	 KCC2	 (28%).	 Este	 efecto	 se	

debe	a	que	la	salida	de	Cl–	en	estrés	hipotónico	es	mediado	por	la	apertura	de	canales	de	Cl–	

que	tienen	una	velocidad	de	transporte	de	iones	mayor	que	el	cotransportador	KCC2.	

§ Después	 de	 la	 recaptura	 de	 Cl–	 de	 los	 ovocitos	 con	 coexpresión	 de	 KCC2	 no	 se	 obtuvo	

evidencia	suficientemente	robusta	para	establecer	si	existe	una	diferencia	entre	la	[Cl–]i	de	los	

ovocitos	 con	 sobrexpresión	 de	 NKCC1	 y	 de	 NKCC2,	 por	 lo	 que	 se	 sugiere	 buscar	 otras	

condiciones	 de	 incubación	 adecuadas	 para	 que	 se	 puedan	 advertir	 los	 cambios	 con	 los	

microelectrodos.	
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9.	ANEXOS	
	

A.	PREPARACIÓN	DE	LOS	OVOCITOS	DE	Xenopus	laevis	

Los	ovocitos	se	obtuvieron	de	ranas	adultas	X.	laevis	de	Nasco	por	cirugía	con	0.17%	del	anestésico	

tricaína.	 Se	 incubaron	 durante	 1h	 en	 medio	 Ringer	 ND96	 para	 ranas	 (en	 mM:	 96	 NaCl,	 2	 KCl,		

1	 MgCl2,	 5	 HEPES/Tris,	 pH	 7.4)	 en	 presencia	 de	 2mg/mL	 de	 colagenasa	 B.		

Posteriormente	 los	 ovocitos	 se	 lavaron	 cuatro	 veces	 en	 medio	 ND96,	 se	 desfolicularon	

manualmente	 e	 incubaron	 en	 el	mismo	medio	 complementado	 con	 5	mg/mL	 de	 gentamicina	 a	

18°C	durante	 la	noche.	Al	día	 siguiente	 los	ovocitos	en	estadío	V-VI	 se	 inyectaron	con	50	nL	de	

agua	 o	 ARNc	 en	 una	 concentración	 de	 0.5	 mg/mL	 (25	 ng	 de	 ARNc	 por	 ovocito).		

Después	de	la	inyección,	los	ovocitos	se	incubaron	3-4	días	en	ND96	con	gentamicina.	El	medio	de	

incubación	se	cambió	cada	24	h.		
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B.	CÁLCULO	DE	CONCENTRACIÓN	INTRACELULAR	DE	Cl-	([Cl-]i)	

El	 sistema	 de	 medición	 potenciométrico	 (compuesto	 por	 el	 microelectrodo	 selectivo	 y	 el	 de	

referencia)	 se	 calibró	 por	 triplicado	 a	 lo	 largo	 del	 día	 (en	 tres	 ocasiones)	 de	 mediciones:		

antes	de	comenzar	 las	pruebas	intracelulares,	después	de	haber	hecho	10	mediciones	dentro	de	

las	 células	 y	 al	 finalizar	 los	 experimentos.	 La	 calibración	 se	 hizo	 por	 soluciones	 estándar	 con		

3	concentraciones	de	KCl	en	un	intervalo	de	10–1.6	–	10–0.7	M	(0.0245	–	0.1995	M).	

En	 la	 técnica	 de	 potenciometría	 lo	 que	 se	 mide	 es	 un	 valor	 de	 potencial	 generado	 entre	 los	

electrodos	selectivo	y	de	referencia,	por	lo	cual	es	necesario	convertir	dicho	valor	de	potencial	a	

unidades	de	concentración.	La	[Cl–]i	se	calculó	a	partir	de	la	curva	de	calibración	que	se	obtiene	al	

trazar	 la	 gráfica	 de	 potencial	 en	 función	 de	 pCl,	 despejando	 el	 término	 de	 [Cl–],		

como	se	ejemplifica	con	la	siguiente	curva	de	calibración:	

	

La	ecuación	despejada	queda	

	

y	 en	 ésta	 se	 introduce	 el	 valor	 de	 potencial	 medido	 en	 mV.	 La	 cantidad	 así	 calculada	 queda	

expresada	en	concentración	molar	(M).	

E =	60,34	pCl	- 11,63
R²	=	0,998
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C.	CÁLCULO	DE	LAS	CONSTANTES	DE	SELECTIVIDAD	(kA,B)	

A	partir	de	los	datos	generados	de	la	curvas	de	calibración	de	la	figura	7.3,	se	hizo	el	cálculo	de	la	

constante	de	selectividad,	kA,B,	que	se	muestran	en	la	tabla	C.1.	

Tabla	C.1.	Logaritmos	de	la	constante	de	selectividad	(logkA,B)	de		
los	aniones	orgánicos	estudiados	

Ion	interferente	 logkA,B	

Gluconato	 -1.4	

Acetato	 -0.9	

Bicarbonato	 -1.5	

Oxalato	 -1.3	

Piruvato	 -1.2	

Lactato	 -1.2	

Citrato	 -1.5	

	

Se	 empleó	 el	 método	 de	 disoluciones	 mezcladas	 que	 consiste	 en	 mantener	 constante	 la	

concentración	 del	 posible	 ion	 interferente	 y	mientras	 que	 se	 varía	 la	 concentración	 del	 ion	 de	

interés	o	primario.	

El	valor	de	la	constante	de	selectividad	se	calcula	con	la	siguiente	ecuación:
	

	

Donde:	
[A]=	concentración	del	ion	primario		

[B]=	concentración	del	ion	interferente	

zA=	carga	del	ion	primario	

zB=	carga	del	ion	interferente	
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La	concentración	de	ion	primario	que	se	sustituirá	en	la	ecuación	se	determina	a	partir	de	la	curva	

de	calibración	de	éste	en	presencia	de	una	concentración	constante	y	conocida	de	 interferente.		

La	 intersección	de	 las	 dos	 porciones	 lineales	 de	 la	 curva	 de	 calibración,	 como	 se	muestra	 en	 la	

siguiente	 figura,	 corresponde	 a	 la	 concentración	 del	 ion	 primario,	 (A)	 que	 se	 utilizará		

para	el	cálculo.	

	

Como	 el	 cálculo	 de	 esta	 constante	 también	 considera	 la	 carga	 de	 cada	 uno	 de	 los	 iones	

involucrados	en	el	cociente,	aniones	que	mostraron	una	mayor	 interferencia	sobre	 la	 lectura	de	

potencial,	tienen	valores	iguales	de	logkA,B.		

Los	 valores	 de	 logkA,B	 calculados	 por	 este	 método	 indican	 que	 el	 MES-Cl	 muestra	 mayor	

selectividad	por	el	ion	Cl–	(que	es	para	el	que	está	diseñado)	que	para	todos	los	aniones	probados.	
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ABSTRACT
It is widely recognized that the phenotype of familial hyperkalemic hypertension is
mainly a consequence of increased activity of the renal Na+–Cl2 cotransporter
(NCC) because of altered regulation by with no–lysine–kinase 1 (WNK1) or WNK4.
The effect of WNK4 on NCC, however, has been controversial because both inhibi-
tion and activation have been reported. It has been recently shown that the long
isoform of WNK1 (L-WNK1) is a chloride-sensitive kinase activated by a low Cl-

concentration. Therefore, we hypothesized that WNK4 effects on NCC could be
modulated by intracellular chloride concentration ([Cl-]i), and we tested this hypoth-
esis in oocytes injected with NCC cRNAwith or without WNK4 cRNA. At baseline in
oocytes, [Cl-]i was near 50 mM, autophosphorylation of WNK4 was undetectable,
andNCC activity was either decreased or unaffected byWNK4. A reduction of [Cl-]i,
either by low chloride hypotonic stress or coinjection of oocytes with the solute
carrier family 26 (anion exchanger)-member 9 (SLC26A9) cRNA, promoted WNK4
autophosphorylation and increased NCC-dependent Na+ transport in a WNK4-
dependent manner. Substitution of the leucine with phenylalanine at residue 322
ofWNK4, homologous to the chloride-binding pocket in L-WNK1, convertedWNK4
into a constitutively autophosphorylated kinase that activated NCC, even without
chloride depletion. Elimination of the catalytic activity (D321A or D321K-K186D) or
the autophosphorylation site (S335A) in mutant WNK4-L322F abrogated the posi-
tive effect on NCC. These observations suggest that WNK4 can exert differential
effects on NCC, depending on the intracellular chloride concentration.

J Am Soc Nephrol 26: 1781–1786, 2015. doi: 10.1681/ASN.2014050470

Essential hypertension is a major risk
factor for mortality worldwide. Salt reab-
sorption by the kidney plays a central role
in itsdevelopment.Allmonogenicdiseases
featuring high or low blood pressure are
causedbymutations ingenes encoding the
renal salt transporters or their regulatory
pathways.1 Among those are disorders

affecting the activity of the renal Na+:Cl-

cotransporter (NCC). Inactivating muta-
tions ofNCCresult inGitelman’s syndrome
(OMIM 263800) featuring arterial hypo-
tension. In contrast, NCC activation trig-
gers familiar hyperkalemic hypertension
(OMIM145260). This syndrome is caused
in some patients by mutations in with

no lysine (K) kinase 4 (WNK4). The
understanding of NCC regulation by
WNK4hasbeen complicatedby contradic-
tory findings. Many groups have reported
that WNK4 reduces activity, phosphory-
lation, and half-life of NCC in vitro and in
vivo.2–7 However, evidence for WNK4-
induced NCC activation has also been
documented.8,9 In this regard, the
WNK4 inhibitory effect could be reversed
by angiotensin II,10 suggesting that
WNK4 inhibitory and activating effects
may coexist and be modulated by the
renin-angiotensin system.8,10 A reduction
of [Cl-]i is associated with increased ac-
tivity and phosphorylation of NCC11 by
Ste20-related proline-alanine rich ki-
nase (SPAK),12 which in turn is modu-
lated by WNKs.13 It has been suggested
that WNKs behave as chloride-sensitive
kinases.14 Therefore, we hypothesized that
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[Cl-]i could modulate the effect of WNK4
toward NCC, potentially explaining the
dual effect of the kinase.

To test this hypothesis, the functional
activity of NCC was assessed in oocytes
exposed to control conditions or low
chloride hypotonic stress (LCHS) that is
known to increase NCC phosphoryla-
tion and activity.11,12 Coinjection of
NCC and mouse WNK4 cRNA resulted
in a slight but significant decrease in
NCC-mediated Na+ uptake. LCHS in-
duced a significant increase in NCC

activity, which was further enhanced by
coexpressionwith eithermouse or human
WNK4 (Figure 1, A and B).

The [Cl-]i in control oocytes was
49.860.7 mM, whereas it was 57.4560.8
and 58.5861.4 mM in oocytes injected
with NCC or NCC plus WNK4 cRNAs,
respectively. NCC probably caused this
approximately 15% increase. In contrast,
[Cl-]i was significantly reduced by LCHS
to a value of approximately 35 mM in
all groups, representing a 30%–40% de-
crease (Figure 1C). The reduction of [Cl-]i

observed in this study is similar to that
reported previously by Bertram et al.,15

using an identical LCHS protocol.16

We next assessed how time of exposure
to LCHS altered the regulation of NCC by
WNK4 because previous observations
have shown that [Cl-]i slowly decreases
under these conditions.16 One hour of
LCHS had no effect on Na+ uptake in
oocytes injected withNCC alone, whereas
16 hours resulted in a significant increase
(Figure 1D). In contrast, WNK4 expres-
sion led to a significant activation of NCC

Figure1. WNK4effect onNCC ismodulatedby [Cl-]i. (A) Functional expression assay shows the thiazide-sensitiveNa+ uptake in groups of
oocytes injected with NCC cRNA alone or together withmouseWNK4 or humanWNK4 cRNA, as stated. Uptakewas performed in control
conditions (white bars) or after 16 hours of LCHS (gray bars) (see SupplementalMaterial). *P,0.01 versus same group in control conditions.
**P,0.05 versus NCC in LCHS. n=13. (B) Uptake in oocytes injected withNCC alone, in control conditions (white bars) or LCHS (gray bars),
was arbitrarily set to 100%, and the corresponding groups were normalized accordingly. *P,0.01 versus any group in control conditions
and versus NCC in LCHS. (C) The [Cl-]i in oocytes was assessed with custom-made glass capillary ion selective microelectrodes 48 hours
after injection of water, NCC, or NCC plus WNK4 cRNA, as stated, in control conditions (white bars) or after 16 hours of LCHS (gray bars).
*P,0.05 versus water injected in control conditions. n=2 (six oocytes per group, per experiment). (D) Uptake was performed in control
conditions (white bars) or in LCHS in 1 hour (light gray bars) and 16 hours (dark gray bars) in groups injected with NCC alone or NCC plus
WNK4group, as stated. *P,0.05 versus own control. n=3. (E) [Cl-]i in oocytes injectedwithwater, SLC26A9, or SLC26A9plusWNK4 cRNA,
as stated, after 48 hours of incubation in ND96 or after 30 minutes of LCHS. *P,0.05 versus water in control conditions. n=3. (F) Thiazide-
sensitive Na+ uptake in oocytes injected with NCC cRNA alone andNCCplusWNK4 cRNA in the absence or presence of SLC26A9 cRNA.
*P,0.01 versus NCC or NCC plus WNK4 groups. **P,0.05 versus NCC plus SLC26A9 cRNA injection.
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after only 1 hour andwas further increased
after 16 hours. Therefore, the presence of
WNK4 accelerated the effect of LCHS on
NCC.

Because LCHSmay have several effects
on oocytes, we used an alternativemethod
to reduce [Cl-]i by coinjecting SLC26A9
cRNA, which in the absence of extracellu-
lar Cl- performs as a chloride efflux path-
way.17 Indeed, 2 days after injection, the
[Cl-]i was similar in water, SLC26A9, or
SLC26A9 plus WNK4 injected oocytes,
whereas LCHS for only 30minutes signif-
icantly reduced the [Cl-]i in SLC26A9 or
SLC26A9 plus WNK4, but not in water
oocytes (Figure 1E). As a consequence,
NCC activity was increased, and this effect
was dramatically potentiated by WNK4
(Figure 1F).

Activation of NCC under LCHS is
associatedwith increasedphosphorylation
of key residues in the amino-terminal
domain.11,12 To determine if the catalytic
activity ofWNK4 is required for NCC ac-
tivation in these conditions, we used the
catalytically inactive mutant WNK4-
D321A.13 Thismutant not only prevented
the activation of NCC by WNK4, but it
also decreased its activity below the level
of oocytes injected with NCC alone in
LCHS (Figure 2A). Because our previous
experiments suggested basal NCC activity
relies on the endogenous long isoform of
WNK1 (L-WNK1),18 these results suggest
WNK4-D321A may prevent the effect of
endogenous L-WNK1 during LCHS.

Piala et al.19 showed that L-WNK1 au-
tophosphorylation and activity is inhibi-
ted by [Cl-]i, therefore demonstrating that
L-WNK1 is a chloride-sensitive kinase.
They identified two leucine residues, con-
served among WNKs, in the catalytic do-
main of L-WNK1 (L369 and L371) that
serve as the Cl- binding site. To test
whether these residues display the same
function in WNK4, we replaced the ho-
mologous residues (L322 and L324) by
phenylalanine (WNK4-L322F, WNK4-
L324F, and the double mutant WNK4-LL-
FF). WNK4-LL-FF induced a remarkable
activation of NCC in control conditions
(Figure 2B). Mutation of L322 alone re-
sulted in a greater increase in NCC activ-
ity, similar to what was observed for
WNK4 in LCHS.Moreover, the activation

of NCC by WNK4-LL-FF is kinase-
dependent. The introduction of the
D321A or the double-charge D321K-
K186D mutations in WNK4-LL-FF not
only prevented the activation of NCC,
but also abolished most of its activity
(Figure 2B). Therefore, elimination of
the Cl- binding site turned WNK4
into a constitutive activator of NCC,
in a kinase-dependent manner. This
was further confirmed by analysis of

NCC phosphorylation.12 WNK4-LL-FF
and WNK4-L322F stimulated NCC
phosphorylation on all three residues
tested, whereas WNK4-LL-FF-DA com-
pletely prevented it (Figure 2, C and D).

To analyze the effect of [Cl-]i onWNK4
activity, we determined the autophos-
phorylation status of serine residue S335,
known to be required for WNK activa-
tion. According to Piala et al.,19 phosphor-
ylation of L-WNK1 homologous serine

Figure 2. Elimination of the putative Cl--binding pocket turns WNK4 into a constitutive
activator of NCC. (A) NCC activity in oocytes injected with NCC cRNA (white bars), NCC
plus wild-type WNK4 (black bars), or NCC plus catalytically inactive WNK4-D321A (red
bars), as stated.Oocyteswere incubated in the control solution or LCHS for 16 hours before
the measurement of Na+ uptake. Uptake in oocytes injected with NCC alone and in-
cubated in control or LCHS was arbitrarily set to 100%, and the NCC plus WNK4 or NCC
plus WNK4-D321A groups were normalized accordingly. *P,0.05 versus NCC corre-
sponding control. n=3. (B) Uptake in oocytes injected with NCC alone was arbitrarily set to
100% (white bar), and the rest of the groups were normalized accordingly (as stated,
WNK4-LL-FF is the blue bar,WNK4-L322F is the green bar,WNK4-L324F is the orangebar,
and WNK4-LL-FF-DA and WNK4-LL-FF-DKKD are the red bars). These series of experi-
ments were performed in control conditions only. *P,0.01 versus NCC alone. n=6. (C)
RepresentativeWestern blot showing the effect of wild-typeormutantWNK4, as stated, on
NCC expression and phosphorylation in control conditions. Blot shows WNK4, pNCC,
NCC, and actin expression, as stated. WNK4 is present only in oocytes injected with wild-
type or mutant WNK4. (D) Densitometric analysis of data compiled from five different
experiments. NCC basal phosphorylation (white bar) was arbitrarily set to 100% and the
corresponding groups were normalized accordingly (as stated, WNK4 wild-type (black
bar), WNK4-LL-FF (blue bar), WNK4-L322F (green bar), WNK4-L324F (orange bar) and
catalytically inactive WNK4-LL-FF-DA (red bar). *P,0.05 versus NCC.
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(S382) is modulated by chloride. No
phosphorylation of WNK4 was observed
in control conditions, whereas it became
evident in oocytes challenged with LCHS
(Figure 3, A and B). The phosphorylation
level of L-WNK1 S382 was also increased
by LCHS, whereas it was similar in both
conditions for WNK3 S308 (Figure 3C).
Interestingly, WNK4-L322F was strong in
basal conditions and was not affected by

LCHS (Figure 3, D and E). These findings
suggestWNK3 andWNK4-L322F are less
sensitive to [Cl-]i than L-WNK1 and
WNK4. Supporting that phosphorylation
of WNK4-S335 is required for NCC acti-
vation; mutation of this residue to alanine
inWNK4-LL-FF andWNK4-L322F abro-
gated their effect on NCC (Figure 3F).

Soon after the recognition that muta-
tions inWNK4 cause familiar hyperkalemic

hypertension,20 it was reported that
WNK4 reduces the activity of NCC in
Xenopus laevis oocytes and mammalian
cells.2–6,21 Animal models supported the
in vitro observations because overexpres-
sion ofWNK4 in transgenic mice resulted
in decreased expression and phosphory-
lation of NCC.7 However, one study re-
ported increased NCC activity by human
WNK4 in Xenopus oocytes,22 and inacti-
vation of WNK4 in mice resulted in a
reduced NCC phosphorylation and ex-
pression.8 Moreover, both parameters
were increased in a new model of
WNK4 overexpression in mice.9 There-
fore, there is evidence in vitro and in vivo
for both inhibition and activation of NCC
by WNK4.

Here we present data indicating that
WNK4 is a chloride-sensitive kinase,
potentially explaining the dual effects
of WNK4 on NCC. In the presence of
high Cl- concentrations, WNK4 is inac-
tive and may reduce basal activity of
NCC by its inhibiting interaction with
L-WNK1 and WNK3.18,21 When [Cl-]i
is low, WNK4 phosphorylation, and
therefore activity, is stimulated, thereby
activating the cotransporter (Figure 4).
Our results suggest a similar mechanism
to the one proposed by Piala et al.19 is
probably involved in the switch of
WNK4 behavior.

The apparent median inhibitory con-
centration of Cl- (IC50) for L-WNK1 is
20 mM. In oocytes and HEK293 cells,
[Cl-]i is around 40–50 mM,16,17,23 there-
fore allowing partial activity of L-WNK1.
This is consistent with our recent obser-
vation that basal NCC activity in oocytes
and HEK293 cells depends on endoge-
nous L-WNK1.18 The increased NCC ac-
tivity induced by LCHS in oocytes injected
only with NCC is most likely caused by
enhanced endogenous L-WNK1 activity.
Coinjection of oocytes with SLC26A9 re-
duces [Cl-]i to approximately 30 mM,17

leading to activation of NCC without
LCHS. In oocytes in basal conditions,
the most potent activator of NCC is
WNK3,24 followed by L-WNK1,18

whereas WNK4 may inhibit or have no
effect on its basal activity. This difference
inWNKs activity toward NCC could be a
function of their sensitivity to chloride.18

Figure3. ModulationofWNKautophosphorylationbydecreaseof [Cl-]i inducedbyLCHS. (A)
Representative Western blot showing the effect of LCHS on wild-type WNK4 autophos-
phorylation, as stated, in control conditions or LCHS. Blot shows pWNK4, WNK4, and actin
expression, as stated. Phosphoantibody recognizing S335 in WNK4 was developed and
characterized by Thastrup et al.30 (B) Densitometric analysis of compiled results from six dif-
ferent experiments. Phosphorylation level of WNK4 in control conditions was arbitrary set to
100% (white bar), and the phosphorylation status in LCHS was normalized accordingly (gray
bar). *P,0.05 versus control (Wilcoxon signed-rank test). (C) L-WNK1 and WNK3 autophos-
phorylation at S382 and S308, respectively, in control and LCHS conditions, as stated. The
upper blot depicts phospho-WNK, and the lower blot shows the total amount of L-WNK1 or
WNK3 as detected using anti-Myc antibody. Original image was cropped to eliminate empty
lanes and show the L-WNK1 and WNK3 lanes only. (D) Representative Western blot of
phospho-WNKs (WNK3, WNK4, or mutant WNK4-L322F), total WNKs, phospho-NCC, NCC,
and actin in control conditions and after LCHS, as stated. (E) Densitometric analysis of com-
piled results from six experiments forWNK4: three forWNK3, three forWNK4-L322F, and two
for L-WNK1.White bars depict phosphorylation status in control conditions arbitrarily taken as
100%, and gray bars depict the phosphorylation status in LCHS, as normalized for its corre-
sponding white bar. *P,0.05 versus control (Wilcoxon signed-rank test). (F) NCC activity in
oocytes injected with mutant WNK4-LL-FF, WNK4-L322F, WNK4-LL-FF-S335A, or WNK4-
L322F-S335A, as stated. Uptake in oocytes injected with NCC alone was arbitrarily set to
100%, and the corresponding groups were normalized accordingly. These series of experi-
mentswereperformed in control conditions only.n=4. *P,0.001 versus correspondinggroup
without S335A substitution.
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Further experiments are required to de-
fine the IC50 for each WNK. In this re-
gard, the regulation of WNK4 activity by
angiotensin II and [Cl-]i may be linked
because angiotensin II promotes the
opening of chloride channels,25 which
would result in a decreased [Cl-]i. More-
over, a recent study suggests the reduced
activity of NCC in EAST/SeSAME syn-
drome results from Kcnj10 mutations
that inhibit basolateral K+ conductance,
reducing the chloride exit from the cell.26

[Cl-]i of distal convoluted tubule cells
ranges from 14 to 20 mM.27–29 There-
fore, small changes in [Cl-]i, could have
an important effect on NCC regulation
by WNK4. Further experiments and
mathematical modeling are required to
explore this hypothesis and the role of
[Cl-]i in the regulation of NCC in phys-
iologic conditions.

CONCISE METHODS

Mutagenesis and Constructs
AllmutantWNK4constructsweregeneratedby
site-directed mutagenesis, and their sequence
was checked by automatic DNA sequencing.

Functional Expression of NCC
Our institutional committee on animal re-
search approved the use ofX. laevis frogs. The
functional expression of NCC was assessed
in X. laevis oocytes microinjected with NCC
cRNA alone or together with wild-type
WNK4, SLC26A9, or mutant WNK4. Two
days later, the thiazide-sensitive 22Na+ up-
take was assessed in oocytes exposed to con-
trol conditions or to LCHS, following our
previously published protocol.11 In brief,
the night before the uptake assay, groups of
oocytes were incubated in two different os-
molar conditions: isotonic (ND96, 210
mosm/kg H2O) or low Cl- hypotonic stress
(Cl--free 170mosm/kg H2O). Then, tracer 22

Na+ uptake was assessed in oocytes exposed
to isotonicity using our usual isotonic uptake
solution or NaCl containing hypotonic up-
take medium (see Supplemental Material for
details).

Measurement of Intracellular
Chloride Concentration
Intracellular chloride concentration was as-
sessed using ion selective microelectrodes. All
measurements were performed in a Faraday
cage to avoid electromagnetic interference.
Eachionselectivemicroelectrodewascalibrated

with 1025 to 1021 M KCl standard solution
showing a nernstian behavior.

Western Blotting of X. laevis
Oocyte Proteins
Flag-taggedNCCprotein, humanFlag-tagged
WNK4, Myc-tagged WNK3, and Myc-tagged
L-WNK1 protein extracts were analyzed by
Western blot. The following commercial
HRP-conjugated antibodies were used: anti-
Flag 1:5000 (Sigma-Aldrich), anti-Myc
1:1000 (Sigma-Aldrich), and anti-beta-actin
1:2500 (Santa Cruz Biotechnology). The
following sheep antibodies were used at a
concentration of 1–2 mg/ml: anti-NCC (rec-
ognizing residues 906–925 of human NCC,
CHTKRFEDMIAPFRLNDGFKD); anti-
phosphorylated NCC at threonine 45,
threonine 50, and threonine 55 (T44, 48,
and 53 in rats); anti-WNK4 (recognizing
residues 1221–1243 of human WNK4,
SSTGSQEQRASKGVTFAGDVGRM); and
anti-phosphorylated L-WNK1 at S382. The
blots done with the sheep antibodies were in-
cubated for 1.5 hour at room temperature with
secondary anti-sheep HRP-conjugated anti-
body 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology) in
blocking solution. The signal was detected by
chemiluminescence using the Luminata Forte
Western HRP substrate (EMD Millipore).

Statistical Analysis
The significance of the difference between
the two groups was tested with t test and for
three or more groups by one-way ANOVA
with multiple comparisons with Bonferroni
correction, using GraphPad Prism version
6.00 for Mac (GraphPad Software, San
Diego, CA).
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