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R E S U M E N 
 

Los oligodendrocitos (OLs), las células mielinizantes del Sistema Nervioso Central, 

expresan en su membrana canales de K+ del tipo rectificador entrante (Kir). Existen 7 

subfamilias (1-7) de canales Kir. Los canales funcionales se ensamblan en tetrámeros 

homoméricos o heteroméricos y son modulados dependiendo de su conformación por 

factores como el ATP y los H+. La subunidad Kir 4.1 está asociada con la maduración de 

los OLs, ya que animales nulos para dicha subunidad presentan ausencia de la corriente 

Kir, así como un mayor número de células oligodendrogliales inmaduras que provoca 

hipomielinización. Sin embargo, la identidad molecular de los canales Kir en los OLs aún 

no ha sido demostrada, si bien la interacción heteromérica de la subunidad Kir 4.1 con la 

Kir 5.1 y con la Kir 2.1 en otros tipos celulares si lo es. Las corrientes iónicas a través de 

los canales conformados por combinaciones entre estas tres subunidades son inhibidas 

por H+ con la siguiente relación de potencias: heterómero Kir 4.1/5.1 >> homómeros Kir 

4.1 >> Kir 2.1. Un estudio de la sensibilidad a los H+ de la corriente Kir en OLs daría por 

lo tanto información de la posible estequiometría del canal. En este estudio, utilizamos la 

técnica de “patch-clamp” estándar para explorar esta característica de las corrientes Kir 

de OLs purificados del nervio óptico de la rata. Encontramos que las corrientes son 

insensibles al pH en el rango de 5.0 a 8.0. La ausencia de sensiblilidad a los H+ no parece 

deberse a la difusión de componentes del citoplasma característica de la técnica utilizada, 

ya que el uso de la modalidad de “parche perforado” con gramicidina no alteró la 

insensibilidad observada del canal. Además, las subunidades clonadas de los OLs, 

expresadas heterólogamente, presentaron una sensibilidad al pH con una potencia 

similar a la encontrada en otros tipos celulares, por lo que su insensibilidad en los OLs 

no puede ser explicada por cambios en su secuencia.  Los datos sugieren que la 

sensibilidad al pH de la corriente Kir en los OLs es regulada de manera extrínseca, a 

través de cambios postraduccionales o a través de moléculas accesorias al canal que 

provocan su insensibilidad a los H+. Alternativamente, entre otras posibilidades, los 

canales estudiados en los OLs podrían no corresponder con homómeros de Kir 4.1 o con 

heterómeros de esta subunidad con Kir 5.1 o Kir 2.1.  



II 
 

 

A B S T R A C T 
 

Oligodendrocytes (OLs), the central nervous system myelinating cells, express inward 

rectifier K+ channels (Kir). Seven Kir channel subtypes (Kir1-7) are known. Functional 

channels assembly as homomeric or heteromeric tetramers, and modulators such as ATP 

and H+ can regulate them depending on their conformation. It is known, that Kir 4.1 subunit 

is involved in OLs maturation process, since Kir 4.1 KO model shows that Kir current is 

downregulated and causes an increase of immature oligodendroglia cell number and 

hypomyelination. Nevertheless, the molecular identity of Kir channels expressed in OLs 

remains imprecise, given that Kir 4.1 present heteromeric interactions with Kir 2.1 or 

Kir 5.1 in other cell types. These Kir channels are sensitive to intracellular H+ and are 

inhibited with the following potency: heteromer Kir 4.1/5.1 >> homomers Kir 4.1 >> Kir 2.1. 

Taking advantage of this fact, we studied the sensitivity to H+ of Kir currents expressed in 

OLs, in order to get information about the possible stoichiometry of the endogenous 

channel. Here, we probed electrophysiologically, that in OLs from the optic nerve of the 

rat, Kir currents were insensitive to H+ within the range of pHi 5.0 to 8.0. This insensitivity 

to H+ was not provoked by a cytoplasmic component dilution, a common consequence of 

the “standard” patch-clamp technique, because using the gramicidin “perforated” patch-

clamp technique did not change the result. Moreover, Kir subunits cloned from OLs, that 

were expressed in X. laevis oocytes through the injection of the respective cRNA, 

displayed sensitivity to H+, matching to that shown in previous studies. Thus, our data 

suggested that sensitivity to H+ of Kir channels in OLs is regulated by an extrinsic factor(s), 

for example, among several possibilities, through specific postransciptional changes or by 

accessory molecules that conferred insensitivity to H+. Alternately, among other 

possibilities, the channels studied in OLs may not correspond with Kir 4.1 homomers or 

with heteromers of this subunit with Kir 5.1 or Kir 2.1. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La función principal de los tractos neuronales es transmitir información entre diversas 

regiones del cerebro y a distintas partes del cuerpo. Esta información debe ser transmitida 

muchas veces a largas distancias con rapidez, esto es posible gracias a la función de 

células altamente especializadas, que pertenecen al conjunto de células gliales, llamadas 

oligodendrocitos (OLs) en el sistema nervioso central (SNC), y células de Schwann en el 

sistema nervioso periférico (SNP). Estos tipos celulares, envuelven a los axones de las 

neuronas con una vaina de membrana glial, con características aislantes, y que se le 

conoce como vaina de mielina (Faivre-Sarrailh et al., 2013).  

Además de la mielinización, los OLs participan en el control de la concentración 

extracelular de K+, tarea que realizan en conjunto con los astrocitos. Esta función es de 

suma importancia durante la generación de potenciales de acción (PA), ya que permite 

la adecuada homeostasis del K+, ión esencial en el mantenimiento del potencial de 

membrana y la generación del mismo PA. Esta función se lleva a cabo gracias a la alta 

permeabilidad al K+ que poseen tanto los OLs como los astrocitos. El componente 

molecular que les confiere dicha capacidad son los canales de potasio tipo Kir, 

particularmente los canales conformados por la subunidad Kir 4.1.  

Los efectos de la ausencia de expresión de esta proteína, se observaron en experimentos 

donde el gen Kir 4.1 fue noqueado, obteniéndose un fenotipo con discapacidad motriz y 

muerte prematura (Neuch et al., 2001). A nivel celular los OLs fueron el tipo celular más 

afectado lo que resultó en una severa hipomielinización de los axones, así como una alta 

proporción de células precursoras de oligodendrocitos (OPCs). Esto ha llevado a 

proponer que la subunidad Kir 4.1 estaría implicada también en el proceso de la 

maduración del linaje oligodendroglial.  

A pesar de las funciones esenciales que parecen tener los canales rectificantes en los 

OLs aún no se conoce cuál es la identidad molecular del canal expresado, pues como se 

sabe, estos canales para ser funcionales conforman tetrámeros. Si bien, la participación 

principal de la subunidad Kir 4.1 no está en controversia, al ser conformados los canales 

por cuatro subunidades, es probable que se conformen ya sea como homómeros sí es 
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solo por Kir 4.1, o como heterómeros sí son conformados por subunidades diferentes 

incluyendo la subunidad Kir 4.1. Se sabe que la subunidad Kir 4.1 pueden interaccionar 

con otras subunidades tales como las subunidades Kir 5.1 y Kir 2.1 para formar canales 

funcionales (Pessia et al., 2001, Kubo et al., 2005, Hibino et al., 2010). 

Una herramienta experimental que ayudaría a determinar la posible conformación del 

canal sería a través de su sensibilidad al pH intracelular (pHi); por ejemplo, los canales 

Kir 4.1 homoméricos son inhibidos al aumentar la concentración de iones H+ con un pKa 

de 6.0, mientras que los heterómeros Kir 4.1/5.1 son inhibidos con un pKa de 7.4 (Pessia  

et al., 2001; Hibino  et al., 2010). 

En experimentos recientes, hemos mostrado que los OLs expresan el mRNA que codifica 

para las subunidades Kir 2.1, Kir 4.1 y Kir 5.1. Además, utilizando la técnica de control de 

voltaje en su configuración estándar de célula completa, mostramos que las corrientes 

iónicas del tipo Kir generadas en los OLs no parecen ser sensibles a una disminución del 

pHi a pH 6.0, en el mismo rango al cual son inhibidos los canales homoméricos de Kir 4.1 

y los heteroméricos de Kir 4.1/5.1. Es así que, en el presente estudio ampliamos el rango 

del pHi analizado sobre las corrientes Kir, y también exploramos posibles explicaciones 

para su insensibilidad a H+: 1) La participación de elementos citoplásmicos que hubieran 

sido dializados durante la técnica de registro de célula completa, y 2) Una posible 

heteromerización de subunidades Kir, expresando heterologamente las subunidades Kir 

clonadas a partir del mRNA de los OLs de nervio óptico.   
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2. ANTECEDENTES 
  

2.1. Sistema Nervioso  

 

El SN está conformado fundamentalmente por dos tipos de células neurales: las 

neuronas y las células gliales. Estos dos tipos celulares fueron observados y catalogados 

morfológicamente desde mediados del siglo XIX y principios del siglo XX por varios 

científicos como Santiago Ramón y Cajal -padre de la teoría neuronal-, Camillo Golgi, 

Rudolf Virchow, Pio del Rio Hortega, entre muchos otros investigadores quienes 

cimentaron las bases de la neurociencia moderna. Las neuronas se especializan en 

transmitir señales eléctricas de manera rápida en forma de potenciales de acción, 

mientras que, las células gliales presentan excitabilidad mediada por incrementos de 

calcio intracelular, no generan potenciales de acción y regulan la homeostasis del SNC, 

lo que permite a las neuronas llevar a cabo su tarea de recibir, transmitir y procesar la 

información (Somjen, 1988, Purves et al., 2007, Allen y Barres, 2009, Parpura et al., 2012, 

Parpura y Verkhratsky, 2012). 

 

2.2. Células Gliales  

 

Las células gliales o neuroglía fueron descritas por primera vez por Rudolf Virchow a 

mediados del siglo XIX, como un tejido conectivo que une elementos neuronales, de ahí 

el nombre propuesto por Virchow “nervenkitt”, que se puede traducir del alemán como 

neuro-cemento o neuro-pegamento (Verkhratsky & Butt, 2013). Rudolf Virchow anunció 

el concepto de neuroglía el 3 de abril de 1858 en el Nuevo Instituto de Patología de la 

Universidad de Berlín (Kettenman & Verkhratsky, 2008) con el siguiente enunciado: 

“Hasta ahora, caballeros, al considerar el sistema nervioso, sólo he hablado de algunas 

partes de éste. Pero si queremos estudiar el sistema nervioso y su relación real en el 

cuerpo, es extremadamente importante tener conocimiento acerca de una substancia que 
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se encuentra entre los componentes nerviosos, los mantiene unidos y también, en un 

mayor o menor grado les otorga su forma”.  

 A lo largo de los años muchos científicos describieron células o componentes celulares 

con características semejantes a las descritas por Virchow, inclusive antes de que él 

mismo hiciera ver su importancia en el SN. Por ejemplo, Robert Remak quien en 1838 

encontró unas vainas que recubrían a las fibras nerviosas, Heinrich Müller quien publicó 

en 1851 las primeras imágenes de la glía de la retina llamadas después “células de 

Müller”, nombre acuñado por Albert Köllicker en 1852. Un poco después en 1857, Karl 

Bergman identificó células gliales en el cerebelo, sólo por mencionar algunos ejemplos 

de científicos que reconocieron componentes celulares distintos a las neuronas 

(Verkhratsky, 2010). Actualmente, se acepta ampliamente que todas las funciones 

fundamentales del sistema nervioso son reguladas, de manera directa o indirecta, a 

través de la comunicación neurona-neuroglía, e.g., el metabolismo y la viabilidad 

neuronal, la transmisión sináptica, la propagación del impulso nervioso, la respuesta 

inmune dentro del SNC, el desarrollo y la diferenciación de estas células, entre muchas 

otras (Susuki, 2013).  

La relación que se establece entre las neuronas y las células gliales clasificadas como 

oligodendrocitos, sin duda es la más estrecha y de mayor extensión en el SN. Esta 

relación apareció en la evolución según los registros fósiles hacia el periodo paleozoico 

(ca. 400 millones de años) en un grupo de placodermos, los primeros peces provistos de 

mandíbula. Los hallazgos fósiles de cráneos con huellas de los nervios craneales apoyan 

la idea de que la evolución de los placodermos fue favorecida por las ventajas que un 

sistema de rápida conducción nerviosa, con axones mielinizados (Zalc et al., 2008). 

 

2.3. Los oligodendrocitos 

 

Los OLs son las células mielinizantes del SNC y fueron descritas inicialmente por Pío del 

Río Hortega en 1921. Estas células son el producto final de un linaje celular precursor 

que se diferencia a través de un complejo y preciso programa de proliferación y migración, 
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hasta llegar a ser células maduras capaces de mielinizar axones en el SNC. Los OLs 

están presentes tanto en la materia gris como en la materia blanca y están implicados en 

diversas funciones tales como: 1) La propagación rápida del potencial de acción (PA) en 

los axones mielinizados; los cuales constituyen la mitad del volumen del cerebro humano 

(Czopka et al., 2013). 2) la regulación de la concentración de iones K+ en el espacio 

extracelular (buffering de K+), lo cual es debido principalmente a la alta permeabilidad 

para estos iones de un tipo de canales expresados en su membrana, los llamados, 

canales de potasio de rectificación entrante o de tipo Kir. 3) El soporte metabólico de las 

neuronas, función que realizan en conjunto con otros tipos de células gliales (Kalsi et al., 

2004, Kettenmann & Ramsom, 2013).  

 

2.4. Importancia biológica de la mielinización axónica. 

 

La velocidad de conducción del PA puede llegar a ser una limitante en el flujo de 

información y su procesamiento en el SN. Como la conducción del PA requiere flujo 

pasivo (movimiento de iones a través de canales) y activo (movimiento de iones a través 

de bombas y transportadores) de corriente, la velocidad de propagación de un PA está 

determinada por ambos fenómenos. Varios mecanismos que permitían optimizar la 

propagación de señales a lo largo de los axones fueron apareciendo a lo largo de la 

evolución. Por ejemplo, una de las estrategias evolutivas que aumentan la velocidad en 

la propagación de las señales, es el incremento en el diámetro del axón, y por lo tanto 

disminuyendo la resistencia interna al flujo pasivo de corriente aumentando su velocidad 

de propagación. El consiguiente aumento en la velocidad explicaría que invertebrados, 

como el calamar, desarrollaran axones gigantes (cercanos a 1 mm de diámetro) en sus 

circuitos neuronales responsables de comportamientos de sobrevivencia como la huida 

(Purves et al., 2007).  

Otra estrategia para disminuir el flujo pasivo es aislar la membrana axónica; esta 

estrategia es evidente en la mielinización de los axones (Seidl, 2013). La mielina modifica 

las propiedades eléctricas pasivas de la membrana neuronal, aumentando las constantes 

de tiempo () y de espacio () de las propiedades de cable del axón. Como ocurre en los 

vertebrados, los axones están aislados por varias capas de mielina, comúnmente a este 
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arreglo se le llama la vaina de mielina, el cual permite la rápida propagación de los 

impulsos nerviosos a velocidades 10 veces mayores que la de axones amielínicos del 

mismo diámetro, i.e., mientras las velocidades de conducción de los axones amielínicos 

varían entre unos 0.5 y 10 ms-1, los axones mielinizados pueden conducir a velocidades 

de hasta 150 ms-1. 

 

Los axones mielinizados tienen regiones sin recubrir, de aproximadamente 1 m, a estas 

zonas se les llama nodos de Ranvier, mientras que a las zonas cubiertas se les conoce 

como zonas internodales (Figura 1.; Aracibia-Carcamo et al., 2014). En la zona del nodo 

de Ranvier se concentran moléculas de importancia para la propagación del PA, por 

ejemplo, los canales de Na+ y de K+ dependientes de voltaje. Cuando el impulso nervioso 

se propaga a través de un axón mielinizado, la despolarización se transmite de nodo en 

nodo, por lo que se dice que se lleva a cabo un fenómeno de propagación “saltatoria”, 

que aumenta la velocidad de conducción. Además, el nodo es el único espacio donde el 

axón puede movilizar nutrientes como lactato y piruvato entre otros, ayudado por 

transportadores especializados (e.g., transportador de monocarboxilato o MCT) 

presentes en la membrana oligodendroglial. Así que, los nodos no solo son importantes 

en la transmisión de señales, sino que cumplen un papel importante en el metabolismo 

de la neurona (Lee et al., 2012). 

 

Se sabe que el proceso de mielinización es continuo, comienza en el nacimiento y se 

lleva a cabo hasta por lo menos la tercera década de vida en los humanos (Jahn et al., 

2009, Miller et al., 2012), siendo indispensable, durante todo el proceso el suministro de 

nuevos OLs maduros. Un evento clave para que los OLs no lleguen a su estadio 

mielinizante es que el precursor de estos (OLs pre-mielinizante) sean incapaces de 

madurar, y este evento de transición entre OLs pre-mielinizante a OLs mielinizante se ha 

observado que es mediado al menos en parte por canales iónicos (Sontheimer et al., 

1989), en este contexto se ha establecido la relación entre la expresión de canales tipo 

Kir y el proceso de maduración de los OLs (Neusch et al., 2001). 
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El esquema muestra las regiones principales de una neurona, el axón, y la 
vaina de mielina. Las regiones de esta última están detalladas en el esquema 
inferior en la zona del nodo de Ranvier. En el nodo, región desprovista de 
mielina, existe una alta concentración de canales NaV (segmento de color rojo), 
en el paranodo, la vaina de mielina se fija al axón mediante múltiples proteínas 
(segmento de color verde), y en el juxtaparanodo se localizan la mayor cantidad 
de canales KV (segmento de color amarillo; Modificado de Aracibia-Carcamo et 
al., 2014). 
 

2.5. Canales Iónicos. 
 

Hace más de 3 mil millones de años, al originarse las primeras células simples con la 

característica de poseer una membrana de lípidos que las separaba del medio externo, 

se propició la evolución de componentes que permitían el intercambio de información con 

el medio externo, así como el intercambio de substratos vitales para la célula. Estos 

componentes, que pudieron haber comenzado como simples poros en la membrana, 

fueron adquiriendo selectividad para realizar determinados procesos y dando origen a los 

diferentes tipos de canales iónicos. Los canales iónicos guardan la misma utilidad para 

transmitir señales, que la que tienen las enzimas en el aspecto metabólico de la célula. 

Figura 1. Esquema del axón mielinizado. 
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Estos canales son proteínas integrales de la membrana celular y juegan un papel clave 

en la fisiología de la membrana, tanto de células excitables como no excitables (Hille 

2001). Los canales se pueden clasificar en función del ión para el que muestran 

permeabilidad selectiva, y esta cuestión es clave en el estudio de estas estructuras, por 

ejemplo, los canales de potasio son capaces de permear iones de potasio, pero no de 

sodio, a pesar de que el radio de Pauling del ión de potasio es sólo 0.4 Å mayor que el 

de los iones de sodio (Fowler et al., 2008). Los canales iónicos también se pueden 

clasificar en función de las circunstancias o elementos que provocan su apertura. Un 

canal puede estar abierto de forma permanente, de manera que el gradiente 

electroquímico es el único parámetro que determina el paso del ión o no a través del 

canal, y son denominados canales de fuga, pero por otro lado, existen canales que 

regularmente están cerrados y son abiertos en respuesta: a) a la despolarización o 

modificación del potencial de membrana (e.g., canales dependientes de voltaje de Na+, 

K+, Ca2+, Cl-) ; b) a ligandos extracelulares que interactúan con dominios específicos del 

canal (e.g., la acetilcolina (ACh), la serotonia (5-HT), la dopamina, y el ácido -amino 

butírico (GABA), etc.);  c) a ligandos intracelulares (subunidades de proteínas G, al ATP, 

etc.) y d) a fuerzas mecánicas que tensionan o distienden la molécula que conforma el 

canal (Florez 1997; Waszkielewicz et al., 2013).  

 

2.6. Canales de Potasio K+.  

 

Los canales de potasio son macromoléculas que por mucho representan el tipo de 

canales iónicos de mayor diversidad, expresados tanto en bacterias como en plantas y 

en animales. Las subunidades moleculares que los componen son codificadas por 

aproximadamente 80 genes llamados KCN (Maljevic et al., 2012). Están involucrados en 

diversos fenómenos fisiológicos celulares, por ejemplo, uno de ellos de gran importancia 

para las células excitables, es la repolarización de la membrana de un axón ante la 

generación del PA. Durante un PA, los canales de sodio voltaje dependientes (Nav) se 

activan lo que provoca la despolarización de la membrana celular, esto es seguido de la 

apertura de los canales de potasio dependientes del voltaje (Kv), quienes repolarizan la 



11 
 

membrana al permitir el flujo de iones K+ hacia afuera de la célula. Esta característica 

ilustra la importancia de la selectividad de los canales iónicos, por ejemplo, si en el PA, a 

los iones sodio se les permitiera moverse libremente a través de los canales Kv, el sodio 

competiría con el eflujo de potasio, y la repolarización de la membrana no ocurriría (Hille 

1984; Nimigean et al., 2011). Esta situación exhibe la característica que tiene un canal 

para seleccionar el ión que fluirá a través de él, este concepto de permeabilidad selectiva 

para iones de la membrana celular fue postulado por Julius Bernstein en 1902 (Hille 

1970). 

Se ha mencionado que los canales de potasio están involucrados en una gran diversidad 

de procesos fisiológicos, no es de extrañar entonces, que para poder cubrir esta 

diversidad funcional los canales presenten diversas características, que de manera 

general han sido utilizadas para poder clasificarlos, así podemos identificar, a los canales 

de potasio activados por Ca2+ (KCa), los canales de dos poros (K2P), los canales de potasio 

sensibles al voltaje (Kv) y los canales de rectificación entrante (canales tipo Kir)  

Una característica de gran importancia y bastante bien conservada en todos los canales 

de K+, es la región conocida como “filtro selectivo”, conformada por el motivo: Glicina o 

Fenilalanina, Tirosina , Glicina, X aminoácido y Tirosina (G(F)YGXY). Esta región le da 

identidad a los canales de potasio pues discrimina el paso de iones, que como ya se 

ejemplificó para el caso de los KV en neuronas, es de importancia fundamental (Coetzee 

et al., 2006, Hibino  et al., 2010, McCoy et al., 2013, Tsantoulas et al., 2014). El filtro 

selectivo expone una cadena de oxígenos del carbonilo terminal de cada aminoácido los 

cuales unen a los iones de K+ lo que permite su movimiento dentro del poro del canal de 

potasio (Figura 2). La estructura del canal sugiere que se forman 4 sitios de unión iónica 

(S1-S4) por los oxígenos de los carbonilos dentro del poro, así el potasio por su 

preferencia hacia un ambiente quelante octaédrico, se ajusta en estos sitios de unión, y, 

por el contrario, el ión sodio prefiere ambientes quelantes tetraédricos, siendo esto parte 

del fundamento fisicoquímico para la selectividad de los canales por el ión potasio (Bhate 

et al., 2010). 
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El canal KcsA ha sido usado como modelo de estudio de la conducción iónica y 
“compuerta” de los canales de K+. A El esquema muestra dos subunidades del canal 
KcsA señalando los oxígenos de carbonilos que conforman los sitios de unión al K+ 
(S1 al S4), S0 indica la posición del ión en el espacio extracelular antes de entrar en 
contacto con el canal. B El filtro selectivo conformado por el motivo GYGVT de dos 
subunidades de KcsA, S1-S4 son los sitios de unión iónica (modificado de Fowler et 
al., 2008; Nimigean et al., 2011). 

 

2.7. Canales Kir 

 

Dentro del basto número de canales de potasio se encuentran los canales de potasio de 

rectificación entrante (Kir por sus siglas en inglés inward rectifier K+ channel), estos 

canales se distinguen por conducir el flujo de iones K+ de forma más eficiente hacia el 

interior de la célula. Hace 68 años Bernard Katz (1949) describió por primera vez el 

fenómeno de la rectificación entrante como una “corriente anómala” en el músculo 

esquelético de la rana, poco después en 1960 se describieron conductancias iguales en 

músculo cardíaco y posteriormente en diversos tejidos tanto en mamíferos como en 

anfibios; ahora se conoce que estas corrientes fluyen a través de los canales de potasio 

tipo Kir. La clonación de estos canales de manera independiente en 1993 por Ho (Ho et 

Figura 2. Estructura de canales de K+ (KcsA) de Streptomyces lividans. 
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al., 1993) y Kubo (Kubo et al., 1993), permitió el estudio del mecanismo por el cual se 

lleva la rectificación entrante y se han logrado elucidar los componentes estructurales que 

los conforman. Hasta ahora han sido identificadas 7 subfamilias de estos canales, que 

son codificadas por 15 genes conocidos como KCNJ. Las subfamilias se pueden 

distinguir por la intensidad con la que rectifican y por responder a diferentes estímulos 

celulares y del medio extracelular, provocando una pérdida o ganancia de la función; que 

se refleja en una menor o mayor corriente rectificante (Anumonwo & Lopatin, 2010, Bichet 

et al., 2003, Nichols & Lopatin, 1997). 

La propiedad de rectificación entrante de los canales Kir es debido a su bloqueo por Mg2+ 

o por poliaminas en potenciales despolarizantes. Los elementos estructurales que 

otorgan la propiedad rectificante fueron identificados a través de estudios de mutagénesis 

en canales Kir2.1 (Fujiwara et al., 2002). Además, los canales Kir pueden también ser 

regulados por varios factores tales como lípidos de membrana como el fosfatidil inositol-

4,5-bifosfato (PIP2), y por subunidades de las proteínas G, así como por la concentración 

de iones extracelulares, por el pH intracelular, por proteínas cinasas, y varios otros (Du 

et al. 2004, Wang, 2011).   

La estructura de los canales Kir tiene una región transmembranal y otra citoplásmica, 

presentan dos dominios transmembranales por subunidad, un canal completo es un 

homo- o hetero-tetrámero. Cada subunidad tiene una región conservada en todos los 

canales de potasio, la región P, la cual contiene el motivo selectivo para iones K+ 

destacado anteriormente: G (F) Y G X T. Su estructura incluye una hélice adicional 

llamada hélice deslizante, la cual se desplaza sobre la cara citoplasmática de la 

membrana celular favoreciendo el cambio de conformación de un estado cerrado a uno 

abierto al interactuar con factores como el PIP2, el dominio conservado de PKKR se ha 

propuesto como el sitio de unión a PIP2 (Nichols et al., 1997, Suh et al., 2008, Hansen et 

al., 2011). En la conformación cerrada de estos canales el dominio transmembranal 1 

(M1) hace contacto con el transmembranal 2 (M2) y adquieren la forma de un “tipi” 

invertido impidiendo el paso de iones debido a un residuo de fenilalanina que provee un 

ambiente desfavorable para el paso de los iones K+, a esta zona se le llama haz o hélice 

de cruce (Bichet et al., 2003, Khurana et al., 2011).  
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La porción citoplásmica está constituida por el amino y el carboxilo terminales y 

representa dos tercios de la secuencia de aminoácidos del canal Kir (Bichet et al., 2003). 

La característica más interesante de esta sección del canal es que forma un poro del lado 

citoplasmático (Figura 3) que mide alrededor de 30 Å de largo y entre 7 a 15 Å de 

diámetro. Este poro presenta regiones de interacción con espermina y las subunidades 

de proteínas G, provocando la rectificación entrante y el control de la compuerta o 

“gating”, respectivamente (Nishida et al., 2002). 

 

2.8. Modulación de Kir por pHi. 

 

Durante los fenómenos fisiológicos en los que intervienen los canales Kir, su compuerta 

puede ser regulada por estímulos específicos los cuales causan que los canales pasen 

de un estado abierto al estado cerrado. 

Un ejemplo importante de estos estímulos es el pH intracelular, el cual se sabe que induce 

el cierre de canales Kir cuando el pH disminuye. Anteriormente, se pensaba que un 

componente clave para la sensibilidad al pHi, era un residuo de lisina en el dominio M1 

en la región “hélice de cruce” (Figura 3, Pessia et al., 2001). La acidosis intracelular inhibe 

con una diferente intensidad a los miembros de las familias de Kir, por ejemplo, los 

canales con residuos de lisina en el M1 muestran alta sensibilidad al pH como Kir 1.1 

(pKa= 6.5), Kir 4.1 (pKa= 6.0), Kir 4.2 (pKa=7.1) y Kir 4.1/5.1 (pKa=7.5) (Kubo et al., 2005, 

Hibino et al., 2010). Cabe destacar que en este grupo de canales se puede distinguir 

entre una mayor o menor sensibilidad al pH, particularmente de Kir4.1, 4.2 y 4.1/5.1. Por 

ejemplo, se sabe que Kir 4.1 heteromerizado con Kir 5.1 (Kir 4.1/5.1) y el homómero de 

Kir 4.2 (además del heterómero Kir 4.2/5.1) son más sensibles que el homómero de 

Kir 4.1 (Pessia et al., 2001, Hibino  et al., 2010). Por lo tanto, esta característica podría 

ser usada para definir la estequiometría de los canales expresados en un tipo celular 

específico. En contraste, los Kir sin residuo de lisina en el M1 como Kir 2.1, Kir 3.X y Kir 

6.2 son marcadamente menos sensibles al pH (Rapedius, 2007).  
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La vista lateral de dos subunidades de KirBac 1.1 mostrando los 
componentes funcionales transmembranales (regiones en verde y azul) 
como citoplasmáticos (regiones en rojo y amarillo) del canal; las 4 esferas 
blancas representan iones K+ (modificado de Bichet et al., 2003). 

 

2.9. Corriente tipo Kir en oligodendrocitos y astrocitos. 

 

2.9.1. Expresión de subunidades tipo Kir en oligodendrocitos y sensibilidad 

a pHi de la corriente 

 

Los canales Kir 4.1 se encuentran expresados principalmente en el SNC y en el riñón de 

los mamíferos. En el riñón cumplen un papel importante en la reabsorción de sales en el 

asa de Henle (Pattnaik et al., 2012), mientras que en SNC están presentes 

predominantemente en la astroglía y su función es mantener la concentración de K+ 

extracelular óptima (Butt A. & Kalsi A. 2006, Kattenmann H. & Ransom B., 2013). La 

importancia que tienen estos canales queda también de manifiesto con la identificación 

Figura 3. Componentes estructurales del canal Kir. 
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de mutaciones en los genes KCNJ10 (gen codificante para Kir 4.1), relacionadas con un 

síndrome caracterizado por epilepsia, ataxia, sordera y desordenes en la homeostasis de 

sales por alteración del asa de Henle en riñón conocido como síndrome de EAST 

(Reichold et al., 2010).  

La expresión de Kir 4.1, además de Kir 5.1, se ha mostrado en los OLs (Brasko et al. 

2016). Se conoce además que es de importancia la expresión de este tipo particular de 

canales, dado que el modelo knock-out (KO) para Kir 4.1 presentan un fenotipo con 

discapacidad motriz y muerte prematura; a nivel celular se observa hipomielinización del 

SNC, además los OLs purificados de medula espinal, y mantenidos en cultivo, revelan 

una morfología inmadura con respecto a otros tipos celulares provenientes del mismo 

tejido (Neusch et al. 2001, Olsen et al. 2008). Sin embargo, la identidad de las 

subunidades que conforman el canal no es por completo conocida en los OLs, y hasta 

hace poco, tampoco habían sido estudiadas sus propiedades de regulación básicas, en 

especial su sensibilidad al pHi que distinguiría entre diferentes conformaciones 

estequiométricas. Por ejemplo, aún no se sabe si las corrientes de tipo Kir en los OLs son 

generadas por un homómero de Kir 4.1, o los canales están conformados por 

heterómeros con otras subunidades como Kir 5.1 o Kir 2.1, las cuales se sabe pueden 

interaccionar con la subunidad Kir 4.1 (Falker et al. 1996, Pessia et al., 2001, Kubo et al., 

2005). 

Conocer la identidad y el comportamiento del canal en los OLs podría ayudar a desarrollar 

fármacos específicos para su modulación, así como lograr el control de su expresión ya 

sea en condiciones experimentales o como tratamiento clínico. En nuestro laboratorio 

hemos analizado el comportamiento de los canales Kir de OLs utilizando técnicas de 

electrofisiología, así como técnicas de biología molecular. Sabemos, por ejemplo, que los 

OLs del nervio óptico, expresan las secuencias codificantes para las subunidades de 

Kir 2.1, 4.1 y 5.1 (Figura 4). También, encontramos que la corriente generada en OLs 

mantenidos en cultivo durante 48 – 96 h no fue sensible a la disminución de pHi a 6.3 

medida en el rango de voltaje de -150 a +40 mV como se muestra en la Figura 5. 
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Amplificación de las subunidades Kir 2.1, 4.1 y 5.1 de OLs mantenidos en cultivo 
entre 48-96 h. Fue usado homogenizado de cerebro como control (C) y 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control de la PCR. El 
control negativo (cnt) fue la mezcla sin la RT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los trazos muestran la corriente característica tipo Kir en OLs al mantener el voltaje 
en -40 mV y aplicar un protocolo de pulsos de 250 ms de duración, de -140mV a 
+40mV, en pasos de 10 mV. La gráfica es la relación I/V de la corriente de 
membrana, expresada en función de la capacitancia (pA/pF) monitoreada con 
soluciones internas ajustadas en pHi de 7.3 ó 6.3 (modificado de Moctezuma 2014). 
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Figura 4. Análisis por RT-PCR. 

Figura 5. Relación I/V de las corrientes Kir en OLs e insensibilidad de la 
corriente en pH 6.3. 
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Este resultado inesperado, dado que la sensibilidad a H+ de las subunidades Kir 4.1 ha 

sido confirmada de manera consistente, nos llevó en primera instancia a descartar la 

posibilidad de un artefacto por el tipo de técnica utilizado, por lo que fueron monitoreadas 

las respuestas tipo Kir en astrocitos en cultivo, ya que estas células también expresan 

corrientes Kir sensibles a pH.  (Butt & Kalsi 2006; Olsen et al., 2006; Kattenmann & 

Ransom, 2013; Seifert et al., 2016).  En estos experimentos el rango de pHi fue ampliado 

a valores cercanos al fisiológico; los resultados mostraron que las corrientes tipo Kir 

registradas en los astrocitos si mostraban sensibilidad al aumento de la concentración de 

H+ (Figura 6). 

Por lo tanto, la insensibilidad al cambio en el pHi de las corrientes medidas en los OLs 

sugiere que la conformación adoptada por el canal Kir en estas células no es la de un 

homómero de Kir 4.1 ni tampoco la de un heterómero Kir 4.1/Kir 5.1. Sin embargo, esta 

aparente insensibilidad al pHi de los canales Kir en los OLs, podría tener otras 

explicaciones. Además, la necesidad experimental de ampliar el rango de pHi analizado 

y de considerar tanto factores intrínsecos de la proteína (e.g., pérdida de dominios 

involucrados en la  sensibilidad a protones, mutaciones que alteren su conformación 

promovida por la unión de protones, heteromerización, es decir, la unión de diferentes 

tipos de subunidades generando un canal insensible al pH, etc.), como también factores 

extrínsecos (e.g., cambios postraduccionales sobre la subunidad Kir 4.1, requerimiento 

de proteínas auxiliares, etc.). 
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A. Registros de corriente de membrana aplicando un protocolo de pulsos (de -170 

mV a +50 mV, mantenidas en -50 mV) tanto en K5 como en K25, y esta última en 

presencia de 100 µM Ba2+. B. Media y error estándar de la densidad de corriente en 

K25 medida en -50 mV, con soluciones intracelulares (en la pipeta de registro) 

ajustadas en diferentes pH´s en el rango de 8.0 a 5.0 (n= 7-25; *P< 0.05). 

 

En el presente estudio ampliamos el rango (pH 5.0 a 8.0) del pHi analizado sobre las 

corrientes Kir, y también exploramos posibles explicaciones para su insensibilidad a H+: 

1) La participación de elementos citoplásmicos que hubieran sido dializados durante la 

técnica estándar de registro de célula completa, utilizando en su lugar la técnica de 

“parche perforado”, y 2) Una posible heteromerización de subunidades Kir, expresando 

heterólogamente las subunidades Kir clonadas a partir del mRNA de los OLs de nervio 

óptico. 

 

 

 

Figura 6. Corrientes Kir en astrocito monitoreadas en diferentes valores 
de pHi. 
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3. HIPÓTESIS  
 

La insensibilidad al pHi de las corrientes tipo Kir de los OLs no es debida a factores 

intrínsecos de secuencia o a la heteromerización de las subunidades Kir 4.1, 

Kir 5.1 y Kir 2.1. 
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4. OBJETIVOS 
 

4.1.  Objetivo General 

 

Evaluar factores intrínsecos y extrínsecos a las proteínas Kir que podrían explicar 

la insensibilidad al pHi de las corrientes tipo Kir expresada en los cultivos primarios 

de OLs del nervio óptico de rata. 

 

4.2.  Objetivos Específicos 

 

• Identificar y caracterizar las corrientes tipo Kir en OLs de nervio óptico mantenidos 

en cultivo en un periodo de 24 a 96 h. 

• Analizar la sensibilidad de las corrientes tipo Kir en OLs a la disminución del pHi 

en un rango de pH de 8 a 5, utilizando la técnica de control de voltaje de célula 

completa en su configuración estándar.  

• Analizar la sensibilidad de las corrientes tipo Kir en OLs a la disminución del pHi 

utilizando la técnica de control de voltaje de célula completa en su configuración 

de “parche perforado” con gramicidina, y provocando la disminución del pH 

intracelular por perfusión de soluciones externas conteniendo un ácido débil. 

• Explorar, por medios fluorométricos, el cambio en el pHi en los OLs, producido por 

la perfusión de soluciones externas conteniendo un ácido débil. 

• Expresar las subunidades Kir 4.1, Kir 5.1 y Kir 2.1 clonadas a partir del mRNA de 

OLs del nervio óptico utilizando el modelo de expresión heteróloga de ovocitos de 

la rana Xenopus laevis, y analizar sus propiedades electrofisiológicas. 

• Caracterizar la sensibilidad al pHi de las corrientes generadas por las subunidades 

Kir 4.1, Kir 5.1 y Kir 2.1 de OLs, expresadas en ovocitos en diferentes 

conformaciones, tanto homoméricas como heteroméricas.  
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• Medir, por medios fluorométricos, el cambio en el pHi en los ovocitos de Xenopus 

laevis, producido por la perfusión de soluciones externas conteniendo un ácido 

débil. 
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5. METODOLOGÌA  
 

5.1. Animales 

 

Todos los procedimientos y el manejo de los animales se llevaron a cabo de acuerdo al 

Manual de Usuarios del Bioterio del Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México, campus Juriquilla, emitido por el comité de bioética de dicha 

institución; el cual está basado en la Normal Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y el uso de animales de 

laboratorio, y en la Guía para el Cuidado y Uso de los animales de Laboratorio. 

 

5.2. Cultivo primario de oligodendrocitos 

 

Los cultivos primarios de OLs se obtuvieron a partir de nervios ópticos de rata de la cepa 

Sprague-Dawley de 11-12 días postnatales (P11-P12), siguiendo el método previamente 

descrito por Barres y colaboradores (1992). Dado el patrón de desarrollo del nervio óptico 

en estos animales, el uso de ratas en esta edad permite obtener una población altamente 

enriquecida en oligodendrocitos mielinizantes, siguiendo el siguiente protocolo: 

En primer lugar, los animales fueron sacrificados por decapitación y se disecaron los 

nervios ópticos separándolos del globo ocular y del quiasma. Los nervios fueron 

colocados en una caja Petri de 35 mm conteniendo medio HBSSi suplementado con 

gentamicina (2 mM) a 37°C, y fueron eliminadas las meninges. 

 

Utilizando cuchillas quirúrgicas RIBBEL® estériles del no. 20 fueron disgregados los 

nervios ópticos en trozos pequeños. A continuación, se realizó una digestión enzimática 

en una solución que contenía 1.25 mg/ml de colagenasa, DNAsa al 0.004% y 0.125% de 

tripsina, esto en una solución equilibrada de HBSSi por 40 min a 37°C. Se detuvo la 

reacción añadiendo DMEM suplementado con 10% de FBS (suero bovino fetal) y se 

centrifugó a 250 g por 5 min.  El sobrenadante fue eliminado y la pastilla obtenida se 

resuspendió en DMEM con 10% de FBS. El homogenizado fue filtrado para separar OLs 
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de otras células gliales. La suspensión celular fue centrifugada a 250 g por 10 min. La 

pastilla celular fue resuspendida en medio SATO el cual contenía DMEM suplementado 

con 4.5 g/l de glucosa y 0.11 g/l de piruvato sódico, factores que favorecen la 

supervivencia. Las células fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio de 14 mm y fueron 

mantenidas a 37°C en una atmosfera con 5% de CO2 hasta por 96 h. 

 

5.3. Obtención de ovocitos de Xenopus laevis. 

 

Los ovocitos de rana Xenopus laevis han sido un modelo eficiente para el estudio de 

receptores, canales iónicos y transportadores de mamíferos. Estas proteínas pueden ser 

estudiadas al microinyectar el cRNA correspondiente, permitiendo la expresión 

heteróloga de la proteína en la membrana del ovocito. En el presente estudio utilizamos 

los ovocitos para expresar las subunidades de interés del canal Kir clonadas a partir del 

mRNA de los OLs. 

A ranas Xenopus laevis se les indujo anestesia por hipotermia y fueron sometidas a 

cirugía para disecar de 2 a 3 lóbulos ováricos. La cirugía consistió en una incisión 

abdominal de 0.5 cm aproximadamente tanto en dermis como en músculo para tener 

acceso a la cavidad abdominal y al ovario; una vez disecados los lóbulos ováricos estos 

fueron colocados en una caja Petri con solución Barth normal (conteniendo en mM: NaCl 

88, KCl 1, Na2HCO3 2.4, Ca(NO3)2 0.33, CaCl2 0.41, MgSO4 0.82 y HEPES 5; ajustada a 

pH7.4 con NaOH 5N). Al término de la disección la rana fue suturada y colocada en un 

estanque donde su recuperación fue supervisada durante dos semanas. 

En un microscopio estereoscópico stemi1000 Zeiss™ y utilizando pinzas finas, fueron 

disecados folículos de los lóbulos ováricos en el estadio VI de desarrollo según la 

clasificación de Dumont (1972) y fueron conservados en viales de vidrio con 5 ml de 

solución Barth.  
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5.4. Microinyección de cRNA.  

    

Una vez seleccionados los ovocitos sanos del estadio VI, y utilizando un microinyector 

Drumond (10 l), se procedió a microinyectarlos con 50 nl de una solución conteniendo 

el cRNA (0.1 ng/nl) de las subunidades Kir 4.1, Kir 2.1, o Kir 5.1 por separado, o a co-

inyectarlos en una proporción 1:1 de combinaciones de las subunidades Kir 4.1 con 

Kir  2.1 (Kir 4.1/2.1), de Kir 4.1 con Kir 5.1 (Kir 4.1/5.1), o de Kir 2.1 con Kir 5.1 

(Kir 2.1/5.1). También fue realizada la co-inyección de las tres subunidades estudiadas. 

Por otra parte, en una serie de experimentos, la subunidad Kir 2.1 fue co-inyectada en 

una proporción 2:1 con respecto a Kir 4.1. Como controles de expresión endógena, los 

ovocitos fueron microinyectados con H2O (50 nl por ovocito) libre de RNAsas.  

Los ovocitos inyectados se incubaron en viales de vidrio con 5 ml de solución Barth a 

18°C por 24 h para su posterior desfoliculación.  

 

5.5. Desfoliculación de ovocitos. 

 

Para observar las características eléctricas de los canales Kir expresados en la 

membrana del ovocito, es necesaria la remoción de las distintas capas celulares que 

conforman el folículo ovárico (Arellano et al., 1995). Esto se logró, primero, aplicando un 

tratamiento enzimático de 0.5 mg/ml colagenasa de Clostridium histolyticum (SIGMA-

ALDRICH tipo 1; no. C0130-1G,) en solución Ringer normal (RN, conteniendo en mM: 

115 NaCl, 5 KCl, 1.8 CaCl2, 5 HEPES, ajustada a pH 7.4) durante 30 min a temperatura 

ambiente, después del tratamiento los ovocitos fueron lavados en RN por triplicado, y 

mantenidos en esta solución o en solución de Barth para completar la remoción de las 

capas celulares con ayuda de pinzas finas y un estereoscopio stemi1000 Zeiss™. Una 

vez finalizada la remoción de las capas foliculares los ovocitos fueron lavados en solución 

de Barth e incubados de 24 a 48 h más para su registro electrofisiológico o el monitoreo 

de los cambios de pHi. 
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5.6. Electrofisiología. 
 

5.6.1. Control de voltaje en configuración de célula completa estándar y de “parche 

perforado” con gramicidina. 

 

En este estudio fueron registradas las corrientes generadas a través de los canales Kir 

en cultivos de OLs, mediante la técnica de control de voltaje en la configuración de célula 

completa estándar y por parche perforado con gramicidina de Bacillus aneurinilyticus 

(SIGMA-ALDRICH®; MDL: G5002-500MG).  

Ambos tipos de registros se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20-23 °C), con 

pipetas de registro (2-5 MΩ) de tubo de vidrio de borosilicato (Sutter Instrument Co.) de 

1.5 mm de diámetro externo y 1.17 mm de diámetro interno, las cuales fueron fabricadas 

en un estirador de pipetas horizontal Modelo P-97 (Sutter Instrument Co.) y pulidas con 

una microforja modelo MF-83 (Narishige Co.). Fue utilizado un amplificador de control de 

voltaje modelo Axopatch 200B y una interfase Digidata 1322, las señales digitalizadas 

fueron almacenadas y analizadas posteriormente en una computadora mediante software 

especializado (pCLAMP v10.4).  

El registro por control de voltaje en célula completa estándar se obtuvo al realizar 

gigasellos con pipetas de registro cargadas con solución interna (SIA, conteniendo en 

mM: NaCl 140, KCl 2, CaCl2 2, MgCl2 2 y HEPES 10, EGTA 11, ATP-Na 2, GTP 0.2) 

ajustada a pH 7.3 con NaOH). En una serie de experimentos, la solución interna fue 

ajustada a distintos pH´s (8, 7.3, 6.3, 5.5 & 5.0) utilizando NaOH o HCl según el caso.  

Las corrientes transmembranales fueron registradas en solución externa normal 

(conteniendo en mM: NaCl 140, KCl 5.4, CaCl2 2, MgCl2 1 y HEPES 10, ajustada a pH 

7.3 con NaOH), utilizando dos protocolos principales, uno, al mantener de manera 

continua el potencial en -80 mV, o dos, aplicando un protocolo de pulsos (de 250 ms) 

desde un potencial de -50 mV a valores hiperpolarizantes (-140 mV) hasta 

despolarizantes (+40 mV) en pasos de 20 mV. Para aumentar la amplitud de la corriente 

Kir, las células fueron perfundidas con solución externa conteniendo 25 mM KCl, 

substituyendo 20 mM NaCl en la solución externa normal por KCl, a estas dos soluciones 
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se les llama solución K25 y K5, respectivamente, haciendo referencia a la concentración 

de KCl que contenían. En la mayoría de los experimentos fue utilizado Ba2+ como 

bloqueador de los canales Kir, éste fue agregado a la solución K5 o K25 desde una 

solución stock 1 M BaCl2.  

Para llevar a cabo la técnica de “parche perforado” con gramicidina, se llenó la punta de 

la pipeta de registro con solución interna, y el resto de la pipeta se cargó con la solución 

interna conteniendo gramicidina (1µl/ml del stock de gramicidina; 6 mg/250 µl DMSO). De 

esta manera la punta de la pipeta libre de gramicidina permite realizar el giga-sello, en el 

transcurso de unos minutos, la gramicidina difunde a la punta de la pipeta, 

incorporándose a la membrana celular, y permitiendo el acceso eléctrico necesario para 

llevar a cabo el control de voltaje de la célula completa, que fue monitoreado por la 

medición continua de la resistencia de acceso y la capacitancia de la membrana.  

 

5.6.2. Control de voltaje con dos electrodos. 

 

Para el estudio de las corrientes membranales expresadas en ovocitos de rana Xenopus, 

fue utilizada la técnica de control de voltaje con dos electrodos (Miledi 1982), los 

electrodos fueron llenados con solución KCl 3M y tuvieron una resistencia de 1 a 2 MΩ. 

Los registros electrofisiológicos fueron realizados a temperatura ambiente, de 48 a 72 h 

después de que los ovocitos fueron microinyectados con el cRNA de las subunidades Kir. 

En general, mientras los ovocitos fueron mantenidos a -80 mV, fueron perfundidos con 

solución Ringer conteniendo 25 mM de K+ (K25) que fue preparada substituyendo 20 mM 

de NaCl por KCl en la solución RN (también llamada K5). La perfusión de K25 provocó 

regularmente el aumento de corriente entrante con características tipo Kir, sus 

características electrofisiológicas fueron estudiadas, así como su sensibilidad a Ba2+, y a 

la acidificación del medio intracelular. La acidificación del medio intracelular fue realizada 

perfundiendo los ovocitos con soluciones conteniendo el ácido débil acetato de sodio, en 

una concentración final de 55 mM de acetato de Na+, a estas soluciones dependiendo de 

la concentración de K+, las llamamos K5-Ac- o K25-Ac-, y fue ajustada a diferentes valores 
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de pH (6.3, 6.8 y 7.4). La perfusión de estas soluciones provocó cambios en el pHi de 

manera semejante a lo reportado en estudios anteriores (Tsai et al., 1995), lo cual fue 

confirmado por fluorometría en este estudio (ver adelante). El comportamiento I/V de las 

corrientes membranales fue monitoreado aplicando un protocolo de pulsos (3 s) que 

consistió en cambiar el potencial de membrana con pulsos hiperpolarizantes desde -170 

mV hasta despolarizantes de +50 mV, en pasos de 20 mV, mientras la preparación fue 

perfundida con solución K5 (Ringer Normal) o con las soluciones K25 o K25-Ac-. 

 

5.6.3. Monitoreo de los cambios de pHi por métodos fluorométricos. 
 

 El cambio en el pHi de OLs fue monitoreado usando el indicador pHrodoGreen siguiendo 

instrucciones del proveedor (P35373; Molecular Probes, Life Technologis Carlsbad, CA, 

USA). OLs mantenidos en cultivo fueron cargados con 10 µM de pHrodo Green en 

solución interna durante 10 min a temperatura amiente. Los experimentos se realizaron 

en cámaras de registro perfundidas a flujo contaste (1 ml/min) con solución externa. La 

cámara fue montada en la plataforma de un microscopio de epiflourescencia invertido 

Olympus IX71 equipado con lámpara halógena y un objetivo 40X (Olympus, Tokio, 

Japan). Las células fueron visualizadas, y se obtuvieron imágenes cada 500 ms durante 

150 s con una cámara (Evolution QEi; Media Cybernetics Inc. Silver Spring, MD, USA). 

Después, las imágenes fueron analizadas usando ImageJ v1.49 (NIH,USA). Para estimar 

los cambios en el pH citoplasmático, fue construida una curva de calibración en pH 4, 5, 

6, 7 y 8 con soluciones externas suplementadas con valinomycina 10 µM (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) y nigericina 10 µM (Sigma, St. Louis, MO, USA) para equilibrar el medio 

intracelular con el pH de la perfusión. Soluciones externas conteniendo acetato, con K+ 

en concentraciones normales y elevadas, fueron las mismas utilizadas en registros 

electrofisiológicos con control de voltaje.  
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5.6.4. pHi en ovocitos de X. laevis por el método “Ratioocyte”. 

 

Tsai y colaboradores (1995) midieron la disminución en el pHi de ovocitos de X. laevis al 

perfundir soluciones conteniendo acetato utilizando microelectrodos sensibles a pH. En 

este estudio, en colaboración con el Dr. Anselm Zdebik del Departamento de 

Neurociencias del University College London, monitoreamos los cambios en el pHi 

inducido por la perfusión de acetato por un método menos invasivo usando el indicador 

fluorescente 2´,7´-Bis(2-carboxietil)-5(6)-carboxifluoresceína (BCECF; SIGMA-

ALDRICH®) sensible a H+. La fluorescencia emitida a 520 nm, en respuesta a la excitación 

tanto a 440 nm como a 480 nm, fue monitoreada de manera continua en ovocitos 

cargados con el colorante por medio de microinyección. Curvas de calibración para la 

emisión del BCECF en diferentes valores de pHi, fueron hechas cargando las células con 

el indicador, después de incubarlas por 1 h en solución RN a 17°C, los ovocitos fueron 

permeabilizados con Digitonina (20 µM; Calbiochem®) durante 100 – 150 s, y entonces 

perfundidos con soluciones de RN ajustadas en distintos valores de pH (4.5 – 11). El pHi 

igualó el pH de cada solución de calibración y la fluorescencia en cada punto fue 

monitoreada, la relación de la fluorescencia (480/440) registrada en cada solución 

perfundida se ajustó en una curva dosis respuesta, que fue utilizada para estimar los 

cambios observados cuando fueron perfundidas soluciones conteniendo acetato. 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

6. RESULTADOS 
 

6.1. Caracterización de la corriente Kir en OLs y su curso temporal de expresión in 

vitro. 

 

Los OLs utilizados en este estudio presentaron un potencial de membrana de -56 ± 6 mV 

a las 24 h en cultivo (n=39); este valor fue más negativo en días subsiguientes, y alcanzó 

valores de -72 ± 7 mV a las 72 h en cultivo. Las curvas I/V aplicadas en OLs mantenidos 

por 24-72 h en cultivo, mostraron que las células presentan la generación de una corriente 

entrante en potenciales hiperpolarizantes, la cual aumenta conforme la concentración de 

K+ en el medio extracelular (Figura 7) fue aumentada. El curso temporal de las corrientes 

entrantes, también presentó características de las corrientes tipo Kir; por ejemplo, en 

potenciales más negativos de alrededor de -140 mV, las corrientes entrantes presentan 

inactivación parcial; ha sido mostrado anteriormente que esta inactivación, en canales 

tipo Kir, es debida a bloqueo del canal por Na+ extracelular (Rikke et al., 2009). Además, 

la corriente entrante registrada fue eliminada por la adición de Ba2+ en el medio externo 

(Figura 7). Aun y cuando varios tipos de canales de K+ presentan sensibilidad a Ba2+, los 

canales Kir tienen una sensibilidad alta, en el rango bajo µM para este catión, diferente a 

otros canales que puede alcanzar valores en el rango mM (Attali et al., 1997, Arellano et 

al., 2016). Para determinar la potencia del bloqueador sobre las corrientes entrantes en 

los OLs, realizamos el siguiente protocolo: Las células fueron controladas en un potencial 

de -80 mV mientras fue perfundida la solución con alto K+, la Figura 8A ilustra la perfusión 

tanto de solución K10 como la solución K25; como se puede observar, la solución de alto 

K+ generó una robusta corriente entrante que se mantuvo estable por el tiempo de 

perfusión de la solución.  Esta corriente entrante fue bloqueada por Ba2+, tal y como se 

muestra en la Figura 8B, en estos experimentos la corriente fue aumentada por la 

perfusión de K25, una vez alcanzado una amplitud estable fue co-aplicada la solución 

K25 conteniendo diferentes concentraciones de Ba2+, este catión divalente produjo 

inhibición de la corriente entrante que fue dependiente de la dosis, la inhibición fue por 

completo reversible en pocos segundos de lavado en K25. La corriente entrante en 
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presencia de las diferentes concentraciones de Ba2+ fue normalizada con respecto a la 

corriente en ausencia de Ba2+ y la curva D-R resultante fue ajustada a una curva 

sigmoidal que proporcionó un valor medio de inhibición (IC50) de 11.4 ± 1.1 µM (Figura 

8C). 

El potencial de membrana de los OLs en cultivo mostró una hiperpolarización 

dependiendo del tiempo en cultivo; se ha sugerido que esta hiperpolarización, es 

dependiente de la expresión de canales tipo Kir en la membrana del OL durante el 

proceso de maduración (Neusch et al., 2001, Kalsi et al, 2004). Para confirmar este 

efecto, fueron medidas las densidades de la corriente entrante provocada por K25 en OLs 

mantenidos en cultivo de 24 a 72 h, como puede observarse en la Figura 8D, la densidad 

de la corriente entrante mostró un aumento de más del 100% entre las 24 h y 72 h en 

cultivo y 95% de esta corriente fue inhibida por la perfusión de 100 µM Ba2+. Esto apoya 

la idea de que el aumento de la corriente entrante por alto K+ fue acarreada a través de 

canales tipo Kir, y que éstos son los principales canales responsables de la 

hiperpolarización observada en los OLs en cultivo. 

En los experimentos subsiguientes, fueron utilizados principalmente los dos protocolos 

de registro de las corrientes, descritos en esta sección: 1) La aplicación continua de K25 

(desde una solución K5) mientras las células fueron mantenidas en -80 mV y 2) La 

aplicación de protocolos de pulsos, curvas I/V, mientras se mantuvo el potencial en -50 

mV y fueron perfundidas las soluciones externas conteniendo K5 o K25. En ambos casos, 

las propiedades electrofisiológicas de las corrientes y su bloqueo por 100 µM Ba2+, 

confirmaron la participación principal de canales tipo Kir.
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Se ilustran trazos superpuestos de corriente membranal en OLs en cultivo y 
mantenidos en -50 mV usando control de voltaje estándar de célula 
completa. Protocolos de pulsos (250 ms) fueron aplicados de -180 mV a +60 
mV (cada 10 mV) en solución externa con [K+] normal (5.4 mM, K5), o 
soluciones conteniendo alto K+ (K10 ó K25), las cuales incrementaron las 
corrientes entrantes.  

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Corriente con características Kir identificada en OLs 
de nervio óptico mantenidos en cultivo. 
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A. Corriente entrante provocada por las soluciones conteniendo alto K+ 
(indicado por la barra superior) monitoreadas en células controladas en -80 
mV y perfundidas con K10 ó K25. B. Efecto bloqueador de Ba2+ extracelular 
sobre la corriente entrante; las células fueron controladas a -80 mV mientras 
la corriente entrante fue monitoreada perfundiendo K25 (barra negra) en la 
ausencia de Ba2+, o en la presencia de este catión divalente en diferentes 
concentraciones (0.3, 1, 3, 10, 30 ó 100 µM) (barra de aplicación y trazos en 
gris). C.  La gráfica muestra la inhibición de la corriente por Ba2+ extracelular 
en diferentes concentraciones, la curva continua es el mejor ajuste a los 
puntos experimentales. D. Las columnas representan la densidad de 
corriente entrante provocada por  K25 en el periodo de 24 a 72 h en cultivo 
corriente aumenta con el tiempo en cultivo y fue bloqueada de manera 
efectiva por Ba2+ en todo el periodo de tiempo en cultivo.

Figura 8. Bloqueo por Ba2+ característico de Kir 
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6.2. Insensibilidad a H+ de las corrientes Kir en OLs. 
 

Una vez confirmada la participación principal de canales tipo Kir en la generación 

de las corrientes entrantes en OLs, y su expresión dependiente del tiempo en 

cultivo, los siguientes experimentos fueron diseñados para explorar la sensibilidad 

de las corrientes tipo Kir al pHi. Como se mencionó en los antecedentes, 

habíamos mostrado que las corrientes Kir en OLs no son afectadas por la 

disminución del pHi a 6.3 (Moctezuma 2014). Aquí, de manera similar a lo 

observado en las corrientes Kir en astrocitos, los experimentos fueron realizados 

en OLs monitoreados en el rango de pHi de 8.0 a 5.0. 

La actividad eléctrica de OLs fue monitoreada aplicando los dos protocolos 

descritos en a Figura 7 y 8. Primero, en -80 mV fue perfundida solución K25, sobre 

la corriente entrante generada fue probada su sensibilidad a 100 µM Ba2+, esto fue 

repetido en diferentes OLs (n≥6 por cada medición de pH, ver Figura 9) mientras 

las pipetas de registro fueron llenadas con soluciones internas que fueron ajustadas 

a los siguientes valores de pH (i.e., pHi): pH 8.0, 7.3, 6.3, 5.5, y 5.0. También, la 

corriente Kir y su sensibilidad a H+ fue monitoreada en distintos potenciales al 

aplicar protocolos de pulsos desde valores hiperpolarizantes (-170 mV) hasta 

despolarizantes (+50 mV) durante breves periodos de tiempo (250 ms) desde un 

potencial de membrana controlado en -50 mV, estas curvas I/V fueron construidas 

tanto en la solución K5 como durante la perfusión de K25. El posible efecto de los 

H+ sobre la corriente Kir, fue evaluada usando las soluciones internas ajustadas en 

distintos valores de pHi, al igual que en los registros anteriores; en la Figura 10, se 

ilustra la corriente Kir en OLs en los pH´s de 7.3, 6.3 y 5.5. Como puede observarse 

la densidad de corriente tipo Kir (Figura 9B) no dependió del pHi y se mantuvo 

estable en el rango estudiado, además, tampoco las relaciones I/V en los pH 

analizados mostraron diferencia en el rango de voltaje estudiado (Figura 10). 
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 A. Registros eléctricos de OLs en cultivo durante la aplicación de K25 en -
80 mV, utilizando soluciones internas ajustadas a diferentes valores de pH 
(i.e., pHi). Los trazos en azul y mostaza muestran la respuesta eléctrica en 
pHi de 8 y 5.5, respectivamente; en cada caso el trazo gris corresponde la 
corriente en la presencia de Ba2+ (100 µM) por el tiempo indicado por la 
barra gris. B. Las barras representan la amplitud de corriente registrada en 
las mismas condiciones que en A, normalizada con respecto a la 
capacitancia de la célula registrada, utilizando soluciones internas ajustadas 
a un pHi de 8, 7.3, 6.3, 5.5 ó 5.0 (OLs≥6 en cada barra). 

 

 

 

 

 

Figura 9. Insensibilidad a H+ de la corriente Kir en OLs. 
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A. Los trazos muestran la corriente transmembranal de dos diferentes OLs 
registrados bajo control de voltaje a -50 mV, durante la perfusión de K25 y la 
aplicación del protocolo de pulsos que se muestra en la parte inferior. Los 
diferentes OLs fueron registrados con soluciones internas ajustadas a pH de 
7.3 ó 5.5 como se señala. B. La gráfica muestra la relación corriente/voltaje 
(cada punto representa la media ± ESM de al menos 7 OLs) en OLs 
registrados con tres diferentes valores de pHi. La amplitud de corriente 
instantánea fue normalizada con respecto a la capacitancia de membrana 
para cada célula. 

 

 

 

 

Figura 10. Insensibilidad de la corriente Kir a los cambios en pHi. 
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6.3. Corrientes Kir monitoreadas con la técnica de ¨parche perforado¨ y su 

sensibilidad a la acidificación intracelular en OLs. 

 

Para investigar una posible participación de factores citoplásmicos en los 

mecanismos de regulación por H+ de los canales Kir, fueron realizados 

experimentos donde el citoplasma fue mantenido durante el registro, utilizando el 

control de voltaje con parche perforado por gramicidina. Esta técnica no permite la 

acidificación intracelular de manera directa, a diferencia de la modalidad estándar, 

por lo tanto, fue necesario acidificar indirectamente perfundiendo externamente 

soluciones con un ácido débil, el acetato, que permea la membrana celular 

disminuyendo el pHi al equilibrarse las concentraciones externa e interna (Tsai et 

al., 1995).  

Primero, fue cuantificado el grado de acidificación intracelular que ejerce el acetato 

perfundido externamente. Para lo cual, OLs en cultivo cargados con el fluoróforo 

pH Rodo Green, sensible a la concentración de H+, fueron perfundidos con K5-Ac- 

ajustada a pH 7.3, el cambio en la concentración de H+ fue estimada por el cambio 

de intensidad de fluorescencia del indicador. El cambio fue cuantificado por 

experimentos en los que se realizó una curva D-R de calibración (n ≥ 200 células), 

donde el medio intracelular fue equilibrado con soluciones externas a diferentes pH 

y la adición de los ionóforos nigericina y valinomicina. Estas curvas de calibración 

indicaron que un cambio de ~17 unidades de fluorescencia correspondieron de 

manera lineal, en un rango de pH8 a pH5, con una unidad de pH (Figura 11). La 

aplicación de soluciones de acetato en los cultivos de OLs, ya sea con K5- o K25-

Ac-, provocó una disminución del pHi que alcanzó un máximo en pocos segundos 

(5-8 s) y se mantuvo por alrededor de 15 s, un comportamiento que fue observado 

de manera consistente en 97% de los OLs registrados (Figura 12). Las curvas de 

calibración construidas indicaron que al aplicar K25-Ac- el cambio máximo en la 

fluorescencia correspondió a un pHi de 5.9 ± 0.1 (n > 200). 

De manera paralela, fue monitoreada la corriente tipo Kir con en la modalidad de 

“parche perforado”. En estas condiciones, las corrientes Kir registradas con esta 
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técnica, presentaron características similares a las observadas con la técnica 

estándar, y fueron bloqueadas por 100 µM Ba2+. En estas condiciones, la aplicación 

de la solución K25-Ac-en OLs no provocó una disminución importante de la 

corriente entrante. Aunque, el acetato generó una corriente saliente, ésta no pareció 

tener relación con la generación de la corriente Kir ya que el efecto del acetato 

también fue observado en soluciones K5-Ac- (Figura 13). Como los experimentos 

de medición del pHi indicaron que el pico de acidificación se alcanzaba alrededor 

de los 10 s, fueron realizados experimentos en los que la acidificación se llevó a 

cabo primero con la perfusión por 5 s de K5-Ac-, seguido de la perfusión por 5 s de 

K25-Ac-, mostrando que la perfusión de acetato por este tiempo tampoco redujo la 

corriente Kir de manera significativa (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OLs incubados con el indicador fluorescente pH Rodo Green fueron 
perfundidos con ionóforos (Valincomicina y Nigericina) para permeabilizar la 
membrana a H+. SEA ajustada a distintos valores de pH (4-8) fueron 
entonces perfundidas modificando el pHi de los OLs efecto que fue 
monitoreado como un cambio en la fluorescencia. La línea es el mejor ajuste 
a los puntos experimentales (n ≥ 200 OLs) con parámetros de R2 = 0.943 y 
pendiente de -17.6 ± 2.1.  

  

Figura 111. Curva de calibración para el indicador de pHi ¨pH 
Rodo Green¨. 
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A. Las imágenes ilustran OLs mantenidos en cultivo primario (48-72 h) 
cargados con pH Rodo Green. Se indica el tiempo de registro de 
fluorescencia. Al tiempo 10 s aproximadamente, los OLs fueron 
perfundidos con solución K25-Ac-, ésto provocó un aumento de la 
fluorescencia que permaneció hasta los 30 s. B. La gráfica muestra el curso 
temporal del cambio de fluorescencia provocado por la perfusión de 
acetato (indicado por la flecha en la gráfica principal), en OLs tratados con 
K5- o K25-Ac-, la gráfica en el inserto muestra el registro completo de 140 
s, mientras que la gráfica principal muestra el detalle enmarcado en rojo.  

.  

Figura 12. Medición de pHi por fluorometría. 
 

A 

B 
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Registros representativos bajo la técnica de control de voltaje con “parche 
perforado” con gramicidina, en OLs a -80 mV mientras fueron perfundidos con 
soluciones conteniendo acetato (trazos en verde), tanto en K25-Ac- A como con 
solución de K+ normal o K5-Ac- B. El trazo en negro en A representa un registro 
control en K25.  
 

 

 

 

 

 

 

El trazo en negro muestra un registro control de la corriente Kir (K25) en un OL 
monitoreada con la técnica de “parche perforado” a -80 mV. Aproximadamente 
3 minutos después el mismo OL fue perfundido con la secuencia señalada por 
las barras superiores (trazo en verde), la perfusión de K5-Ac- por 5 s fue 
seguida por K25-Ac- por otros 5 s, ésta provocó un aumento rápido de la 
corriente entrante de manera similar a la aplicación de K25; por último, se   retiró 
el acetato y se perfundió K25 por 5s, para regresar a la solución normal K5.  

Figura 133. Aplicaciones de acetato durante Kir en OLs registrados 
con la técnica de “parche perforado”. 

 

Figura 14. La corriente Kir en OLs fue insensible a la acidificación 
provocada por aplicaciones prolongadas de acetato.  
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6.3. Secuencia de las subunidades Kir clonadas de los OLs. 
 

En este punto, fue necesario identificar la posible presencia de mutaciones en las 

subunidades Kir expresadas por los OLs, como una posible explicación de la 

insensibilidad mostrada por la corriente tipo Kir a los cambios en el pHi. Para ello, 

fueron clonadas y secuenciadas las subunidades de Kir 2.1, 4.1 y 5.1 de OLs del 

nervio óptico, aislados y mantenidos en cultivo por 72 h. La comparación de estas 

secuencias con las reportadas en las bases de datos (Kcnj2: NM_017296.1, Kcnj10: 

NM_031602.2, Kcnj16: NM_053314.2) indicó que no existe diferencia entre éstas y 

las secuencias oligodendrogliales (Figura 15).  

5.1      ------------------------------------------------------------ 

4.1      atgacatcagttg------------------------ccaaggtctattacagccagacg 

2.1      atgg-atccatgggcagtgtgcgtacaaaccgctacagcatcgtctcttc-----ggagg 

 

5.1      ------------------------------------------------------------ 

4.1      acgcagacagagagccgg------------cccctagtggctccaggaatacg------- 

2.1      aagacggcatgaagctggccaccatggccgtcgccaatggctttgggaatggcaagagta 

 

5.1      ------------------------------------------------------------ 

4.1      ----------------------tcggaggagggtcctgacaaaagatggccggagcaacg 

2.1      aagtccatacccgacaacagtgcaggagccgctttgtgaagaaagacgggcattgcaacg 

 

5.1      ------------------------------------------------------------ 

4.1      tgagaatggagcatattgctgacaagcgtttcctctacctcaaggatctatggacgacct 

2.1      ttcagtttatcaacgtgggagagaaaggacagaggtacctggcggacatctttactacct 

 

5.1      tcatggacatggtcactggcgttaccaggat--tatct---------------------- 

4.1      tcattgacatg--cagtggcgctacaagcttctgctcttctcggcaacctttgcaggcac 

2.1      gtgtggacatc--cgctggcggtggatgctggtaatcttctgcctcgcattcgtgctctc 

 

5.1      ------ggtcattgacgagtttgaggtctttaaacgccatcgtcatccgcccttcgc--- 

4.1      ttggttcctctttggcgt-ggtgtggtatctggtcgctgtggcccacggggacctgttgg 

2.1      ctggctgttctttggctg-tgtgttttggttgatagctctgctccacggggatctgg--- 

 

5.1      ------tgtcttctgaatagcgcagaagttgggct---------------ctcaccgt-g 

4.1      agctgggacctcctgccaaccacacgccctgtgtggtgcaggtgcacacacttactgggg 

2.1      ------atgcttctaaagagagcaaagcgtgtgtgtctgaggtcaacagcttcacggctg 

 

5.1      ccctccaccacatggttcggtcggaagtcacctatgcgccacatgaggcaaagcttcccg 

4.1      ccttcctcttc-----tccctcgaatccc----a-gaccaccattggctatggcttccgc 

2.1      ccttcctcttc-----tccattgagaccc----a-gacaaccatcggctatggtttcagg 

 

5.1      tctctcatgccgatgagtgcgaaatagctgaagcggatggt----------------ctg 

4.1      tacatc--agcgaggaatgccctctggccattgtg-cttctcattgcacagctcgtgctc 

2.1      tgtgtt--acagacgagtgcccgattgctgttttc-atggtggtattccagtcaatcgtg 

 

5.1      ggctcgcttccgggcgg------------tcgccatctttgccaaggctgccc---caat 

4.1      accaccat-tctggaaatcttcatcaccggaaccttccttgcaaagattgcccggccaaa 

2.1      ggctgcat-catcgacgccttcatcattggtgcagtcatggcgaagatggcgaagccaaa 

 

5.1      gatgaaggtgtttatgatgcagctcaggatggactgaaggatgaccgtcagcacggccac 

4.1      gaagagggctgag------------------------acgatccgtttcag-----ccag 

2.1      gaagaggaatgag------------------------actctggtcttcag-----ccac 

 

5.1      agagc-attcttccgtgacacaacggtaaccg-tacccgatggtgg-------------- 

4.1      catgcggttgtggcttaccacaacgggaagctttgcctcatgatccgggtggccaacatg 

2.1      aacgctgtgattgccatgagggacggcaaactctgcttgatgtggagagtgggcaacctt 
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5.1      ---------------tttgggtctcaagggagaataaaaacgccgccgtaaatgaatgca 

4.1      cgtaagagtctcctcattgggtgccaggtgacaggcaaactg---cttca----aaccca 

2.1      cgcaagagccaccttgtggaagctcatgtc-cgggcacagct---tctca----aatcta 

 

5.1      cgttgtccacgcacggggtga-tgtctggatcg----ct-------taa--taggtctcc 

4.1      cca-gacaaaggagggtgagaatattcggctcaaccaggt------caatgtgactttcc 

2.1      ggatcacttcagaaggggagtacatccccttggaccagatagacatcaacgttggtttcg 

 

5.1      gtgatga--agggctatgagccaaaatatg--------gagccgaatatcanccanggag 

4.1      aagtagacacagcctctgatagcccctttctcattctacccctgactttctaccatgtgg 

2.1      atagcg------gaatcgaccgtatatttctagtgtccccaatcactattgtccatgaaa 

 

5.1      agaatgtaagacaaanaaaatattacaaacatatggcgccacttggtatccncaag---- 

4.1      tagatga-gacca-----gccccttgaaagatctccccc---tccgcagcggggagggtg 

2.1      tagacga-agaca-----gccctttatatgacttgagtaagcaggacattgacaatgcag 

 

5.1      ----------agtggtgaatatatcaaccat---gtagctcccccattctccaaaatgtg 

4.1      acttcgagctcgtgctgatcctaagtgggacggtggagtccac-ca-gcgccacct-g-- 

2.1      actttgaaatcgttgtcatcctggaaggcatggtggaggccac-tg-ccatgacaa-c-- 

 

5.1      tttaaagtacacgttacagctgcaanctttgtggagnagncnctcctnnnctcttttctt 

4.1      --tcaagt-----tcgcacttcctat-ctaccggaggagatc----------------ct 

2.1      --gcaatg-----ccggagttcatat-ctggccaatgagatt----------------ct 

 

5.1      ctcggnttatggca---------tgcttctggaagat-annc------------------ 

4.1      ctggggctacgagttcacacc--tgctatctcactgtcagccagtggcaaatacgtggct 

2.1      ctggggtcaccgctacgagccggtgctctttgaagag-aagcattgctata-aagtagac 

 

5.1      ---tgnaatatttggaatnccacnntgaaaanncggnaagctact-tc------------ 

4.1      gacttcagcctttttgaccaggttgtgaaagtgg----cgtcccc--cggtggtctccga 

2.1      tat-tcaagatt--ccataagacttacgaagtacctaacactcccctttgtagtgccaga 

 

5.1      --------------------------cgtnananncanact---------angtggatcn 

4.1      ga--tagcaccgtacgttatggagacccagaaaa---------------------gctca 

2.1      gacttagcagagaa-gaaatacatcctctcaaatgcaaattcattttgctatgaaaatga 

 

5.1      --ntgnggga-acntttngaangaaatt--aaaatataaccnattnngncnccctanngg 

4.1      agttggaggagtcattaagagagcaagctgaaaaggaaggcagtg------cccttagtg 

2.1      agttgcc-------ctaacaagcaaagaggaagagg---acagtgagaacggagttccag 

 

5.1      ntcgnattatt-----------------------------------tcaaan----cnnt 

4.1      tgcgcattagtaacgtctgagcggccgccaccgcgatctggttaccactaaa----ccag 

2.1      agagcacaagtacggactcacctcctggcatag--atctc--cacaaccaggcgagcgtg 

 

5.1      gtttaanaancccnaccgtgcgaanncgntngcnt-------------tngccctnncc- 

4.1      cctcaagaacac-ccgaatg--gagtctctaagctacataataccaacttacactttaca 

2.1      cctctagagccc-agc-------------------------------------------- 

 

5.1      --- 

4.1      aac 

2.1      --- 

 

             Figura 15. Secuencias de Kir clonadas de OLs 

Se muestran las secuencias completas de Kir 5.1, Kir 4.1 y Kir 2.1. 
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6.4. Subunidades Kir de OLs expresadas heterólogamente en ovocito de 
Xenopus laevis. 

 

 
Al comparar las subunidades Kir que expresan los OLs en cultivo contra las 

secuencias reportadas en la base de datos, resultaron ser idénticas para las 

subunidades Kir 4.1, 2.1 y 5.1. Para confirmar que estas subunidades se comportan 

electrofisiológicamente de acuerdo con lo reportado previamente (e.g., Xu et al., 

2000), y en especial con respecto a su sensibilidad a H+ (Xu et al., 2000, Yang et 

al., 2000), se realizaron experimentos para monitorear la sensibilidad a H+ de estas 

subunidades expresadas de manera heteróloga en ovocitos de X. laevis. Nuestro 

principal interés en estos experimentos, fue monitorear las características de la 

corriente generada, así como el posible efecto por la acidificación del medio 

intracelular, sobre los canales homoméricos, tanto Kir 4.1 como Kir 2.1 (la 

subunidad Kir5.1 no forma canales funcionales, Yang et al., 2000), y sobre los 

posibles heterómeros, Kir 4.1/5.1 o Kir 4.1/2.1.  

De esta manera, 48 h después de microinyectar el cRNA correspondiente, las 

corrientes transmembranales fueron monitoreados con la técnica de control de 

voltaje con dos electrodos. Los protocolos que se siguieron, fueron semejantes a 

los aplicados en OLs. Los ovocitos fueron controlados a -80 mV mientras fue 

perfundida la solución de Ringer normal, conteniendo 5 mM KCl (solución K5), o 

después de un tiempo de registro control, la perfusión de solución conteniendo 25 

mM KCl (solución K25). En todos los casos analizados, la perfusión de K25 provocó 

un aumento robusto de corriente entrante que fue bloqueada de manera potente 

por la adición de 100 µM Ba2+, este efecto fue por completo reversible en pocos 

segundos al regresar a la solución K25, finalmente, la corriente entrante también 

disminuye rápidamente al regresar a solución K5 (Figura 16). 
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En negro el registro representativo de la corriente (en -80 mV) tipo Kir en K25, 
monitoreada por control de voltaje, en un ovocito microinyectado con el cRNA 
de la subunidad Kir 4.1. En gris se muestra el bloqueo de la corriente en K25 
por 100 µM Ba2+. Todas las subunidades Kir que fueron monitoreadas en las 
distintas conformaciones mostraron sensibilidad semejante a Ba2+.   

 

6.6. Cambios en pHi de ovocitos monitoreados por “Ratioocyte”. 
 

A continuación, la sensibilidad a H+ para cada una de las conformaciones fue 

evaluada. De manera similar a lo realizado en OLs, fueron utilizadas soluciones 

externas conteniendo acetato (Ac-); según los reportes previos esta solución 

provoca también en el citoplasma del ovocito una disminución significativa del pH 

(Choe et al., 1997, Pessia et al., 2001, Casamassima et al., 2003). El grado de 

acidificación en el ovoplasma, debido a la perfusión de soluciones conteniendo 

ácidos débiles, depende de varios factores, el más importante es el pH al cual se 

ajustan las soluciones de perfusión. Para confirmar que nuestras soluciones 

utilizadas provocaban una disminución del pHi en los rangos esperados, en este 

trabajo, y en colaboración con el Dr. Anselm Zdebik del University College London 

llevamos a cabo mediciones radiométricas del pHi en ovocitos de X. laevis, 

utilizando una técnica fluorométrica (Ratioocyte) que permitió monitorear los 

Figura 16. Corriente provocada por la expresión de la subunidad 
Kir 4.1 en ovocitos de Xenopus y su sensibilidad a Ba2+. 
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cambios en el pHi usando el indicador de pH fluorescente BCECF. Nuestros 

resultados utilizando esta técnica, mostraron que la aplicación de soluciones 

conteniendo acetato (55 mM) durante algunos segundos (50-100 s), provocaron 

una caída robusta del pHi, estimada por el cambio en fluorescencia del indicador 

BCECF. Tomando en cuenta las curvas de calibración realizadas de manera 

semejante a lo descrito para el uso de pHrodo® Green en OLs, la perfusión de los 

ovocitos con solución K25-Ac- ajustadas a pH 6.3 provocó una caída del pHi a 

valores 5.7 ± 1.2, mientras que soluciones ajustas a pH 6.8 provocaron una 

disminución del pHi a 6.4 ± 0.8 (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ovocitos cargados con el indicador BCECF fueron monitoreados para la 
fluorescencia emitida a 480 y a 440 nm, una menor proporción de emisión de 
fluorescencia (e480/440) entre estos dos valores indica una mayor 
acidificación del ovoplasma. La gráfica muestra que la aplicación de 
soluciones conteniendo acetato, señalizado por las barras superiores, 
provocaron una rápida acidificación del ovoplasma tanto para las soluciones 
externas ajustadas a pH 6.3 como la ajustada a pH 6.8 alcanzando un pHi de 
5.7 y de 6.4, respectivamente. 

 

Figura 17. Curso temporal del cambio en pHi provocado por 
acetato en ovocitos de Xenopus monitoreado con el método 
“Ratioocyte”. 
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6.7. Sensibilidad a H+ de las subunidades Kir provenientes de nervio óptico 
de rata expresadas en ovocito. 

 

En los experimentos de expresión heteróloga de las subunidades Kir 

oligodendrogliales fueron evaluadas soluciones externas conteniendo Ac- ajustadas 

a dos diferentes pHs, a pH 7.0 y pH 6.3 (trazos en verde en la Figura 18). En general 

el efecto de las soluciones conteniendo Ac- sobre la corriente Kir alcanzaron un valor 

estable en aproximadamente 50 s, por lo que todos los valores de amplitud de la 

corriente fueron tomados en este tiempo de perfusión de las soluciones con Ac-.  

A la izquierda se muestran registros representativos de ovocitos mantenidos en 
– 80 mV y microinyectados con cRNA de Kir 4.1 y Kir 4.1/5.1 al ser perfundidos con 
K25-Ac- ajustado en pH 6.3 ó 7.0. En las mismas condiciones, a la derecha registros 
representativos de ovocitos microinyectados con cRNA de Kir 2.1 y Kir 4.1/2.1. 

Figura 18. Corriente Kir monitoreada en ovocitos y su sensibilidad a H+. 
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Utilizando este protocolo general, los ovocitos microinyectados con el cRNA de las 

distintas subunidades, o sus combinaciones, fueron evaluados de la misma manera 

(Figura 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las barras representan la amplitud de la corriente entrante medida en -160 
mV durante la perfusión de solución K25 (barras negras) o 60 s después de 
perfusión con la solución K25-Ac- ajustada en pH 6.3 (barras verdes), para 
grupos de ovocitos que fueron inyectados con el cRNA de las diferentes 
subunidades como se indica en el eje de las x (n > 6 OLs en cada caso). 

 

La Figura 19 muestra el resumen de las corrientes registradas en las soluciones K25 

o K25-Ac- (pH6.3), para cada uno de los grupos de ovocitos (n ≥ 6 ovocitos en cada 

caso) inyectados con el cRNA de las subunidades indicados. Como se puede 

observar, la combinación de las subunidades Kir 4.1/Kir5.1 mostró ser la más 

sensible a la perfusión con Ac-, mientras que la menos sensible fue la corriente 

generada en ovocitos inyectados con el cRNA de Kir 2.1. Por ejemplo, la 

combinación Kir 4.1/5.1 registró inhibición del 85.0 ± 4.8% de la corriente, mientras 

Figura 19. Corrientes Kir provocadas en ovocitos inyectados 
con las diferentes subunidades del canal y su sensibilidad a H+. 
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que la subunidad Kir 2.1 mostró la menor sensibilidad con 15.0 ± 4.0% de inhibición. 

Todas las subunidades en conformación tanto homomérica como heteromérica 

mostraron algún grado de sensibilidad al acetato, es decir al aumento de la 

concentración intracelular de H+. 

También, para cada una de las conformaciones analizadas, fue evaluada la relación 

I/V de las corrientes en la solución K25 o en la solución K25-Ac- (pH 6.3), las 

relaciones fueron construidas en el rango de voltaje de -160 mV a +40 mV desde un 

potencial de mantenimiento de -40 mV, aplicando para esto pulsos de voltaje de 500 

ms (en pasos de 20 mV, Figura 20). Estas curvas mostraron que las corrientes 

entrantes generadas por la expresión de las diferentes subunidades, 

correspondieron en sus características cinéticas de manera cercana con lo reportado 

para cada una de ellas (e.g., Xu et al., 2000) y, además, mostraron que la sensibilidad 

al aumento de H+ en el medio intracelular ocurrió en el rango completo de voltaje 

analizado.  

De estos análisis se obtuvieron potencias de inhibición de la solución con Ac- que 

fueron independientes del pH de esta solución (ya sea pH 7.0 o pH 6.3), aunque su 

valor de inhibición máximo siempre fue mayor para la solución en pH 6.3. Este 

orden de potencia de disminución de la corriente Kir correspondió a: Kir 4.1/5.1 > 

Kir 4.1 > Kir 4.1/ 2.1 > Kir 2.1 (Figuras 19 y 20).  
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Los trazos muestran corrientes transmembranales representativas de 
ovocitos inyectados con el cRNA de las subunidades según se señala, las 
corrientes fueron obtenidas en un potencial de mantenimiento de -40 mV y 
pulsando el potencial de -160 mV a +40 mV en pasos de 20 mV por 500 
ms, mientras fueron perfundidas las soluciones K25 o K25-Ac- ajustada a 
pH 6.3. Los puntos en las gráficas representan la corriente instantánea 
promedio en cada potencial para al menos 6 ovocitos en cada caso. 

 

Además, otras dos conformaciones adicionales fueron evaluadas de la misma 

manera. Las corrientes generadas en ovocitos co-inyectados con el cRNA de Kir 

2.1/5.1 mostraron una cinética similar a las mostradas por Kir 2.1, sin embargo, 

la amplitud máxima registrada en -160 mV fue menor, siendo de -3.5 ± 0.2 A 

en K25 (comparado a -5.51 ± 0.63 µA de Kir 2.1); Al perfundir K25 – Ac- en pH 

6.3, la amplitud de la corriente Kir 2.1/5.1 se redujo a -2.96 ± 0.30 A, lo que 

correspondió con una inhibición del 16 %, un valor similar al observado para Kir 

2.1 (15 %).  

Figura 20. Relación I/V para las corrientes Kir expresadas en los 
ovocitos de Xenopus y su sensibilidad a H+.  
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La segunda conformación fue la co-inyección de los ovocitos, en proporciones 

iguales, con las tres subunidades Kir. En este caso, se observó que la cinética 

de la corriente fue semejante a la mostrada por Kir 4.1/5.1 en el rango de 

potencial evaluado, también su sensibilidad a las soluciones con acetato fue 

semejante a la mostrada por esta combinación, ya que el valor de inhibición al 

perfundir K25 – Ac- en pH 6.3 la corriente fue inhibida por 67.5 % (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Relaciones I/V obtenidas, de manera similar a la figura anterior, en ovocitos 
microinyectados con Kir 2.1/5.1 o con la mezcla de las tres subunidades, tanto 
durante la perfusión con K25, o la solución K25-Ac- pH 6.3. Los puntos en las 
gráficas representan la corriente instantánea promedio en cada potencial para 
al menos 6 ovocitos en cada caso. 

 
 

6.5. Interacción Kir 4.1/2.1  
 

Un caso especial es la combinación de las subunidades Kir 4.1 y Kir 2.1. Para esta 

combinación no existen datos previos de su sensibilidad a pHi, y fue entonces 

necesario explorar si esta combinación podría explicar la insensibilidad mostrada 

por los canales endógenos en OLs, ya que su co-inyección en proporciones iguales 

disminuyen la sensibilidad comparada al homomérico de Kir4.1 (Figura 22). Por lo 

Figura 21. Análisis de las corrientes transmembranales de Kir 2.1/5.1 
y Kir 2.1/4.1/5.1. 
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tanto, fueron realizados experimentos para favorecer la expresión de heterómeros 

de Kir 4.1/2.1 en ovocitos que fueron inyectados con una mayor proporción del 

cRNA de Kir 2.1 con respecto al de Kir 4.1.  

La amplitud de corriente Kir registrada en ovocitos medida a -160 mV en K25 o K25-

Ac- (pH6.3) co-inyectados con Kir 4.1/2.1 en proporción 1:2 fue comparada con la 

corriente de Kir 4.1/2.1 en proporción 1:1. La proporción 1:2 mostró una mayor 

amplitud en solución K25, sin embargo, aun fue menor a los valores registrados por 

homómeros Kir4.1 (-4.7 ± 0.6 µA) o Kir2.1 (-5.5 ± 0.6 µA). La inhibición provocada 

por acetato en cambio pasó de 38.1 % en la proporción 1:1 a una inhibición del 

28.35 % en la 1:2, en tanto la inhibición por acetato disminuyó significativamente, 

aun en condiciones en las que se favorecieron los heterómeros Kir4.1/2.1 los 

canales expresados mostraron claramente sensibilidad a H+ (Figura 21). 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

La co-inyección de Kir 4.1/Kir 2.1 fue inyectada en las proporciones de 
1:1 y 1:2, y sus propiedades tanto en amplitud como en sensibilidad a H+ 
(acetato) fue analizada utilizando los protocolos anteriores. Las 
columnas muestran la corriente instantánea promedio a -160 mV tanto 
en K25 como en K25-Ac- pH 6.3. 

Figura 22.  Kir 4.1/2.1 en distintas proporciones 
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7. DISCUSIÓN 
 

En el presente trabajo demostramos que los canales tipo Kir expresados en los OLs 

del nervio óptico son insensibles a la concentración intracelular de H+ dentro del 

rango fisiológico de pH 8.0 a pH 5.0. Este hallazgo tiene importantes 

consecuencias, tanto en la determinación de la identidad molecular de los canales, 

como también para la comprensión de los mecanismos de regulación de los canales 

Kir, y la importancia de esta regulación en la fisiología del linaje oligodendroglial.  

La expresión de los canales tipo Kir en el linaje oligodendroglial tiene una relación 

fundamental con el proceso de maduración. Esto se ha demostrado a través de 

diversos estudios, los cuales reportan una correlación directa entre la densidad de 

la corriente Kir expresada y el grado de maduración de los OLs. Por ejemplo, en 

animales KO para los canales tipo Kir 4.1 (Neusch et al., 2001), aparentemente la 

subunidad de mayor expresión en astrocitos y OLs, se demostró que los sujetos 

presentaban un alto grado de hipomielinización, y que esto es debido 

principalmente a una disminución en el porcentaje de células oligodendrogliales que 

maduran a OLs mielinizantes (Greenwood et al., 2005, Butt 2006). Aun y cuando 

se sabe que la subunidad Kir 4.1 es de expresión fundamental para la conformación 

de los canales Kir en OLs (Neusch et al., 2001), la comprobación de su participación 

no es en realidad directa, y se desconoce además si esta conformación puede ser 

variable entre OLs de diferentes regiones del SNC, o inclusive si varía dependiendo 

de la edad de los sujetos. Esto es debido, principalmente, al hecho de que los 

canales Kir son entidades moleculares conformadas por cuatro subunidades, si 

bien la subunidad Kir 4.1 es capaz de conformar canales Kir homoméricos, es 

ampliamente reconocido que la expresión de diversos tipos de subunidades ocurre 

en la macroglía, tanto en astrocitos como en OLs (Nwaobi et al., 2016).  Un 

antecedente directo de nuestro trabajo, mostró que los OLs provenientes del nervio 

óptico de la rata expresan tanto a nivel del mRNA como de las proteínas 

respectivas, las subunidades Kir 4.1, Kir 5.1, y Kir 2.1. Es por esta evidencia que 

resultó necesario cuestionarse la composición de los canales tipo Kir en los OLs, 

ya que Kir 4.1 es capaz de formar canales heterómericos tanto con Kir 5.1 como 
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con Kir 2.1. Al mismo tiempo, fueron publicadas evidencias por inmunocitoquímica, 

de que al menos las subunidades Kir 4.1 y Kir 5.1 son co-expresadas y co-localizan 

en el nervio óptico del ratón (Brasko et al. 2016). La estequiometría de los canales 

es importante, porque de ésta dependen sus características funcionales, y la 

capacidad de ser regulados por varios factores celulares.  

Nuestros resultados previos también demostraron que los canales tipo Kir en OLs 

no fueron regulados por un cambio del pHi de 7.3 a 6.3. La razón de monitorear la 

corriente tipo Kir en estas dos condiciones de pHi, fue el hecho de que los 

homómeros de Kir 4.1 son inhibidos con un pKa de 6.0, mientras que los 

heterómeros Kir 4.1/Kir 5.1 son aún más sensibles a H+ y son inhibidos con un pKa 

de 7.5 (Kubo et al., 2005, Hibino et al., 2010). Así que, determinando la potencia de 

una posible inhibición en pHi 6.3, aportaría información sobre la probable 

participación de las subunidades Kir 5.1, o señalaría un probable homómero de 

Kir 4.1. Los resultados obtenidos fueron inesperados en el sentido de que las 

corrientes Kir en los OLs estudiados mostraron insensibilidad en un pHi de 6.3. A 

partir de este resultado surgieron una serie de preguntas que fueron exploradas y 

resueltas en el presente trabajo de tesis. Sin embargo, antes de discutir los nuevos 

hallazgos, será importante detallar lo siguiente: 1) El por qué calificamos de 

inesperado el resultado anterior, y 2) El reiterar un antecedente directo del presente 

trabajo, el cual descarta de manera directa un probable artefacto debido a la técnica 

que se utilizó en los experimentos anteriores.  

Primero, los estudios sobre la sensibilidad a H+ de canales tipo Kir son amplios y 

de interés para las funciones que llevan a cabo los canales según su contexto 

celular; por ejemplo, en células renales la expresión de la subunidad Kir 4.1 y su 

sensibilidad al pHi influyen en la homeostasis del K+, Na+ y H+. Otras subunidades 

como la Kir 1.1 y Kir 7 que presentan una alta sensibilidad a los H+ son esenciales 

en la fisiología de riñón, plexo coroideo y retina (Hibino et al., 2010). El hecho de 

que los canales conformados por estas subunidades son sensibles al pH en rangos 

fisiológicos, provoca que su estudio resulte de interés en el contexto del tipo celular 

en el que se expresan, y en su caso ha sido de interés también el definir los 
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determinantes moleculares que le proporcionan esta sensibilidad a protones (Qu et 

al., 2000). Sin embargo, se debe de aclarar que actualmente se considera que 

prácticamente todos los canales tipo Kir presentan sensibilidad a los H+ aunque 

algunos lo son en un rango fuera del que podríamos considerar fisiológico, tal es el 

caso, por ejemplo, de la subunidad Kir 2.1 que es inhibido con una pKa de alrededor 

de 4.9 (Qu et al., 2000). Tomando en cuenta estos resultados, que han sido 

confirmados por varios grupos (Yang et al., 2000; Pessia et al., 2001; Su et al., 

2007), el hecho de que las corrientes tipo Kir activadas en OLs no sean inhibidas 

por la disminución del pHi, resulta en un comportamiento inusual que podría tener 

un correlato en la estructura del canal y/o una razón extrínseca a la(s) proteína(s) 

que conforma(n) los canales.  

Segundo, sin duda, una posibilidad es que nuestras mediciones hechas con la 

técnica estándar de control de voltaje en célula completa, que propicia la diálisis del 

citoplasma, podría producir un artefacto de medición al dializar el contenido del 

citoplasma, esto podría provocar la pérdida de algún componente necesario para 

mantener la sensibilidad de los canales Kir en los OLs. Para explorar esta 

posibilidad, y como control positivo de la técnica utilizada, se realizaron registros en 

cultivos primarios de astrocitos, que también expresan subunidades Kir 4.1. Los 

resultados en los astrocitos mostraron que las corrientes Kir registradas eran 

sensibles a pH 7.3 y 6.3, presentando una disminución en la densidad de la 

corriente significativa. Este efecto se acentuó aún más a pHi 5.5 ó 5.0, el resultado 

mostró, primero, que las corrientes Kir en este tipo celular muestran una 

sensibilidad al pHi típica de canales que contienen a la subunidad Kir 4.1. Sin 

embargo, también indicó que nuestro rango de pHi debía ser ampliado en los 

registros de OLs, lo cual fue uno de nuestros primeros experimentos realizados. 

La insensibilidad al pHi de parte los canales Kir en los OLs podría ser debida a 

varias causas, aquí exploramos algunas de ellas, y descartamos las más 

importantes: 1) La diálisis de componentes del citoplasma, 2) Cambios intrínsecos 

en las proteínas, y 3) Un efecto producido por la combinación probable entre varias 

subunidades.  
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Antes de comenzar este análisis, mostramos que las corrientes registradas en OLs 

en cultivo corresponden a canales Kir, ya que responden a un incremento del K+ 

extracelular recorriendo hacia valores más positivos el potencial de inversión de las 

corrientes de membrana. También mostramos que las corrientes provocadas en 

alto K+ (solución externa K25) son sensibles al Ba2+ extracelular en el rango µM (11 

µM), que es un valor típico para canales Kir (Kubo et al., 2005). Un dato de 

importancia adicional fue el hecho de que la corriente entrante inducida con K25, 

aumenta con el tiempo en cultivo, durante el cuál los OLs continúan madurando 

hasta alcanzar propiedades mielinizantes. El aumento de esta corriente, fue 

también a expensas, prácticamente en su totalidad, del aumento en la densidad de 

canales de K+ tipo Kir, tal y como lo demuestran sus características biofísicas y su 

fuerte sensibilidad a Ba2+.  Es por ello, que utilizamos en todo el estudio estos dos 

parámetros, para confirmar la naturaleza Kir de las corrientes entrantes en los OLs 

y en los ovocitos.  

Utilizando la aplicación de solución K25 y bloqueo por 100 µM Ba2+, podemos 

concluir de los experimentos mostrados en la Figura 9, que los canales Kir de los 

OLs no mostraron sensibilidad al pHi en el rango de pH 8.0 a pH 5.0. Tampoco se 

observaron cambios importantes en la cinética de las corrientes al realizar las 

curvas I/V, que mostraron, además, que la independencia al pH se mantiene en 

todo el rango de voltaje analizado.  

Si bien, la demostración de que los astrocitos si presentan sensibilidad al pHi, 

sugiere que la presencia del citoplasma intacto no es un requisito para la 

observación del efecto inhibitorio sobre Kir, surge la posibilidad de que de manera 

específica, el citoplasma de los OLs si contribuya de alguna manera a la 

sensibilidad de sus corrientes Kir a través de un factor extrínseco. Por esta razón, 

realizamos un análisis de acidificación intracelular de los OLs perfundiendo un ácido 

débil, como el acetato de Na+, mientras se registraba la corriente Kir utilizando la 

técnica de control de voltaje con parche perforado por gramicidina. La acidificación 

del citoplasma en los OLs fue medida en experimentos realizados en paralelo 

utilizando metodologías fluorométricas, los cuales permitieron medir el curso 
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temporal del cambio de pHi en OLs cargados con el indicador fluorescente 

permeable pHRodo-Green-AM. Los resultados de estos experimentos muestran 

que el pHi en los OLs disminuye por hasta 20 s en presencia de la solución con 

acetato a un pHi de entre 5.5 a 6.5 (Figura 12; desde un pHi basal de 7.4 ± 0.1), 

este cambio ocurrió de manera homogénea en la mayoría (>95%) de las células 

estudiadas. Considerando que, en la mayoría de las células tratadas con solución 

de acetato (K5 o K25), se provocó un importante cambio del pHi durante varios 

segundos, la manipulación experimental podría ser utilizada para observar efectos 

sobre las Kir de OLs. Para esto fue utilizada la técnica de parche perforado (Kyrozis 

& Rechling 1995), que propicia el acceso eléctrico y mantiene el citoplasma intacto, 

pero además no permite el paso del amortiguador de pH de la pipeta al citoplasma, 

por lo que no afecta el cambio en la concentración de H+ provocado por el acetato.  

Los resultados ilustrados en las Figuras 13 y 14, muestran que la perfusión de 

solución K25-Ac- en OLs bajo control de voltaje, no muestran una disminución 

significativa de la corriente Kir generada. Si bien, la aplicación de acetato 

extracelular provocó una corriente de salida, que es la esperada si hubiera un cierre 

de canales de K+ (entre otras posibilidades), esta corriente saliente no fue 

dependiente de la concentración de K+ extracelular por lo que su generación no 

puede ser atribuida a cambios en la conductancia de Kir. Esto sugiere que las 

corrientes tipo Kir en los OLs, son insensibles a la disminución del pHi aun con el 

citoplasma intacto, por lo que la posibilidad de que un factor intrínseco sea la razón 

de esta insensibilidad se vio reforzada.  

Los OLs, en nuestras condiciones experimentales de cultivo, expresan tanto el 

mRNA como la proteína de las subunidades Kir 4.1, Kir 5.1 y Kir 2.1. Estas tres 

subunidades han mostrado formar heterómeros, principalmente la subunidad Kir 

4.1 con alguna de las otras dos. La combinación mejor estudiada es el heterómero 

Kir 4.1/Kir 5.1, que además ha sido co-localizada en varios tipos celulares incluidos 

OLs del nervio óptico (Brasko et al., 2017). Las subunidades no habían sido 

clonadas a partir del mRNA de OLs de rata, por lo que sus propiedades funcionales 

intrínsecas no habían sido confirmadas, la posibilidad de que propiedades 

diferentes podrían ser debidos a cambios en su secuencia era entonces un factor 
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que era necesario mostrar, o descartar. A lo largo de este estudio, en nuestro 

laboratorio, se obtuvieron las secuencias completas de los genes que codifican para 

cada una de las subunidades en cuestión (Figura 15). Los resultados indican que 

las secuencias expresadas en los OLs son idénticas a las descritas en otros tipos 

celulares de rata.  Por lo tanto, la insensibilidad a H+ podría no ser debida a cambios 

en la secuencia de las proteínas, aunque sus características funcionales debían ser 

confirmadas. Para ello, se expresaron las subunidades en un sistema heterólogo, 

para estudiar sus características electrofisiológicas y de manera especial, para 

analizar su sensibilidad al pHi. Los experimentos fueron realizados utilizando el 

sistema de expresión heteróloga de ovocitos de la rana Xenopus laevis (Miledi 

et al., 1985; Matute et al., 1992; Arellano et al., 1995), modelo de gran utilidad en 

este tipo de estudios. Podría ocurrir que una combinación aun no estudiada, de 

estas subunidades, presentara insensibilidad al pH, por lo que experimentos de co-

expresión fueron diseñados para explorar sus características. En estudios previos, 

de otros grupos (Yang et al., 2000, Xu et at., 2000), se mostró que la combinación 

Kir 4.1/Kir 5.1 es más sensible al pHi que el homómero de Kir 4.1 (el homómero de 

Kir 5.1 no forma canales funcionales). El análisis de las corrientes tipo Kir 

expresadas en la membrana de los ovocitos, fue realizado de manera similar a lo 

realizado en nuestro estudio en los OLs, en este caso se utilizó la técnica de control 

de voltaje con dos electrodos que es la técnica estándar para células de mayor 

tamaño. Una vez inyectado el cRNA correspondiente y transcurrido el tiempo de 

expresión, la corriente transmembranal de los ovocitos fue monitoreada, mientras 

que fue aumentada la concentración de K+ en el medio externo, a una 

concentración de 25 mM, solución K25. Los ovocitos inyectados con el cRNA de 

Kir 4.1 o de Kir 2.1, generaron robustas corrientes entrantes que fueron bloqueadas 

por más del 95% cuando fue agregado 100 µM Ba2+. Tanto los ovocitos nativos 

como aquellos inyectados con la subunidad Kir5.1 no mostraron un cambio 

importante en la conductancia de la membrana, y tampoco generaron un aumento 

de la corriente entrante. Sin embargo, la co-inyección del cRNA de Kir 4.1/Kir 5.1 

produjo corrientes entrantes, con características cinéticas diferentes al homómero 

de Kir 4.1, confirmando reportes previos (Kubo et al., 2005, Hibino et al., 2010). En 
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general, los cursos temporales de las corrientes en estos tres casos, presentan 

diferencias claras, que parecen ser una primera sugerencia de diferencias 

estructurales entre los canales formados. En todos los casos la sensibilidad a 

100 µM Ba2+ fue alta, provocando una inhibición >95%, y confirmó la acción de este 

catión sobre canales tipo Kir. Una combinación poco estudiada, la conformada por 

las subunidades Kir 4.1/Kir 2.1, fue también analizada, aún y cuando la cinética de 

las corrientes Kir expresadas en el ovocito al inyectar ambas secuencias no parece 

ser diferente a aquella del Kir 2.1 homomérico, cambios en la amplitud de la 

corriente con respecto a las inyecciones homoméricas hacen suponer algún tipo de 

interacción. Esto fue explorado con mayor detalle más adelante. 

Los siguientes experimentos correspondieron a explorar la sensibilidad a H+ de los 

canales Kir clonados de los OLs una vez expresados en ovocitos. Para provocar 

una acidificación del ovoplasma, los ovocitos fueron perfundidos con soluciones 

conteniendo acetato (una maniobra igual a la realizada con los OLs) (Choe et al., 

1997), el protocolo general fue generar la corriente entrante perfundiendo con 

solución K25 hasta obtener una corriente estable, alrededor de 50 s, y entonces 

perfundir la solución K25 conteniendo acetato (K25-Ac-), nuevamente hasta obtener 

una corriente estable, por lo general alrededor de 50 s (Figura 18). Esto fue 

realizado para una serie de ovocitos inyectados con el cRNA de alguna de las 

siguientes secuencias: sólo Kir 4.1, o Kir 2.1; o las co-inyecciones Kir 4.1/5.1, 

Kir 4.1/2.1, Kir 2.1/5.1 o Kir 4.1/Kir 5.1/Kir 2.1. Los resultados muestran que todas 

las corrientes tipo Kir expresadas por estas secuencias muestran sensibilidad a la 

aplicación de la solución con acetato, es decir a la disminución del pHi. El orden de 

la sensibilidad al pH de las corrientes Kir fue la siguiente: Kir 4.1/Kir 5.1 = 

Kir 4.1/Kir 5.1/Kir 2.1 > Kir 4.1 > Kir 4.1/2.1 > Kir 2.1. Este orden, específicamente, 

Kir 4.1/Kir 5.1 > Kir 4.1 > Kir 2.1, es idéntica a la reportada anteriormente para las 

secuencias de las subunidades clonadas de cerebro, y expresadas 

heterologamente en ovocitos de X. laevis (Xu et al., 2000). Nuestros resultados co-

inyectando Kir 4.1 y Kir 2.1 indican una sensibilidad intermedia entre Kir 4.1 y Kir 2.1 

homoméricos, esto podría indicar que los canales expresados en el ovocito al 

inyectar las dos secuencias están formados fundamentalmente de una mezcla de 
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homómeros de las secuencias, es decir que la eficiencia de formación del 

heterómero es baja. Sin embargo, al comparar las amplitudes de las corrientes 

alcanzadas al inyectar las secuencias por separado (Figura 18), contra las que se 

obtienen con la co-inyección, se observó, de manera consistente, que la 

combinación provocó una disminución drástica y estadísticamente significativa de 

la corriente expresada; esto arguye claramente en contra de la formación 

independiente de homómeros, y apoya la idea de algún tipo de interacción, que se 

vio reforzada por los experimentos en donde la proporción de Kir 2.1 vs. Kir 4.1 fue 

aumentada (Figura 22). Esta posible interacción debe seguir siendo explorada, ya 

que no existen evidencias directas de la heteromerización de estas subunidades, y 

sus propiedades no han sido estudiadas con detalle. Finalmente, la coinyección de 

las tres subunidades parece favorecer la formación de heterómeros Kir 4.1/Kir 5.1, 

ya que sus propiedades cinéticas y sensibilidad al pH son prácticamente iguales 

(Figura 21). 

Los esfuerzos por localizar el sensor de pH en áminoacidos o en dominios dentro 

de la estructura de los canales Kir sensibles a H+ coinciden en la posibilidad de que 

no exista como tal. En estudios de mutagenesis, al cambiar un aminoácido 

identificado como el sensor de pH, como en la mutación K80M en Kir 1.1 o K67M 

en Kir 4.1(Pessia et al., 2001), el canal permanece abierto en pH ácido debido a 

que la conformación del estado abierto del canal se ve favorecida. Sin embargo, no 

se pierde en su totalidad la sensibilidad a H+ comportándose como canales con baja 

sensibilidad al pHi como Kir 2.1, por lo que se piensa que continúan existiendo 

interacciones adicionales que permiten el cierre del canal en pH fuera del rango 

fisiológico.  

La propuesta actual es que los canales Kir presentan un grado de sensibilidad a H+ 

intrínseco y que la presencia de aminoácidos que aceptan H+, como K67 en Kir 4.1, 

en sitios de la estructura involucrados directamente en el gaiting, como la hélice de 

cruce, Figura 3, puede favorecer la conformación del estado cerrado en condiciones 

de pH ácido. Pero no es el sensor de pH, más bien es pieza clave para que se 
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mantenga la estabilidad entre el estado abierto y el cerrado del canal (Paynter et al. 

2010).  

En resumen, el análisis funcional de las secuencias de subunidades Kir 

oligodendrogliales indica claramente que su insensibilidad a H+ no depende de 

factores intrínsecos de su estructura primaria y tampoco es explicable por 

interacciones entre las principales subunidades señaladas.  Esto permite concluir 

que el efecto observado depende de algún factor extrínseco a los canales Kir, este 

factor elimina la sensibilidad a los H+ (en el rango fisiológico); debido a que el factor 

no parece ser inactivado por la diálisis del citoplasma, es probable que el 

mecanismo involucrado dependa de interacciones íntimas entre los elementos 

involucrados. Este tipo de interacciones es en realidad común entre las 

subunidades Kir (Hibino et al., 2010), las más estudiadas son aquellas que se dan 

entre subunidades de proteínas G con subunidades Kir 3, en particular con Kir 3.1 

y Kir 3.2 (Schreibmayer W et al. 1996, Peleg S et al., 2002), y aquellas con el 

receptor de sulfonilureas con las subunidades Kir 6.1 y Kir 6.2 (Isomoto et al., 1996; 

Yamada et al. 1997). Aun y cuando se tratan de asociaciones con casos específicos 

de subunidades Kir, en general, se sabe que los canales Kir son modulados por 

una variedad amplia de elementos citoplásmicos y membranales, que deben ser 

tomados en cuenta para evaluar su posible papel en la insensibilidad al pHi de los 

canales Kir en OLs. Uno de estos factores es el PIP2 que al unirse a las 

subunidades Kir reduce la probabilidad del cierre de los canales estabilizando su 

estado abierto (Schulze et al., 2003; Du et al., 2004). 

Las consecuencias de esta modulación en la fisiología de los OLs y sus 

repercusiones de su interacción con los axones y otras células del sistema nervioso 

quedan por ser exploradas, sin embargo, es previsible que la insensibilidad a H+ 

podría conferir características especiales a corrientes que son esenciales en la 

homeostasis iónica, en un complejo celular donde las relaciones entre las 

concentraciones de Na+, K+ y H+ que se encuentra en constante dinámica debido 

al altamente demandante gasto metabólico del nervio óptico.  
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8. CONCLUSIONES 
 

1.-  Los OLs de nervio óptico de rata mantenidos en cultivo durante 2-3 DIV 

presentan corrientes tipo Kir insensibles a H+. 

2.- La insensibilidad a H+ en los OLs no es debida a la dilución de factores 

intracelulares extrínsecos al canal. 

3.- La secuencia del mRNA de las subunidades Kir 4.1, Kir 5.1 y Kir 2.1 es idéntica 

a la observada en otros tipos celulares, por lo que la insensibilidad no puede ser 

explicada por cambios en su secuencia. 

4.- Las subunidades Kir clonadas de OLs y expresados heterólogamente en 

ovocitos de X. laevis muestran sensibilidad a H+ con la potencia: Kir 4.1/5.1 > Kir 4.1 

> Kir 4.1/2.1 > Kir 2.1. Por lo que la insensibilidad no puede ser explicada por 

interacciones entre estas subunidades. 

5.- Se propone que en OLs los canales Kir interactúan de manera íntima con un 

factor o factores, membranales y/o citoplásmicos, lo cual produce su insensibilidad 

a los H+. 

6.- La coinyección Kir 4.1/2.1 expresa una amplitud de corriente y sensibilidad a H+ 

que no corresponden con la mostrada por Kir 4.1 o Kir 2.1 por separado, sugiriendo 

la formación de heterómeros. 
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was consistent with the involvement of the Kir4.1 subunit. 
The  H+-insensitivity expressed in OL Kir channels was not 
intrinsic because Kir cloning showed no difference in the 
sequence reported for the Kir4.1, Kir2.1, or Kir5.1 subu-
nits. Moreover, when Kir channels were heterologously 
expressed in Xenopus oocytes they behaved as expected in 
their general properties and sensitivity to  H+. It is therefore 
concluded that Kir channel  H+-sensitivity in OLs is modu-
lated through an extrinsic mechanism, probably by associa-
tion with a modulatory component or by posttranslational 
modifications.

Keywords Inwardly rectifying  K+ channel · 
Oligodendrocyte · pH sensitivity · Kir4.1

Introduction

Oligodendrocytes (OLs), the myelinating cells of the cen-
tral nervous system, express a wide variety of ion chan-
nels and membrane receptors throughout their maturation 
from precursor cells (OPCs) to myelinating OLs. Among 
these molecules, they present a broad diversity of  K+ 
channels [1–4], which show a differential expression at 
different stages of development. Thus, expression of volt-
age-dependent  K+ channels in OPCs is robust [5, 6] and 
appears to correlate with their role in proliferation control; 
after the mitotic stage ends, expression of these channels 
is downregulated. On the other hand, a significant increase 
in the expression of inwardly rectifying channels (Kir) and 
a negative shift in resting potential are associated with OL 
maturation, myelination, and their functions in the mature 
stage [5, 7, 8]. Although the overall role of Kir channels 
in controlling the resting membrane potential and buffer-
ing spatial potassium [7, 9–11] is well known, their specific 

Abstract Inwardly rectifying  K+ (Kir) channel expres-
sion signals at an advanced stage of maturation during 
oligodendroglial differentiation. Knocking down their 
expression halts the generation of myelin and produces 
severe abnormalities in the central nervous system. Kir4.1 
is the main subunit involved in the tetrameric structure of 
Kir channels in glial cells; however, the precise composi-
tion of Kir channels expressed in oligodendrocytes (OLs) 
remains partially unknown, as participation of other subu-
nits has been proposed. Kir channels are sensitive to  H+; 
thus, intracellular acidification produces Kir current inhi-
bition. Since Kir subunits have differential sensitivity 
to  H+, we studied the effect of intracellular acidification 
on Kir currents expressed in cultured OLs derived from 
optic nerves of 12-day-old rats. Unexpectedly, Kir cur-
rents in OLs (2–4 DIV) did not change within the pH range 
of 8.0–5.0, as observed when using standard whole-cell 
voltage-clamp recording or when preserving cytoplasmic 
components with the perforated patch-clamp technique. In 
contrast, low pH inhibited astrocyte Kir currents, which 
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role in OL physiology remains obscure. Moreover, the 
molecular entity or entities that make up the Kir channels 
in OLs remains unknown, as well as their possible diversity 
in different nervous system regions [12, 13], as shown in 
other glial cells [14], and even in distinct oligodendroglial 
populations [15].

Kir channels are tetrameric and display homomeric or 
heteromeric conformations of 15 gene products which are 
classified into families named Kir1 to Kir7 [16]. The differ-
ent subunits give the channels distinctive functional char-
acteristics and modulatory capabilities through a variety 
of messengers and cell regulators such as ATP,  H+, phos-
phatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2), among many 
others [16, 17]. However, it is well known that the Kir4.1 
subunit, a member of the transport-type channels of the Kir 
superfamily, is abundantly expressed in glial cells, mainly 
OLs and astrocytes [18–20], although it is not exclusive to 
these cells. It has also been shown that Kir4.1 in KO mice 
presents a significant decrease in the degree of myelina-
tion, mainly due to lack of OL maturation [8]. Also, it is 
important to mention that patients with multiple sclerosis, 
a demyelinating disease, express antibodies against Kir4.1, 
which suggests a possible role of this channel in the devel-
opment of this disorder [21, 22].

It has recently been shown that Kir5.1 channels are 
present in optic nerve OLs from mouse [19]. Given that 
Kir5.1 subunits alone do not express functional channels 
[23], their presence suggests a possible heteromeric com-
position of glial Kir channels (e.g., Kir4.1/Kir5.1 chan-
nels) in addition to Kir4.1 homomers. Kir4.1 channels are 
sensitive to intracellular pH [24] within the physiological 
range, as reported for subunits Kir1 [25] and Kir7 [26]. 
In these cases, an increase in intracellular  H+ concentra-
tion generates a current decrease through Kir channels. 
Moreover, heteromers Kir4.1/Kir5.1 have a higher sen-
sitivity to  H+, thus the homomeric channel is inhibited 
with a pKa of approximately 6.0 and the heteromeric 
channel is inhibited with a pKa close to 7.4 [24, 27, 28]. 
Identification of Kir channel composition in OLs would 
provide information that might allow their genetic con-
trol in order to affect their expression and evaluate their 
functions. Taking advantage of this differential sensitivity 
to  H+, when Kir4.1 and Kir5.1 subunits are expressed, in 
this study we analyzed the effect of acidification on Kir 
currents in cultured OLs from the optic nerve. Unexpect-
edly, we found that myelinating OLs showed insensitivity 
to  H+ in a wide physiological concentration range. There-
fore, we cloned the subunits of interest expressed in the 
OLs and analyzed their characteristics by heterologously 
expressing them in Xenopus oocytes. This analysis con-
firmed that cloned Kir subunits behave similarly to those 
reported previously in other cells. The results suggest 
that Kir subunits in OLs from the optic nerve undergo 

posttranslational modifications, or are closely associated 
with an auxiliary molecule, that makes them insensitive 
to  H+.

Materials and Methods

Cell Culture, Oligodendrocytes and Astrocytes

Primary cultures of OLs were derived from optic 
nerves of 12-day-old Sprague–Dawley rats, as previ-
ously described [29]. Briefly, optic nerves were devoid 
of meninges and chiasma to be minced and incubated at 
37 °C for 40 min in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM; Gibco, Carlsbad, CA, USA) containing col-
lagenase (1.25  mg/ml), DNAase (0.004%), and trypsin 
(0.25%) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Then, DMEM 
with 10% BSA was added to stop enzymatic reaction 
and the tissue was triturated sequentially with 23G, 25G 
and 27G needles, then filtered (using a 41  µm pore fil-
ter) to yield a single-cell suspension. Cells were seeded 
on 24-well plates bearing 12-mm round coverslips coated 
with poly-d-lysine (10 µg/ml) at a density of  104 cells per 
well. Cells were maintained at 37 °C and 5%  CO2 in a 
chemically defined medium (Sato medium; [29]) consist-
ing of DMEM supplemented (per ml) with 100 μg trans-
ferrin, 60  ng progesterone, 40  ng sodium selenite, 5  μg 
insulin, 16 μg putrescine, 100 μg bovine serum albumin, 
30 ng triiodothyronine, and 40 ng thyroxine.

Primary astrocyte cultures were established from the 
cerebral cortex of newborn Sprague–Dawley rats, as pre-
viously described [30]. Cultures were grown in Iscove’s 
Modified Dulbecco’s medium (IMDM, Invitrogen, Grand 
Island, NY, USA) supplemented with 10% FBS, 50 U/ml 
penicillin, and 50  mg/ml streptomycin. Briefly, menin-
geal tissue was removed, and the neocortex was minced 
and incubated at 37 °C for 15  min in  Ca2+-free Hank’s 
solution containing trypsin (0.5%) and 1 mg/ml DNAse. 
The trypsin reaction was stopped; tissue was immersed 
in DMEM medium supplemented with 10% FBS (Gibco, 
Grand Island, NY, USA) and triturated using consecu-
tive passes with a pipette tip (100 µl) and then with two 
different sized needles (21G and 23G). The dissociated 
cells were centrifuged and the pellet was resuspended in 
IMDM medium supplemented with 10% FBS. It was then 
seeded onto poly-l-lysine-coated plates or glass cover-
slips at 1.5 × 105 cells per well. The medium was replaced 
24  h later by IMDM medium and 10% FBS (Hyclone, 
Grand Island, NY, USA). Cells were maintained at 37 °C 
in a 5%  CO2/95% air atmosphere at nearly 100% relative 
humidity.
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Electrophysiology

Whole‑Cell Patch‑Clamp

For recording of membrane current properties, cells (OLs 
or astrocytes) plated in coverslips were transferred to a 
recording chamber attached to a conventional inverted 
microscope (Olympus IX71, Tokio, Japan). They were con-
tinuously superfused and maintained at 25 °C. The standard 
external solution was similar to the one described by Attali 
[6]; it was adjusted to pH7.3 and it contained (in mM) 140 
NaCl, 5.4 KCl, 2  CaCl2, 1  MgCl2, and 10 HEPES. High 
potassium solution was prepared by rising the  K+ concen-
tration from 5.4 to either 10.4 (K10 solution) or 25.4 mM 
(K25 solution) and equimolarly reducing  Na+. Rapid drug 
application was achieved by an RSC-200 Rapid Solution 
Exchanger (BioLogic, Seyssinet-Pariset, France) con-
trolled by a computer. Electrophysiology experiments were 
performed with a Multiclamp 700B (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA) using either the standard whole-
cell configuration or the gramicidin-perforated whole-cell 
method. Recordings were digitized with a Digidata 1440 
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and visual-
ized and analyzed with pClamp software (v.10; Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA, USA). Regular pipettes for stand-
ard whole-cell configuration were filled with an internal 
solution containing (in mM): 140 KCl, 2  CaCl2, 2  MgCl2, 
10 HEPES, 11 EGTA, 2 Na-ATP, and 0.2 GTP, adjusted to 
pH 7.3 with KOH. To study the sensitivity of currents to 
acidification or alkalinization, fresh solutions with different 
intracellular pH were prepared (pH 5, 5.5, 6.3, 7.3, and 8) 
and used in standard whole-cell configuration. Perforated 
whole-cell recording was performed using 5 µg/ml grami-
cidin (Sigma, St. Louis, MO, USA) added to the internal 
solution (without EGTA, Na-ATP, and GTP) from a fresh 
gramicidin stock solution prepared in dimethylsulfoxide 
[31]. The external solutions containing sodium acetate were 
prepared by replacing 50 mM NaCl from either the normal 
external solution or the K25 solution with  Na+-acetate (K5-
Ac− solution or K25-Ac− solution, respectively). These 
solutions were then used in cells under “perforated” whole-
cell patch-clamp configuration.

Two‑Electrode Voltage‑Clamp

Follicles of Xenopus laevis were dissected from ovar-
ian lobules taken from anesthetized frogs, and they 
were maintained in normal Barth’s solution (containing 
in mM: 88 NaCl, 1 KCl, 2.4  NaHCO3, 0.33 Ca(NO3)2, 
0.41  CaCl2, 0.82  MgSO4, and 5 HEPES; pH 7.4; sup-
plemented with 70  μg/ml gentamicin). Isolated follicles 
were injected with 50 nl of solution containing any of the 
cloned cRNA sequences (5  ng per follicle) (see below), 

with a pair of them in 1:1 proportion, or with  H2O as a 
control, and then the cells were incubated (18 °C) in nor-
mal Barth´s solution. After 36  h, oocytes were defol-
liculated with 0.5  mg/ml collagenase type 1  A (Sigma, 
St. Louis, MO, USA) in normal Ringer’s solution (NR, 
containing in mM: 115 NaCl, 5 KCl, 1.8  CaCl2, and 5 
HEPES; pH 7.0) for 30  min. Membrane currents were 
recorded using a conventional two-electrode voltage-
clamp over 3- to 4-day periods after injection [32]. 
Recordings were made in oocytes held at − 80  mV and 
superfused at 10  ml/min with NR or the K25 solution 
(containing 25 mM KCl), which was prepared by replac-
ing NaCl in the NR solution; 100  µM  Ba2+ was added 
to this solution to monitor the  Ba2+-sensitive current. 
Acetate-containing solutions were prepared replacing 
equimolarly 50  mM NaCl by Na-acetate in NR (named 
K5-Ac−), or in K25 solution (K25-Ac− solution), that 
were adjusted to different pHs of 7.3, 7.0, 6.3, or 5.5 with 
HCl. Current–voltage (I/V) relationships were obtained 
by applying 3-s pulses in 20  mV steps, from −170 to 
+50 mV, in oocytes held at -50 mV, during the applica-
tion of either K5, K25 or K25-Ac− solution.

Intracellular pH Measurement in OLs

Intracellular pH change in OLs was determined by using 
the pHrodo Green indicator according to the manufac-
turer’s instructions (P35373; Molecular Probes, Life 
Technologies Carlsbad, CA, USA). OLs on cover slides 
were loaded with 10 µM pHrodo Green in external solu-
tion for 10 min at room temperature, and then washed for 
3 min at room temperature. Experiments were performed 
in a coverslip chamber continuously perfused with exter-
nal solution at constant flow (1  ml/min). The perfusion 
chamber was mounted on the stage of an Olympus IX71 
inverted epifluorescence microscope equipped with a 
halogen lamp and a 40X objective (Olympus, Tokio, 
Japan). Cells were visualized, and images were obtained 
every 500 ms during 150 s with a camera (Evolution QEi; 
Media Cybernetics Inc. Silver Spring, MD, USA) and 
Image-Pro Plus Software (Media Cybernetics Inc, Rock-
ville, MD, USA). Then the images were analyzed using 
ImageJ v1.49 (NIH, USA). To estimate changes in cyto-
solic pH, a calibration curve at pH 4, 5, 6, 7, and 8 were 
performed in normal external solution supplemented 
with 10  µM valinomycin (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
and 10 µM nigericin ionophores (Sigma, St. Louis, MO, 
USA) to equilibrate intracellular and bath pH. Acetate-
containing external solutions, with normal and high  K+, 
were the same as those used for electrophysiological 
patch-clamp recording.
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Western Blotting

For immunodetection, total protein from OLs or astrocytes 
was obtained at DIV2-4. Cells were washed with cold PBS 
and then collected by mechanical scraping with 50  µl of 
RIPA buffer, supplemented with HaltTM protease and 
phosphatase inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific, 
Spain). Lysates were boiled in sample buffer for 5  min, 
separated by electrophoresis using Criterion TGX Precast 
12% gels, and transferred to Trans-Blot Turbo Midi PVDF 
Transfer Packs (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The mem-
branes were blocked with 5% skimmed milk and 5% serum 
in TBST for 1  h. After electroblotting onto PVDF mem-
branes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), these were blocked 
in 5% skimmed milk, 5% serum in TBST for 1 h. The blots 
were probed with primary antibodies in 5% BSA in TBST. 
The rabbit anti-Kir 2.1 and anti-Kir 4.1 (1:1000; Alomone, 
Jerusalem, Israel), rabbit anti-Kir 5.1(1:1000; Santa Cruz 
Biotehcnology, Dallas, TX, USA), and mouse anti-GAPDH 
(1:5000; Sigma, St. Louis, MO, USA) were used overnight 
at 4 °C. The blots were washed and then developed by 
using HRP-conjugated anti-IgG (1:5000) and an enhanced 
chemiluminescence detection kit according to the manufac-
turer’s instructions (Supersignal; Thermo Fisher Scientific, 
Spain). Images were acquired with a ChemiDoc MP system 
(BioRad, Hercules, CA, USA).

RT‑PCR and Cloning of Kir Subunits from OLs

To verify the expression of Kir channels, cDNA was pre-
pared from isolated OLs and used in PCR assays. PCR 
products were amplified with the primers Kir2.1, forward, 
5′-CTC TCC TGG CTG TTC TTT GG-3′, and reverse, 5′-ATC 
GGG CAC TCG TCT GTA AC-3′; Kir4.1, forward, 5′-CAA 
AGA AGA GGG CTG AGA CG-3′, and reverse, 5′-TTG AGC 
CGA ATA TCC TCA CC-3′; Kir5.1, forward, 5′-CGC TTC 
AGC TAT TTC GCA -3′, and reverse, 5′-GGA TGT CCC AGT 
AGA GTC A-3′. GAPDH amplification was used as a con-
trol with the oligonucleotide GAPDH, forward, 5′-TCC 
CTC AAG ATT GTC AGC AA-3′, and reverse, 5′-AGA TCC 
ACA ACG GAT ACA TT-3′. The amplification conditions 
were: an initial denaturation at 95 °C for 2  min followed 
by 35 cycles at 95 °C for 30 s, 55–60 °C for 30 s, 72 °C for 
30 s, and finally 72 °C for 5 min.

The cDNA encoding Kir2.1, Kir4.1, and Kir5.1 were 
also obtained from OLs by PCR using the following prim-
ers: Kir2.1, forward, 5′-ATG GGC AGT GTG CGT ACA 
A-3′ and reverse, 5′-TCA TAT CTC CGA TTC TCG CCT-3′; 
Kir4.1, forward, 5′-ATG ACA TCA GTT GCC AAG GT-3′ 
and reverse, 5′-TCA GAC GTT ACG CAC-3′; Kir5.1, for-
ward, 5′-ATG AGC TAT TAC GGA AGT AGC-3′ and reverse, 
5′-CTA CAT CTG GGA TTC CAT GG-3′. The PCR con-
ditions were: an initial denaturation at 95 °C for 3  min 

followed by 35 cycles at 95 °C for 30 s, 55–60 °C for 30 s, 
72 °C for 1:10 min, and finally 72 °C for 5 min. The ampli-
fied sequences were cloned into pXENEX vectors [33] 
at NcoI or SpeI and NotI sites. The corresponding cRNA 
was synthesized in  vitro using T7 polymerase with the 
mMESSAGE mMACHINE kit (Ambion, Invitrogen, Grand 
Island, NY, USA). Oocytes were injected with 5 ng of the 
different RNAs and incubated for 48–72 h.

Immunocytochemistry

Oligodendrocytes derived from optic nerves were seeded 
onto coverslips and maintained 3DIV at 37 °C and 5%  CO2 
in a SATO medium. Then, cells were fixed in 4% paraform-
aldehyde for 20 min at room temperature, permeabilized in 
0.1% Triton X-100 in phosphate-buffered saline (PBS), and 
processed for immunofluorescence with specific antibod-
ies anti-Kir 2.1, anti-Kir 4.1 (1:100; Alomone, Jerusalem, 
Israel), or anti-Kir 5.1 (1:100, Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX, USA). MBP or MAG proteins were detected 
using specific antibodies anti-MBP (1:100; Covance Inc., 
Princeton, NJ, USA), or anti-MAG (1:200; Merck Mil-
lipore, Billerica, Massachusetts, USA). Primary antibodies 
were detected after incubation with anti-rabbit IgG (H + L) 
Alexa Fluor-488 secondary antibody (1:200; Invitrogen, 
Grand Island, NY, USA) for 2 h at room temperature. Cells 
were washed three times in PBS, mounted on slides with 
Glycergel (Dako, Glostrup, Denmark), and visualized with 
a laser scanning confocal microscope (Olympus Fluoview 
FV500) in the Analytic and High Resolution Microscopy 
Facility at the University of the Basque Country. No stain-
ing was detected in control samples run in parallel without 
primary antibodies.

Data Analysis

Results were expressed as mean ± SEM with the number 
of experiments indicated in each figure. Statistical analysis 
was performed using Origin 7.0 (Northampton, MA, USA) 
software. Comparisons between the means of two groups 
were carried out using a Student’s t-test or, when appropri-
ate, a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 
a Tukey’s test. Differences were considered to be signifi-
cant at P < 0.05.

Results

Inwardly Rectifying Currents in OLs from the Optic 
Nerve

Electrophysiological recordings were made in cultured OLs 
(1–3DIV) using the patch-clamp technique in whole-cell 
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standard configuration. 1DIV OLs (n = 39) had a rest-
ing membrane potential of −56 ± 6 mV that became more 
negative with time in culture reaching −72 ± 7 mV in 3DIV 
(n = 57). OLs monitored in normal external solution regu-
larly expressed inward currents that increased when cells 
were superfused in solution with higher  K+ concentra-
tion (Fig. 1a). High  K+ external solution mainly increased 
inward currents that were greatly sensitive to external  Ba2+. 
The I/V relationship of this response had typical character-
istics of inwardly rectifying currents (Fig.  1a). For exam-
ple, inward currents in solutions containing either 10.4 or 
25.4  mM  K+ (herein referred to as K10 or K25 solution) 
presented partial inactivation at potentials more nega-
tive to around −150  mV (Fig.  1a). This inactivation was 
dependent upon the presence of  Na+ in the external solu-
tion (not shown), an effect demonstrated in other cell types 
[34]. Cells monitored at −80  mV with standard inter-
nal (pH 7.3) solution and external solution (K10 or K25) 
developed inward currents that remained stable for several 
seconds (Fig.  1b) and were generated repeatedly without 
decay for up to 30 min. A dose response for the effect of 
 Ba2+ on K25-generated inward currents indicated an  IC50 
of 11.4 ± 1  µM (Fig.  1c, d), in accordance with the idea 
that currents were mainly due to inwardly rectifying  K+ 

channels (Kir currents). Currents in following experiments 
were generated by using regular K25 external solution and 
confirmed to be mainly Kir type by applying 100 µM  Ba2+ 
that blocked more than 95%. As it has been shown [6, 31], 
inward current responses to K25 increased in density with 
time in culture. These responses were inhibited by 100 µM 
 Ba2+ (Fig. 1d) during DIV1 to DIV3 in the same propor-
tion, indicating that the increase was mainly due to an 
enhancement of Kir channel expression in the membrane. 
More than 94% of OLs tested during DIV2-4 were positive 
for MBP and MAG expression (not shown).

OLs Express Kir Currents Insensitive to Acidification 
Under Standard Whole‑Cell Recording

OLs were monitored using internal solutions adjusted to 
different pH values within the 8–5 range (8.0, 7.3, 6.3, 5.5, 
or 5.0). OLs 2–4 DIV were recorded at −80 mV and tested 
with K25 external solution. Inward current amplitudes were 
monitored and their blockage was confirmed by 100  µM 
 Ba2+ (Fig.  2a, first row). I/V relationships (cells held at 
−50 mV with steps from −170 to +50 mV) were also built 
in most cells (Fig. 2a, bottom row). Several cells were then 
monitored using solutions adjusted to different pHs, and 

Fig. 1  Inwardly rectifying currents in OLs from the optic nerve. a 
Superimposed traces illustrate membrane current in OLs maintained 
in culture and held at −50  mV under standard whole-cell voltage-
clamp. Voltage steps from −180 to +60 mV (in 10 mV steps) were 
applied under three different conditions (first column) in normal 
extracellular  K+ concentration (5.4 mM, K5), in a solution contain-
ing 10.4 mM  K+ (K10), which mainly increased inward currents, and 
a solution with 100  µM  Ba2+ added later, which abolished inward 
currents. A further increase in  K+ concentration to 25.4  mM (K25, 
second column) produced a robust enhancement of inwardly rec-
tifying currents. I/V relationship illustrates that  K+ concentration 
increased and  Ba2+ affected mainly inward going currents. b OLs 
held at −80 mV were treated with either K10 or K25 (time indicated 

by the top bar); both concentrations elicited inward currents (Kir) that 
remained still as long as the superfusion lasted in high  K+ solution. c 
Superimposed Kir currents generated by K25 and inhibition by  Ba2+ 
applied at different concentrations (0.3, 1, 3, 10, 60 or 100  µM). d 
Dose-response relationship for  Ba2+ blocking effect on Kir gener-
ated by K25 superfusion. Inward current responses were monitored 
at −80 mV. Currents were normalized with respect to the peak ampli-
tude in the absence of  Ba2+ (n = 10), curve is the best fit to data points 
and gave an  IC50 = 11.4 ± 1.1 µM. e Kir current amplitude (in K25) at 
−80 mV increased with time in culture (24, 48, and 72 h); peak cur-
rent was expressed with respect to membrane capacitance, for each 
cell recorded, in the absence or the presence of 100 µM  Ba2+ (n = 10 
OLs in each case)
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their characteristics were compared. Kir amplitude current 
density was independent of intracellular pH, as it remained 
the same even in recordings that lasted for several minutes 
(15–25  min). As shown in Fig.  2a–c, cells recorded with 
internal solutions that were adjusted to low pH did not pro-
duce changes in Kir current density. Moreover, I/V rela-
tionships were not significantly affected by changes in pHi 
(Fig. 2b). Nevertheless, OLs (n = 6) recorded in pH 5.0 or 
less became unstable and lost membrane resistance in a few 
minutes (3–5 min).

Kir Currents in OLs are pH Insensitive Under 
Perforated Patch‑Clamp Configuration

H+ insensitivity of Kir currents in OLs is unexpected due 
to the evidence that glial cells, mainly OLs and astro-
cytes, robustly express the Kir4.1 subunit, which is inhib-
ited by intracellular  H+. Therefore, we tested whether 
 H+ insensitivity was produced as an artifact effect due 
to cytoplasmic dialysis. To do this we acidified the intra-
cellular medium by externally applying sodium acetate 
[25, 26], which permeates the membrane and produces a 
decrease in pHi. Additionally, we monitored Kir currents 
using the gramicidin-perforated patch-clamp configura-
tion to record whole-cell membrane currents maintain-
ing cytoplasmic components. Before this, we tested the 
degree of acidification produced by the acetate solution 
applied to OLs by quantifying the change in intracellu-
lar  H+ concentration with the pHrodo Green fluorescent 
indicator and with fluorometric microscopy. As shown in 
Fig. 3a, b, application of the acetate-containing external 
solution with either normal or high  K+ (K25-Ac−) pro-
duced a strong cytoplasmic acidification that lasted for 
several seconds (10–15 s) in 97% of the cells. It was esti-
mated from calibration curves that basal pHi (within 8.0 

to 4.0 pH range, Fig.  3a) in OLs was of 7.38 ± 0.08 (in 
agreement with previous measurements; e.g., [35]), while 
the peak acidification in the normal  K+ acetate or K25 
solution was of 5.94 ± 0.1 (n = 215 cells). Assuming that 
cells under patch-clamp configuration suffered a simi-
lar acidification, given that pH buffer did not diffuse to 
the cytoplasm in the “perforated” patch (e.g., [36]), OLs 
were superfused with acetate-containing solution, and 
Kir current was measured after applying the K25 solu-
tion. As shown in Fig.  3c, inward current generated by 
K25 was slightly reduced by the K25-Ac− solution, which 
generated an outward current. However, similar outward 
current by acetate was also generated in the K5 solu-
tion (Fig. 3d). This indicated that small outward currents 
caused by acetate-containing solutions were not depend-
ent upon external  K+ concentration or Kir current ampli-
tude. Also, similar to the blockage shown in standard 
whole-cell recording, in “perforated” patch-clamp most 
of the current recorded in K25 solution was blocked by 
100  µM  Ba2+ (Fig.  3e), indicating typical Kir currents. 
Although pHi decrease occurred during the first few sec-
onds of acetate superfusion, we tested whether superfu-
sion of acetate for 10 or 15 s affected the Kir component. 
Figure  3f illustrates where the OL was first superfused 
with K5-Ac− solution for 5  s and then superfused with 
K25-Ac− solution. In any case tested under similar con-
ditions (12 OLs) the generated Kir current was different 
compared with control recordings. Figure  3g summa-
rizes the results obtained from 16 OLs recorded in dif-
ferent external solutions containing acetate and compared 
with external K25 solution. No difference was found 
between the peak inward currents generated in the K25 
solutions (with and without acetate). Moreover, outward 
currents generated by acetate were not dependent on  K+ 
concentration.

Fig. 2  Insensitivity of Kir currents to acidification in OLs. a Upper 
traces illustrate inward current responses elicited by K25 in OLs 
under standard whole-cell (held at −80 mV) using different internal 
solutions adjusted to pH values of 8.0, 7.3, 6.3, or 5.5. Kir currents 
were blocked in all cases by 100 µM  Ba2+ added to K25 (gray trace in 
each case). Bottom traces show membrane current in each pHi tested 

from −170 to +50 mV (in −20 mV steps) and cells held at −50 mV. 
b I/V relationship for normalized Kir current recorded in different 
pHi, obtained from the peak current monitored using the step proto-
col in (a) and the respective Cm (n = 7 OLs in each case). c Kir cur-
rent density at −80 mV of OLs monitored in pHi of 8.0, 7.3, 6.3, 5.5, 
and 5.0 (n = 6–10 in each pH)
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Astrocytes Display  H+‑Sensitive Kir Currents

As a positive control, we measured the Kir currents gen-
erated in astrocytes, a glial cell type that expresses the 
Kir4.1 subunit that is sensitive to pHi [18, 37]. Astrocyte 
experiments were conducted under the same conditions 
as OL experiments (Fig. 2). As illustrated in Fig. 4a, we 
first monitored the increase in Kir current by K25 super-
fusion recording astrocytes in whole-cell standard config-
uration, and we confirmed the  Ba2+ blocking effect. Then 
we monitored the K25-generated inward currents using 
the internal solutions adjusted to different pHs as shown 
in Fig. 4b. In this condition, acidification of internal solu-
tion showed a decrease in Kir current density, confirm-
ing a clear dependence of astroglial Kir current on pHi 
(Fig.  4c). Internal solutions with different pHs used in 
these experiments were tested in parallel on OL Kir cur-
rents (pH 7.3 vs. pH 5.5; 7 OLs in each condition), con-
firming the lack of effect by low pHi.

Expression of Kir Subunits in OLs

Kir4.1 is the main type of Kir subunit expressed in OLs 
and astrocytes [8, 37–39], and homomeric Kir4.1 chan-
nels are sensitive to  H+ [24, 28]. A possible explanation for 
 H+ insensitivity in OLs from the optic nerve is a probable 
change in the Kir4.1 sequence or an heteromerization with 
some other Kir subunit. Different Kir subunits have been 
shown to co-express with Kir4.1 in OLs and other cell types 
(e.g., [19, 37]), and their heteromerization with Kir4.1 has 
been also proposed and tested, mainly with Kir5.1 but also 
with Kir2.1. These three subunits were detected by West-
ern blot analysis at the protein level in both OLs and astro-
cytes. As shown in Fig. 5a, the specific antibodies used for 
each case identified bands of the molecular weight (MW) 
expected for subunits Kir2.1 (MW 43  kDa), Kir4.1 (MW 
40 kDa), and Kir5.1 (MW 55 kDa). In OLs, the main subu-
nits were Kir2.1 and Kir4.1, while Kir5.1 was expressed in 
low level. Astrocytes also expressed the three subunits, and 

Fig. 3  Cytoplasmic acidification by extracellular sodium acetate 
and Kir currents monitored using perforated patch-clamp configura-
tion. a Images illustrate fluorometric microscopy in pHrodo Green-
loaded OLs to quantify  [H+]i before (8 s) or after addition of 50 mM 
sodium acetate  (Ac−) at different times, as indicated (bar 50  µm). 
Graph illustrates typical calibration curve of fluorescence change as 
a percentage from basal level monitored in solutions adjusted to dif-
ferent pHs. b Time-course of fluorescence change as a percentage 
from basal level, in pHrodo Green-loaded OLs, during superfusion of 
 Ac−-containing solution in normal (K5-Ac−) or high (K25-Ac−)  K+ 
concentration. Inset shows complete 140-s recording. Data in red box 
for the first 20 s in  Ac− containing solution was detailed in the main 
graph. c Traces illustrate membrane current monitored using perfo-

rated whole-cell patch-clamp. Inward current generated by K25 in 
the absence (black) or presence of  Ac− (green, K25-Ac−). Note the 
small outward current during K25-Ac− application. d Similar outward 
current was elicited by K5-Ac−. e Similar to Kir current monitored 
with the standard configuration, inward currents by K25 (black trace) 
using perforated patch-clamp were potently blocked by 100 µM  Ba2+ 
(gray). f Previous K5-Ac− application followed by K25-Ac− (green 
trace) did not have a significant effect on Kir current amplitude as 
compared with control K25 superfusion (black trace). g Normalized 
current amplitude with respect to peak current in K25, in cells treated 
with  Ac− in normal or high  K+, for either inward or outward currents 
elicited in  Ac−-containing external solution (ES-Ac−) (n = 7–15 in 
each case). (Color figure online)
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they all seemed to be present in a similar degree. Immu-
noblotting results from both OL and astrocyte prepara-
tions showed two bands for the Kir4.1 subunit: one at the 
expected MW (40  kDa) and the other at a higher MW 
(46 kDa). A variant for this subunit seems to be expressed 
in both glial cell types.

An RT-PCR analysis (Fig. 5b) was performed to search 
for possible variants at mRNA level. The mRNA sequences 

for the three Kir subunits in OLs isolated from the optic 
nerve (P12) were amplified. The complete gene sequences 
were cloned and compared with sequences reported in other 
cell types (Kir2.1, NM_017296.1; Kir4.1, NM_031602.2; 
Kir5.1, NM_053314.2). The sequences obtained in OLs 
were identical to those reported in other cells, and a 
sequence that might indicate a variant for Kir4.1 at this 
level was not detected. Finally, and to confirm the presence 

Fig. 4  Kir current sensitivity to intracellular acidification in astro-
cytes. a Traces illustrate membrane current (from −170 to +50 mV, 
cells held at −50 mV) in astrocytes monitored in standard whole-cell 
configuration, in either K5, K25, or K25 with 100 µM  Ba2+. b Inward 
current responses elicited by K25 in astrocytes held at −80 mV and 

using different internal solutions adjusted to pH values of 7.3, 6.3, 
or 5.0. A second K25 application was made after 5–10  min under 
whole-cell configuration. c Average Kir current density in astrocytes 
(−80 mV) monitored in pHi of 8.0, 7.3, 6.3, 5.5, and 5.0 (n = 13, 25, 
24, 7 and 16, respectively; *p < 0.05)

Fig. 5  Expression of Kir subunits in OLs and astrocytes in culture. 
a Immunodetection of Kir2.1, Kir4.1 and Kir5.1 subunits obtained 
from OLs and astrocytes by Western blotting. These subunits were 
immunoblotted with anti-Kir2.1, Kir4.1, or Kir5.1 polyclonal anti-
bodies. Cells extracts from OLs and astrocytes were obtained from 
cultures of 2–3 and 12–15 DIV, respectively. GAPDH was used as a 
loading control. b RT-PCR identification of Kir 2.1, Kir 4.1 and Kir 
5.1 subunits from the mRNA from whole brain (B) or OLs from the 

optic nerve after 48–72 in culture. Control (cnt) is the reaction from 
OLs mRNA without RT. c Images illustrate the expression of all three 
Kir subunits analyzed by immunocytochemistry in OLs maintained in 
culture (3DIV). In general, the pattern for the degree in expression 
of Kir subunits was in agreement with the detected by Western blot, 
with a notable presence of Kir2.1 and Kir4.1 in all cultured OLs and 
a lower level of Kir5.1 expression. (bars 20 µm)
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of Kir subunits in OLs, an immunocytochemical analy-
sis was performed to detect the expression of Kir 2.1, Kir 
4.1, and Kir 5.1 subunits in OLs cultured in  vitro for 3 
days. As shown in Fig. 5c, the Kir2.1 and Kir4.1 subunits 
were highly expressed in OLs, whereas the Kir5.1 subunit 
expression was lower and restricted to the membrane of 
several cells.

Sensitivity to  H+ of Kir Subunits from OLs Expressed 
Heterologously in Xenopus oocytes

To confirm that Kir subunits from OLs behave similarly to 
those reported in other cell types, especially with respect 
to  H+ sensitivity, we have heterologously expressed the dif-
ferent subunits in Xenopus oocytes by injecting the cRNA 
for each subunit alone, or by co-injecting Kir4.1 with either 
Kir2.1 or Kir5.1 in a 1:1 ratio. Kir subunits expressed in 
the oocytes were then monitored electrophysiologically. 
Oocytes were held at −80 mV and tested with K25 Ringer´s 
external solution. Inward currents were then confirmed to 
be blocked by 100 µM  Ba2+, in a similar manner to those 
recorded in OLs (Fig.  6a). For intracellular acidification, 
oocytes were superfused with solutions containing sodium 
acetate, as shown in previous studies [25]. This external 

solution was adjusted to distinct pH values in a range of 
7.4–6.3. It has been shown that the cytoplasmic acidifi-
cation in the oocyte decreases from 6.8 to 6.1 depend-
ing on the solution’s pH value [40]. First, inward current 
was generated by K25, then a brief (60  s) application of 
K25-Ac− solution, adjusted to pH 7.0 or 6.3 (reported pHi 
values:  6.5 and 6.1, respectively [40]), produced a reduc-
tion of K25-generated inward current. For example, in 
oocytes injected with Kir4.1 mRNA Kir currents gener-
ated by K25 were reduced by 36.5 ± 3.7 and 64.6 ± 2.4% 
in K25-Ac− solutions adjusted to pH 7.0 and 6.3, respec-
tively (Fig. 6a, c), while reductions in oocytes co-injected 
with Kir4.1/Kir5.1 mRNA were of 55 ± 8.3 and 85 ± 4.8% 
for the same solutions. The lowest sensitivity to acetate-
containing solutions was observed in oocytes injected with 
Kir2.1 alone, but co-injection Kir4.1/Kir2.1 also showed 
lower sensitivity compared to that of Kir4.1 alone, result-
ing in Kir current decrease by 9.8 ± 3.1 and 33.9 ± 3% in 
K25-Ac− pH 7.0 and pH 6.3, respectively. Nevertheless, all 
combinations tested expressing Kir currents were sensitive 
in some degree to acidification by acetate-containing solu-
tion. The same external solutions had no effect on mem-
brane current in control non-injected oocytes, or they pro-
duced small inward currents in oocytes expressing any Kir 

Fig. 6  Kir subunits from OLs expressed heterologously in Xenopus 
oocytes and their sensitivity to intracellular acidification. a Oocytes 
were administered a single or combined injection to express Kir2.1, 
Kir4.1, or Kir5.1 subunits, and they were monitored using voltage-
clamp at −80 mV. Three expression conditions are illustrated as indi-
cated in each panel. Inward currents (Kir) were generated by K25 
superfusion (black traces) and confirmed the blockage by 100  µM 
 Ba2+ (gray trace). During a subsequent application of K25 the K25–
Ac− solution was applied, adjusted either pH 7.0 or 6.3 (green traces), 
to test the effect of cytoplasm acidification on Kir currents. b Con-
trol recordings were made under similar conditions to test the effect 
of the  Ac−-containing solution (K5) on native oocytes or on oocytes 
expressing Kir subunits; the example illustrates co-injection of 
Kir4.1/5.1. c Graph resumes the effect that K25-Ac− adjusted to pH 

6.3 had on oocytes expressing Kir subunits. Each column represents 
the mean (±SEM) of the peak inward current in K25 (black bars) or 
in  Ac−-containing solution (green bars) (n = 3 oocytes in each case) 
for every condition of injection (*p < 0.05, versus the respective con-
trol). d I/V relationships in K25 (solid circles) or K25-Ac− pH 6.3 
(empty circles) within oocytes injected with cRNA as indicated. Each 
data point represents the average of instant current recorded by apply-
ing the voltage-step protocol illustrated in d (n = 4 oocytes in each 
case). e Traces illustrate the time-course of Kir currents monitored in 
cRNA-injected oocytes under the indicated conditions, applying volt-
age steps from −160 to +40 mV (in 20 mV steps), in oocytes held at 
−40  mV during superfusion with K25 or K25-Ac− pH 6.3 as indi-
cated for Kir4.1. (Color figure online)
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subunit but tested with the K5-Ac− solution (Fig.  6b), an 
effect consistent with the inhibition of basal Kir currents 
commonly observed in normal Ringer solution in oocytes 
held at −80  mV. This strongly suggested that solutions 
containing acetate reduced the Kir current through cyto-
plasmic acidification. Moreover, the inhibition potency of 
K25-Ac− solutions was of Kir4.1/Kir5.1 ≫ Kir4.1 ≫ Kir4.1/
Kir2.1 > Kir2.1, a sequence identical to that shown in other 
cell models (e.g., [24]). It was also commonly observed 
that the acetate-containing solution effect was washed more 
rapidly in oocytes expressing Kir2.1 alone or in co-injec-
tion with Kir4.1. The co-injection of Kir4.1/Kir2.1 mRNA 
showed a decrease in peak current as compared to oocytes 
injected only with Kir4.1 or Kir2.1 mRNA (Fig. 6c). This 
result seems to indicate interaction between these two 
subunits [41]. Also, as it has been shown, injection with 
Kir5.1 mRNA alone did not express functional Kir chan-
nels, but co-injection with Kir4.1 mRNA increased Kir cur-
rent sensitivity to acetate (i.e., to acidification; [24, 28]). It 
was confirmed that the effects of K25-Ac− solutions were 
maintained within the whole voltage range of −160 to 
+40 mV (Fig. 6d). A time-course analysis of Kir currents 
during the voltage steps to different amplitudes showed that 
decay parameters, mainly with respect to inactivation dur-
ing hyperpolarizing potentials, did not present differences 
between control currents in K25 solution and Kir currents 
in K25-Ac− pH6.3 (Fig. 6e).

Discussion

In here we provide evidence that Kir currents expressed in 
cultured OLs from the rat optic nerve are insensitive to  H+, 
opposite to that observed in Kir currents expressed in astro-
cytes in vitro.

The appearance of Kir channels in OLs is associated to 
their maturation stage, although the precise relationship 
between both phenomena is not completely understood. 
Once in the mature myelinating stage, Kir currents seem 
to be important in maintaining a proper resting membrane 
potential and in contributing to buffer extracellular  K+ 
concentration, as it has been proposed in several systems 
[13, 18, 42, 43]. For example, a strong negative membrane 
potential would be important as a set point for the func-
tion of voltage-dependent  Ca2+ channels that are involved 
in myelination [44, 45], as well as to maintain the driving 
force for  Ca2+ influx through various conductive pathways.

Despite its apparent importance for OL physiology, 
the molecular identity of Kir channels remains unknown, 
although ample evidence has shown that the Kir4.1 subu-
nit is mainly involved in their conformation. Expression of 
both Kir4.1 mRNA and protein has been detected using dif-
ferent methods and preparations, from extensive genomics 

to immunofluorescence in distinct nervous system regions 
[4, 37, 46]. Moreover, elimination of Kir currents and 
hypomyelination are clear functional and phenotypi-
cal consequences in Kir4.1 KO mice [8]. Kir4.1 is highly 
expressed in astrocytes, a phenomenon that has undergone 
thorough research given the central role of Kir4.1 in buff-
ering extracellular  K+ concentration [47], similar to the 
role in adult oligodendrocyte precursor cells of the barrel 
cortex, which express inwardly rectifying channels that are 
mainly due to expression of Kir4.1 subunit [48] and func-
tion as sensors of  K+ efflux during neuronal physiological 
activity.

We assume that Kir channels made up of Kir4.1 subu-
nits are sensitive to  H+ in their cytoplasmic domain and 
that studying this sensitivity will provide insight as to their 
possible composition as either homomeric or heteromeric 
channels. It is known that Kir4.1 homomers are inhibited 
by intracellular  H+ with a pKa close to 6.0 in distinct cell 
models. Their sensitivity increases greatly when Kir4.1 
heteromerizes with Kir5.1, in which case pKa increases to 
around 7.3. Thus, acidification of the intracellular medium 
would confirm Kir4.1 involvement and a possible associa-
tion with other subunits. We showed that inwardly rectify-
ing currents in cultured OLs isolated from the optic nerve 
increase with time, as it has been previously demonstrated 
[6, 31], and observed that this was concurrent with the 
expression increase of specific myelinating proteins (MBP 
and MAG), results that were also in concordance with 
previous studies made recording OLs from rat optic nerve 
in  situ [49]. The general characteristics of inwardly rec-
tifying currents in OLs, and their strong blockage by µM 
 Ba2+ concentration, indicate a main role for Kir channels 
throughout the whole recording period in culture. How-
ever, when OLs were monitored using intracellular solu-
tions adjusted to one of several pH values in the range of 
8.0 to 5.0, the Kir current density did not show dependency 
on pH. This result was unexpected and we have discarded 
some possibilities that might to explain this lack of sensi-
tivity to  H+.

Since Kir channel sensitivity to  H+ might be modulated 
by some other intracellular molecules, such as cAMP [49] 
or PIP2 [50], we made experiments to produce acidification 
by superfusing an acetate-containing external solutions, 
and we recorded Kir currents using gramicidin-perforated 
patch-clamp. The results confirm that Kir channels in OLs 
were not sensitive to a decrease in the intracellular pH by 
acetate superfusion. Although  [H+]i monitoring via the 
fluorometric method and current recording were not done 
simultaneously, it is important to note that a decrease in pH, 
as quantified by pHrodo-Green, was observed in more than 
97% of the cells. Nevertheless, acetate superfusion pro-
duced small outward currents that were not dependent on 
the extracellular  K+ concentration, and therefore were not 
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mediated by Kir channels. In contrast, Kir currents in astro-
cytes were indeed affected by intracellular acidification, as 
expected for Kir channels where Kir4.1 was involved. This 
indicated that insensitivity in OLs was cell-type specific.

Qualitative and quantitative changes to DNA encoding 
Kir subunits in OLs and/or in their subunit composition 
might result in changes to  H+ sensitivity. In this study, we 
explored whether the mRNA expressed in OLs had changes 
that might explain the insensitivity of Kir to pH. The results 
(using Western blot, RT-PCR, and immunocytochemis-
try) showed robust expression of protein for Kir4.1, Kir2.1 
and, to a lesser extent, Kir5.1. These three subunits were 
cloned from OL mRNA, and we found that the sequence 
for all of them was identical to the one reported before in 
several cell types. Finally, we confirmed that heterologous 
expression of Kir subunits cloned from OLs were sensitive 
to acidification using the Xenopus oocyte model. Similar to 
experiments on OLs, oocytes expressing Kir channels were 
intracellularly acidified by superfusing them with sodium 
acetate-containing solution. The potency of inhibition was 
of Kir4.1/Kir5.1 ≫ Kir4.1 ≫ Kir4.1/Kir2.1 > Kir2.1, regard-
less of the external solution’s pH in the range from 7.4–6 to 
6.0. This order of sensitivity to acidification was expected 
for the heteromeric Kir4.1/5.1 channel, and the Kir4.1 
and Kir2.1 homomers, as previously demonstrated (e.g., 
[24]). Nevertheless, it is important to note that we consist-
ently observed a decrease in Kir current when Kir4.1/2.1 
mRNAs were co-injected, as compared to single subunit 
expression. We also observed that all the combinations of 
recombinant Kir channels expressed in oocytes were sensi-
tive to acidification in contrast to their native counterparts 
in OLs.

Together, these results strongly suggest that the major 
Kir subunits present in OLs are identical to those previ-
ously cloned including their sensitivity to acidification 
when were heterologously expressed. Therefore, we favor 
the hypothesis that pH sensitivity is modulated through 
some other cytoplasmic and/or membrane mechanism in 
the cultured myelinating OLs.

Kir channel sensitivity to  H+ has been extensively 
studied, and efforts have been made to identify the  H+ 
sensor in the channel structure. Early studies [41, 51, 52] 
signaled the contribution of the residues R41, K80, and 
R311 in human Kir1.1 (R29, K67, and R297 in Kir4.1) 
as an essential domain for  H+ sensing. However, recent 
evidence supports the idea that these residues are part 
of the gating mechanism, and are not properly  H+ sen-
sors [53–56]. Moreover, a random mutagenesis screen-
ing assay made on Kir1.1 and chimeras of Kir1.1/Kir4.1, 
expressed in S. cerevisiae, showed that it is not possible 
to identify a unique set of titratable residues that confer 
 H+ sensitivity [57]. Instead, it has been proposed that a 
series of salt-bridges, intersubunits and/or intrasubunit, 

accounts for the intrinsic  H+ sensitivity of Kir channels; 
the result of protonation would be a destabilization of the 
open channel state, thus decreasing channel activity [57]. 
The behavior of Kir channel activity in OLs seems to be 
singular since several Kir channel subtypes are sensitive 
to  H+ concentration [16]; however, some of them react to 
lower pH (e.g., Kir2.1 subunit), and we cannot exclude 
the possibility that Kir channels in OLs might close at pH 
below 5.0. In any case, and opposite to the effect of pro-
tonation, Kir channels in OLs seemed to be in a condition 
where open state was stabilized. Evidence from other cell 
types have demonstrated that sensitivity to  H+ is modified 
by PIP2 binding to Kir subunits, for example, PIP2 bind-
ing to Kir4.1/Kir5.1 heteromeric channels reduces their 
sensitivity to  H+ [24, 53] (see also, [58]). Evidence for 
a possible modulatory role of PIP2, or other modulators, 
in OL Kir channels will require further analysis. Alter-
natively, Kir channels in OLs may be closely associated 
with a modulatory protein(s), a type of regulation which 
is indeed common within the Kir channel superfamily.

It is also important to note here that whatever the 
mechanism of suppression of sensitivity to pHi, it is spe-
cific to the Kir currents in OLs, since astrocytes presented 
a typical inhibition by low pH. Intriguingly, Kir currents 
carried through Kir4.1 subunit-containing channels in 
OL precursor cells in the adult brain [48] have  H+ sensi-
tivity, as expected for their respective homomers. Thus, it 
might be that this feature is actually modulated through-
out development, and is expressed differently among OL 
lineages or regions in the nervous system. We cannot 
exclude that insensitivity to  H+ demonstrated here might 
be a feature of myelinating OLs maintained in vitro, and 
further analysis using in situ preparations will be neces-
sary to explore this possibility. In addition, it will be of 
interest to analyze species differences, especially with 
human OLs, information that might be of interest to 
understand Kir currents role in pathological conditions.

H+ sensitivity regulation in Kir channels may provide 
OLs with a pathway to control diverse membrane pro-
teins that depend on the resting membrane potential to 
function. The optic nerve, like many tracts in the nerv-
ous system, has a large energy demand, and the metabolic 
pathways that help to maintain a proper source of energy 
involve strong interactions between neurons and glial 
cells (e.g., [59]). Homeostasis of  K+ and  H+ is funda-
mental for this purpose either under normal conditions or 
during intense neuronal activity. A mechanism to control 
Kir channel sensitivity to  H+ in the range demonstrated 
here may ensure the stability of the membrane resting 
potential and of the ionic gradients necessary for many 
functions that might be unbalanced during intense axonal 
activity, such as  K+,  H+ and  Na+ concentrations in both 
sides of the OL plasma membrane.
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