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INTRODUCCION

éPor qué son importantes el pH intracelular y el volumen celular
acuoso?
La integridad funcional de una célula depende de muchos factores, entre los

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

(VCA). Practicamernité no existé proceso celular que no sea 6 pueda ser influido por

el pH.%Aéi,’ a concentracién ‘intracelular de.iones hidrégen

termodinamico, es decir, el H* no se encuentra distribuido pasivamente a través de

la membrana. Este desequilibrio termodindamico es generado y mantenido por
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proteinas espec1ahzad1s (SIStemas de trar\sporte) que se encuentran prxncnpalmente

a: mayorla de los casos, estas protemas

en la - men1brana plasméhc

adaptacién evolutjva ‘fue la distribucién asimétrica de macromoléculas cargadas
neg’ltlvamente, a las cuales la membrana es impermeable. Esto resulté en la
generacién de fuerzas a través de la membrana plasmaitica (fuerzas de Donnan)

que tienden a producir edema (hinchamiento) coloidosmético en las células
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animales, que ademés de ,ser'permeab]es al,agua, :carecen( a‘diferencia“de las

‘efecto’ Donnan; las

vegetales, de una pared celular rlglda.V arav neutrahzar el

intracel la)

alteracione:

hipera
neuronas

nervioso;/el

‘y:mantienen el

VCA en ‘células ne

que: muestran ana relacxén intima entre los mecanismos

de regulac16n del!pH; os del VCA (Gleeson et aI 1990; Bevensee et al, 1999). Sin

exnbargo, esta elacxén ha 51do poco estudiada debido a la carencia de técnicas que

permitan 1a medlcxén simultdnea del pH; y del VCA con suficiente sensibilidad y

resolucién temporal en células individuales. El objetivo fundamental del presente

9




trabajo fue validar una.nueva técnica de- mzc;oscopza de ﬂuorescencm que permzte tales

medu:zones. Adexnés,,se muestran resultados obtenldos utlhzando dlchavtécruca,

herniacién ‘del tallo. cerebral. La técnica validada en esta tesis provee una

herramienta titil para estudiar la fisiopatologia de este edema citotéxico.

L Como pueden medirse simuitaneamente el pH intracelular y el
volumen acuoso en una misma célula?

Para el estudio del pH; en células individuales se emplea con frecuencia al
colorante fluorescente 2’,7’-biscarboxietil-5,6-carboxifluoresceina (BCECF), cuya

ﬂuorescenma cuando se exc1ta a 505 nm, es muy sensible a cambios en el pH (Rink

y Tsien, 1982) Este colorante ofrece muchas ventajas sobre otros que se emplean

con el ‘;n‘imm Sor ejernplo: su pKi cercano a 7.0; la posibilidad de ser

esterificado, lo que permite introducirlo a las células de manera no invasiva; el

10



hecho de que el colorante esterlﬁcado que ha entrado ala cé]ula sea susceptlble ala

desesterlflcamén por enzunas celulares natlvas, lo que conduce a: la exposxcxén de

enel cual la

ensible‘a’ cambios ‘en la

concentracx()n el olorant

Al ser ndependlente deI pH lé »ﬂuo.x'e’s;;eric‘i'a del BCECF eniel punto

VCA, medlante ‘una  serie “de algontmo desarrollados': para’ otro colorante

ﬂuorescente.

11
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MARCO TEORICO

Validacién de un método de medicién
De acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) la validacion de
un méfodo de medicién se realiza con la finalidad de asegurar que una
n1et6c:l‘o‘kl<’:>’giélk énalitica dada sea exacta, precisa, especifica y reproducible; ademas
provekek una garantia de confiabilidad para el uso rutinario del método en cuestion.
Alguﬁas veces la validacién se describe como el proceso de aportar evidencias
documentadas de que un método hace aquello para lo cual estd disefiado (Swartz y

Krull, 1997)

Para considerar validado un método analitico se requiere que se satisfagan

los siguientes criterios

1. Exactit: Es e é;lb‘dé'éercalIia entre el valor medido y el valor que se

acepta como rea i Las medidas de exactitud’pueden realizarse por

comparacién:d ) obtenldos éiéz}rtir_ de gna;jmuestra, con aquellos
obtenidé; p .
resultz‘idk’os
trabajo la e
1000/T, do

determinaci dxies ‘del pH;

13



2. Precision Es la medlda del grado de repetlbxlxdad de un método anahtnco

bajo operac16n normal Generalmente se’ expresa como el porcenta]e relatlvo de'la

equipb} ‘entre otros

resu]tados obte do

En el presente t-rabajo solo se evalué la ‘precisién’ entre ensayos y la precxslén

interrnedia para las determinaciones del volumen.

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

especificamente él o los pardmetros de interés en la presencia de elementos que

14



puedan produclr interferencia en las medndas., En esta. tesis -se- evalué la

111sen51b111dad al’ pH de la’ fluorescencxa en el PI que reporta cambxos en'el VCA asi

como la 1nsen 3 blhdad ‘del CF (mdlcador de 10  ,«lo_s ‘cambios en

la concentracxon del BCECF.

4. Limite de deteccién. Se define como el camblo mxnxrno de la varlable o
parametro que se va a medir, que el método es capaz de: detectar, aunque no sea

necesariamente cuantificable.

5. Limite de cuantificacién. Se define como el cambio minimo ‘del
parametro que pueda ser medido con el método, de tal manera:que sea cuantificable

con precisién y exactitud aceptables, bajo condiciones operativas.. .

6. Linealidad y Rango. La linealidad es léféa‘pyziéida‘ el‘méqd:dé:paré dar

medidas que sean directamente propo;c_ionél'es OhCehfgpaciéﬁf;v daeluypérémetro
en cuestion dentro de un rango dado E ' ‘es a .se- s dléA la relacién existente
entre la concentracxén del BCECF - la ﬂuorescencnér emitida. La linealidad
generalrmente se expresa como la vanar;za de la pendiente de la regresion lineal
ajustada a los.datos. El mngo es el intervalo cerrado entre el mayor y el menor nivel
del parametro en cuestléng que se determina con precisiéon, exactitud y linealidad

adecuadas.

15



7. Reproducibilidad (Ruggedness). De acuerdo con la USP, es el grado de

reproducibilidad de los resultados obtenidos ba]o una’ varledad de cond1c1ones,'

in"embargo se cumplié con las

qqéllo~paia lo que fue disefiado:

linealidad

Exactitud, precisi6n; especificidad

16



Medicion del pH citosdlico
Hace tan s6lo un cuarto de siglo, los interesados en medir el pH intracelular

(pHi)vsHél‘o', se ‘iiir'rii‘ta'ban a obtenerlo a partir de la distribucién de‘é'ci:g‘ic‘;.csri ‘o}bés;es

débilesa través dela membrana plasmatica, o lo mediah ‘directamente “'con *

es que los n dos basados en el uso de indicadores fluorescentes son no invasivos

o destructivos

El colorante fluorescente BCECF
El BCECF es el indicador fluorescente que se usa actualmente con mayor
frecuencia para medir el pHi. Presenta su maxima sensibilidad al pH cuando se
excita a ~505 nm y su fluorescencia en ese punto es proporcional al pH del medio

en el que se encuentra diluido.

17
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Figura 1. Estructura del colorante fluorescente 2,7-bis(carboxietil)-5- 6 -6-carboxifluoresceina (BCECF).

Como. ya se mencxoné brevemente, el BCECF txene varias caractenshcas que
le permlten ser.  mas ef1c1ente en la medlmén : de pHi que otros colorantes

alternativos. Entre ellas destacan:

1. Su pKa de ~ 7.0. Dado que, el BCECF n 'ééidb"débi _cuya‘flub‘r’e‘scencia

S_cé}ricia del BCECF es insensible a cambios
en el pH; e enc -ifrit‘ilf‘cbjr'no un indicador de la concentracién

inti-racyerlulkéi dgl [

18



3.

Su nimero de cargas (cuatro o cmco) cuando se encuentra al pH flSlOléglCO.‘

Estas cargas negatlvas 1mp1den o dlsmmuyen 51gn1f1cat1vamente la salida

structuras

variaci ne ,pH;del medno ven el que se encuentra diluido. Esta

propledad del BCECF permite la medicion selectiva del pH: mediante un

cociente de ﬂuorescencias (CF). Esto es, la medicién del pH; empleando el
cociente de dos fluorescencias del BCECF, obtenidas cuando éste es excitado

19



a dos longitudes de onda diferentes (ej: 505 nm y 440 nm), evita los errores
debidos a: cambios en la forma. celular, salida de colorante,
fotoblanqueamiento o apagamiento (Dixon y Wilson, 1995, Bevensee y
Boron, 1998).
Calibracion de las sefiales del BCECF sensibles al pH. Calibraciéon
del cociente de fluorescencias
La calibracién del colorante como un indicador del pH brinda la posibilidad
de transformar los valores de CF a valores de pH. Para ello, se registra el CF del
colorante diluido en una solucién acuosa a diferentes valores de pH conocidos.

Esta solucién pu de estar conteruda en. una cubeta de espectrofluorometna, en una,,

camara tracelular, es decnr,' en. el c1tosol Una

e un ajuste no lineal

enr parémetros corregldos que

g ames-‘KVrgclsg 1992; Boyarski et al 1996): )

‘ CFI - CFlmn
pH = pK +log—— —— Ec. 1
’ Can.r - CF’

Donde:
pKa = pKa del colorante
CF; = Cociente de las fluorescencias a cualquier tiempo
CFmax = Cociente de las fluorescencias al nivel mas alcalino

CFmin = Cociente de las fluorescencias al nivel mas acido

20



Existen cué&d'métodOS'para calibrar la senales del BCECF sensibles al pH:

1;1 vlho” ,2) rizedidns de pH; independientes de medidas de

1) callbraczon en celda (metod -

ﬂuorescencm;' aproumncxon del metodo con-alto K+ y mgerlczna y 4) el método de los

puntos nulos.

sean diferentes. Por lo tanto, la calibracién en celda no se considera confiable.

En el segundo método, se obtiene una aproximacién mas satisfactoria para
calibrar al colorante intracelular. En este caso se emplea un método alternativo (no
fluorométrico) para obtener una estimacién del pHi en la misma célula o al menos

en una cél‘ullé"o’rnp‘arable,v “posteriormente el pHi estimado se relaciona con un

valor de C *de cblofaiitéé:'ixjh"a’c‘:élﬁiéf.f-I‘El‘:r'néto‘do alternativo para estimar al pH;
puede ser:.el'd icroel t‘tfogqéfgéiéétiVos ‘a H* (Chaillet y Boron, 1984. Nett y
Deitmer, 1996 ‘el de réééﬁancia magnética nuclear (Roos y Boron, 1981). Los
microéleétfodéé ﬁog‘excelentes pero son invasivos, destructivos y s6lo pueden

usarse en células muy grandes, como las de invertebrados. En lo que toca a la

21



resonancia, - s6lo ‘pueden obtenerse calibraciones aproximadas y “se tiene. la

desventaja <. de’ 'que "los - experimentos - se deben ‘realizar’ bajo ' condiciones

comparables ‘de temperatura y buffer (Bevensee y Boron, 1998 ';tstprer'tnitye

medidas con resolucién temporal adecuada.

alidad, el método de alto K* y nigeriéiné és"ellfxﬁ’é's-c” Vr‘i"lﬁynx‘ﬁente

usado:. Este consiste én exponer a las células a una solucié

quimico’ transmembranal:: de

transrnembra’na‘l' delH (Apm)sElApk yel'ap

Ec. 3

donde R es:la cohstahte; univé_rézi -de:los gaées, T es la temperatura en grados
Kelvin, [K*] y [H*] es la concentracién de;K* y H+ respectivamente. Los subindices
i y ¢ se refieren'el espacio’ 'in‘,‘trak'y:,gxt:at:éli.llar, respectivamente. Ahora, si.-Aux =
AunH, entonces: ) .
71 &~

= Ec. 4
[#+]. [x* ]




De aqul se puede deducu' que si [K*]c = [Kf]:; entonces. [H*]; se igualara a

(Boyarskx et al 1996)

El cﬁéii-to ‘métodode cﬁlil}réciéh eié‘e ulos : Este se

niétodo. de’ los f’;;ln'iit»os:‘

basa en que al someter: una célula a’una;solucién que contiene un écxdo (eJ

]a forma

opqentracuﬁn _de

efecto del pElisobre:las particulas }'@eunjas que han entrado a la célula. Si la

produccién y pérdida de H*; originados por la entrada del dcido y la base deébiles

23



es de la- mlsma magnltud entonces el pH.;no se’ modlflcara En'este punto,

suponlendo que el pKa del éc1do y de l’ base se: ”el mismo dentro y fuera de'la

Donde:

pKap = pKa de] z‘:cxdo déb11~
pKep = pKa de ]a base débl] :

[Ble = Concentrac16n extracelu]ar de la forlna neutra de la base dél:nl

[HA)e = Concentrac16n extracelular de la forma neutra del écxdo déb11

las células a

i real es’
igual al P céluia,
entonces no; in ce io neto en el pHi. A este hecho se le llama PUNTO

NULO y se manifestara "éXpefimentalmente como la invariabilidad del valor del CF

24



del colorante intracelular al cambiar la perfusion de la solucién isosmética a la

solucién nula.

Si'ele;i»lor' deli'pH{ gésfufriése por ayr;'iba ‘k_de'l':_;v'al'oridél'_pHN,éSpé;QﬁifigédO para’

Bevensee et al,1998)

‘El método de'los “puntos nulos”. se 'Conéidégé"él'i.rri‘ejor"métbd(‘)', para estimar

el pH;, sin:embargo,  proporciona informacién acerca de'u

que tiene poca’resolucién temporal y que la exposicién’ de- las células a las

soluciones:d libracién las puede danar de manera irreversible. Sin embargo,
tiene la enorme ventaja de que puede usarse para corregir el error introducido por

el método de alto K* y nigericina, de tal manera que utilizando los dos métodos

pueden obtenerse medidas del pH: de la mayor exactitud.

Medicién del volumen celular acuoso mediante técnicas
fluoromeétricas

Recientemente se han desarrollado técnicas de microscopia de fluorescencia

que permiten determinar cuantitativamente cambios en el volumen celular acuoso

25



(VCA)-de un sélo elemento‘célular, ocasionados: por estfmulos‘ fisiolégvicos tales

como neurotransmisores y-hormonas;’ o patolégicos :como-sustancias’ quimicas:

'fVCA=] B ) Ec. 6

Donde:
VCA = Volumen celular acuoso.
N = Ntimero de moles del marcador fluorescente en el citosol.

Cm = Concentracién intracelular del marcador fluorescente.

Hipo 10'7. Hipeoer

Volumen celular
normal

Figura 2. Relacion entre la concentracion del colorante intracelular y ¢l VCA. Las esferas azules representan la
misma cClula en tres condiciones diferentes: CENTRO, en condicién isosmética; IZQUIERDA en condicion
10% hiposmética; DERECHA, en condicion 10% hiperosmética. Nétese que al mantener constante la cantidad
de colorante (esferas naranjas), la concentracion intracelular de éste depende de manera inversa del VCA,
como lo indica la Ec. 6.
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De la Ec. 6 se deduce que ‘si la cantldad de moléculas del marcador (Nm) se

'los camblos en el VCA ' sé ‘relac1ona’ d ‘manera nversa:a. la

rnantlene constante,

etal, 1995)

Ec. 7
Donde:k
¢b= EflClerlCla cuéntlc‘ '

Constante que involucra los factores éptlcos cle mst—rurnentacxén.

dilucién o concentracxén del mlsmo en:e ¢ citos6lica. Experimentalmente, el

registro de estos cambios de ﬂuorescer_l' liza a partir de una pequena region

de la célula cargada con el fluoréforo, usando un microscopio de fluorescencia
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convencmnal © un mlcroscoplo confocal Tal reglén se ubxca en la zona celular de

ayor 1ntensndad de ﬂuorescenc:a (generalmente en’ el centro de la célula) y esta

’dehmltada po una:a 'ertura c1rcular (mecénlca o dlgltal) en el P no: focal cuyo

GO

Figura 3. Posicién y tamario tipicos de la region usada para medir cambios en el VCA. La fotografia superior
muestra un grupo de células NG108-15 observadas con microscopia de contraste de fase. La fotografia inferior
muestra el mismo grupo de células, ahora cargadas con un colorante fluorescente, obscrvadas con mlcroscop[a

de fluorescencm

Los colorantes fluorescentes que se han empleado para medir cambios en el

VCA de vy‘yayftias lineas celulares son: La Calceina, el BCECF y el Fura-2 (excitando a

los dos ultimos a la A correspondiente a su punto isosbéstico). De estos fluoréoforos,

el que se emplea con mejores resultados, dadas sus propiedades, es la calceina.
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La técnlca que emplea a la’ calcelna ‘como 1nd1cador ha su:lo valxdada en

varias celulares

lmeas ; Neuroblastoma—Ghoma ~ ING108-15,

conSistentes o}

dxspersuSn e luz:(que mide’'cambios'de volumen en’ poblaciones) o'el de secciones
6pt1cas obterudas medxante contraste dlferencml de 1nterferencia y video-

microscopx’a (Crowe et al, 1995).

Calibracién del BCECF como un indicador del volumen acuoso
Las seniales de fluorescencia del colorante intracelular pueden calibrarse
para-cada célula individual. Esto se logra exponiendo la célula a cambios discretos
en la osmolalidad externa, durante los cuales la célula no regule su volumen. En

estas condlcxones las propxedade osméhcas de las células son lmeales, siguiendo

,of ';(véase la Ec 8), de manera que cada célula

funciona co o osmémetro y por ende cada una puede calibrarse “contra

si misma’” (Al rez-Leefmans et al, 1995).

La calibracién de las sefnales de fluorescencia del BCECF sensibles
exclusivamerite a cambios en el VCA es la misma que se ha descrito para la
calceina. En dicha calibracién se emplea al cociente Fr/Fo (fluorescencia relativa),

donde Fo es la fluorescencia de una regién de una célula expuesta a una solucién
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control con‘una pre516n osmétlca Tt (solucxén 1sosm6t1ca) y Fr es'la: ﬂuorescenc1a

de’la misma reglén de la célu]a cuando ésta se expone a‘una soluc16n de prestén

o/FT1) como una

° 9o : ’ Ec. 8

La: dlferenCI ‘entre la pendxente expenmental v la respuesta 1dea1 se debe a que no

‘osmolavhdad externa. Esto

externa. 1 ) i fluorescentes a cambios en el VCA es

necesari enerse por permeabilizacion de la

n1embrana celular’con:sustancias: tales como la digitonina. Sin embargo, el uso de

digitonin e la:Fy debido a que este agente no soélo
permeabiliza amembrana plasmética sino que también a las membranas

internas.. Mas atn, los poros que la digitonina le hace a la membrana plasmatica

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

la membrana  plasmatica- .es ‘la’: toxi - proteina " secretada - por

Se ha encontrado’

toxina alfa corresponde ala‘in

con el ¢je de las ofdehédaé’, p:cirwl'

et al, 1995; Alvarez Leefrnia_ns,ﬂ

que son equivalentes 'a'V‘/V;) (db dé e

inicial), se calculan.empleando:la ',,Slgullehte,‘ecuamé (Alvarez-Leefmans et al,

1995):
0 . F;
v, F, Ec.9
V0 ‘1 — Fb
Donde:

V¢/Vo = Volumen relativo al tiempo t
FolFy = eciproca de la fluorescencia relativa al tiempo t

Fp = Fraccion de fondo

31






PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe evidencia de que la regulacién y/o el mantenimiento del pHi y del
VCA comparten varios mecanismos de transporte (Gleeson et al, 1990; Bevensee et

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

de esta’importante relacién reciproca, el estudio 'de los mecanismos que participan

y la importz ‘interacciones reciprocas se sospecha’ pero no:se-conoce.

Esto se "dieb'e’,", gfa‘ﬁ':-pérfé, ‘a'la falta de una técnica validada para la medicion

simultanea de cambios en el pH; y en el VCA.

Se ha sugerido que la técnica de microscopia de fluorescencia cuantitativa
que emplea al BCECF para medir el pH; también puede usarse para medir el VCA.
Esto es posible dado .que- el colorante en su espectro de excitacion presenta un

alrededor de los 440 nm donde su fluorescencia es insensible

punto isosbéstico ()

a cambios en'el:pH

o:es sensible a cambios en la concentracién del colorante,
de manera que puede emplearse como un indicador la concentracién citosoélica del

colorante: De esta. ménera, el BCECF puede usarse para medir el pH; y el VCA de
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manera SImulténea como se‘indica a continuacion:. Los camblos en el pHi se 51guen

de rnanera contlnua reglst-rando el cocxente de las ﬂuorescenc1as resultantes de

excitar y a. la 7\. correspondlente a su PI (~

que ]oé_‘cambxos' en’el: CA se 1nf1eren de la fluorescencia del colorante en: su PI

(Muallem et al, 1992).

HIPOTESIS

Recapltulando, el BCECF es un colorante cuya ﬂuorescencm‘es sensnble a.

an‘lblos de va—I (excepto en el PI), que posee caracteristica: mi favorables . tales

como urn"pK;_(‘de 7.0, varias cargas negativas y la posib111 ! uci dla 3

intracelular. La-l ip,dtesis central de esta tesis es que el BCECF puede usarse para
medir simultineamente pH; y VCA en células individuales. Para ello es necesario

validar el método, esto se logra entre otras cosas, probando la sensibilidad del
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colorante al’ pH: y detetmmando sus caractenstlcas espectrales en -el interior

celu]ar, 1nc1u1das desde luego la dEtermlnacxén exacta de su PI in 'mvo, venfxcando

que éspe;no, cambl
que estos: puntos

de'sari'c;lla;cll’ par:

Alvarez—Leeﬁnans 1995) puede adaptarse para el caso del BCECF.

OBJETIVOS

Objeti?é géttera l

Validar a técnica de microscopia de fluorescencia cuanntanva que emplea

al colorante u rescente 2’,7’-biscarboxietil-5, 6-carbox1ﬂuoresce1na (BCECF) para

manera significativa por factores instrumentales como son los aditamentos Spticos

empleados.
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2. Demostrar: que ]as~propiédades fisicoquimicas del medio intracelular no

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

'incluy'e"lréfdét:e 1 PL del BCECEF en el interior celular.

r. qt.:ie"} 'el" cbeﬁciente de las fluorescencias (CF) del: BCECF
: egu m ento del pHi no se afecta por camblos en la concentramén

del colorante cuando éste se encuentra enel 1nterlor celu]ar

4.‘Der’nostra1'- e las senales de ﬂuorescencm obterudas cuando se excita al

BCECF en su PI:so confxables para 1nfer1r de ellas ‘los cambios en el VCA

n1ed1ar1te los algoritmos empleados'en la técnlca Con calcexna

5 Realxza e los ‘mé odosmde calibracién de las seiales

ﬂuorescentesrdel BCECF que son sensxbles al pH

6. Mostrar uh’k ejen’nplo dél uso del método.
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SOLUCIONES EXPERIMENTALES

Determinaciones in vitro

Para las determinaciones de los espectros de excitacion del BCECEF libre, in

vitro, se emplearon soluciones con la siguiente composicion:

Sustancia Solucion base | Soluciéon base | Soluciéon base

de pH 6.4 de pH 94 de pH 7.3
KCi 130 mM 130 mM 130 MM
NacCl 10 mM 10 mM 10 mM
MgSO4 1mM 1mM 1 mM
MOPS 10 mM 10 mM 10 mM
pH *6.4 * 9.4 *7.3

* El pH se ajusté con NaOH 1 M

Tabla L Soluciones para la determinacién de espectros de excitacion en la celda espectrofluorométrica y en la
camara de experimentacion sin células,

Solucion concentrada de BCECF dcido libre
Se préba;é una solucién de BCECF libre a una concentracién 2 mM,

empleando coinb disolvente una solucién 10 mM de MOPS a pH 7.0.

Determinaciones en el interior celular.
La tabla II indica la composicién de las soluciones empleadas en. la
determinacién de los espectros de excitacién del BCECF en el interior celular (in

vivo) y en la medicion de cambios en el pHiy en el VCA.
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Sustancia SEE? SI2 HIPER 10% 3 | HIPO 10% 4 | NH,Cl 20 mM 3
KCl1 5.6 mM 5.5 mM 5.5 mM 5.5 mM 5.5 mM
CaCl2 2.5 mM 2.5 mM 2.5 mM 2.5 mM 2.5 mM
MgCiz 1.25 mM | 1.26 mM 1.25 mM 1.25 mM 1.25 mM
HEPES 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
NacCl 130 mM 120 mM 120 mM 120 mM 100 mM
Glucosa 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NH,CI 0 [9) [¢] 0] 20 mM
Sacarosa 55g/l* 11.5g/1* 23.0g/1 * 0 11.5g/*
Osmolalidad 306 306 331 275 306

Todas las soluciones se ajustaron a phl 7.3 con NaOH 1 M.

1 Solucion Estandar Externa * La cantidad ncecesaria para obtener la osmolalidad indicada

2 Solucion Isosmética

3 Solucién 10% Hipecrosmética

4 Solucién 10% Hiposmaotica

5 Solucion isosmética con 10 mM de NH,Cl

Tabla I1. Soluciones empleadas en las determinaciones intracelulares.
Solucion concentrada de BCECF AM.
Se prepard una solucién de BCECF AM a una concentracién: de 10 mM,

utilizando DMSO como disolvente.

Solucion de cargn
La solucién de carga se preparé a una concentracién de 5 uM de BCECF AM
diluyendo 2.5 ul de la “solucion concentrada de BCECF AM” en 5 ml de la solucién

estindar externa.

Calibracion del cociente de las fluorescencias del BCECF
intracelular.

Método de puntos nulos
La composicién (en mM) de las soluciones empleadas en este método de

calibracién se indica en la siguiente tabla:
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pH nulo

Sustancia 6.6 6.9 7.0 7.1 7.2 7.3
KCl 5.500 5.500 5.500 5.500 5.500 5.500
CacClz 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500
MgCl. 1.250 1.250 1.250 1.250 1.250 1.250
HEPES 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000
NacCl 68.565 105.583 110.165 113.057 114.881 116.032
NH4C1 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000
NaProp. 49.435 12.417 7.835 4.943 3.119 1.968
Glucosa 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000
Sacarosa 11.5 g/t 11.5 g/l 11.5 g/l 11.5 g/l 11.86 g/i 11.5 g/t

El pH de cada solucion se ajustéd a un valor de 7.3 con NaOH 1 M y la osmolalidad a 306 mOsm mediante la
adicion de sacarosa

Tabla II1, Composicién de las soluciones para la calibracién con el método de puntos nulos

Meétodo de alto K* y nigericina.

1. Soluciones externas

La composicién (en mM) de estas soluciones se indica a continuacion:

Sustancia A B C D E F G H
KCl 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00 130.00
CaCl; 2.50 2.50 2.80 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
MgCl: 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
HEPES 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67
MES 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67
EPPS 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67
Glucosa 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Sacarosa 12 gll 10 gl 11g/l 10 g/l 9 gl 8 g/l 7 gl 6 all
pH 5.8 6.2 6.6 7.0 7.4 7.8 8.2 8.6

El pH se ajustd con una solucién de N-metil-D-Glucamina 1 M.

Tabla IV. Composiciéon de las soluciones para la calibracién con el método de alto K*/nigericina

2. Solucion concentrada de nigericina

Se preparé una. solucién de nigericina a una concentracién de 10 mM,

usando etanol como disolvente."
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3. Soluciones externas con nigericina

Morrferitosantes de realizar la éalibfat:ién, se tomoé una alicuota de 5 ml de

cada "SOIili:irén"exrt"erna vy se le'adiéiaﬁ ron 2.5 pl de la solucién concentrada de

nigericina, para obtener una concentracxén flnal de 5 uM del ionoéforo.

NOTA:

Los reactivos NaCl

propionato de sodio,” N

con un osrnémetro de presién de vapor (5500, Wescor In ) : = 5 soluc1ones

re n11d16 con'un potencxémetro (Accumet Basic pH meter, Fisher Sc nnﬁc)
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MATERIAL BIOLOGICO

Corno ‘rnodelo experimental se utilizaron células NG 108-15, una linea

celular-’ neural ‘en: cultlvo Estas células son un hibrido obtenido a partlr de una

lmea celular

e'ghoma de rata Yy de otra de neuroblastoma de ratoéon,. por lo tanto,‘

a otros frascos para. div

Para’ diferénciarlas,’ ransfirieron a cajas de Petri conteniendo

un cubréébjetos,circqlar,- e25 ‘'mm de diametro, previamente esterilizado y tratado

con péli-D

-lisina“ p;u'a lograr la fijacion de las células al cubreobjetos. La
diferenciacién celular se indujo mediante la adicién de un medio bajo en suero
fetal, compu"esrtyoide: 98% de DMEM, 1% de FCS, 1% de HAT, 1% de L-glutamina, 1

mM de teofilina y 10 utM de prostaglandina Ei (Kasai y Neher, 1992). Las células se
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incubaron a 37° C en 5% de CO3/95% de aire atmosférico filtrado. Las células se

utilizaron para los experimentos 2 a 7 dias después de iniciada su diferenciacién.
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MEDICIONES DE LAS SENALES DE
FLUORESCENCIA

Determinaciones en la celda espectrofotomeétrica
La determinacién de los espectros de excitacion del BCECF en la celda se
realizé6 empleando un espectrofluorémetro SLM Aminco 8100, que utiliza como

fuente de luz una ldmpara de Xenoén de 400 wats. El ancho de b,anda“ para‘‘el

(DMX1100) ‘se’ fij6 eri,

espectral ni en el monocromador de excitacién:ni en el de emisién.
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Determinaciones en la camara de experimentacion y en el interior
celular.

En estas determinaciones se emple6 un microscopio invertido (ver adelante)
equipado con un sistema de epi-iluminacién. Este ultimo consiste en un cubo que
contiene un espejo d1croxco (cuyo diseiio le perrnlte reflejar o transmu:lr la luz

incidente, dependlendo de sﬁ A.) y un flltro que selecmona la A de la qu ermtlda El

espejo dlcrom

45° con respecto al

usaron ade

jetivo Fluor 40X de inmersién en aceite con una apertura
Nikk n). El objetivo se puso en contacto a través del aceite con la

superficie inferior del cubreobjetos que queds sujetado en el fondo de la camara de
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experimentacién. La luz de ‘excitacién’ pasé a través del objetivo el cual la

“condensé6” y'ylak“_Vhi:zoiilf'ici_dyi‘x}ren ‘las células k(c'a'rgadasfcon‘ely colorante fluorescente)

que se encontraban fijas’en el cubreobjetos.de.la.cAmara.de experimentacién. Parte .

versién 4.0 para su andlisis posterior. El control de este sistema y la adquisicién de

datos e imédgenes se lleva a cabo mediante los programas de imagenes Metafluor y

Metamorph (Universal Imaging, Co).

| Intensificador
| de Imagenes
e mager

‘ Camaca CCD

v

Figura 4. Diagrama del sistema de microscopia de fluorescencia utilizado en este trabajo. Este sistema se usé
para la determinacion de espectros de excitacion del BCECF en la camara de experimentacion y en el interior
celular, asi como para la realizacion de experimentos con células cultivadas.

TESIS CON us
FALLA DE ORIGEN
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PROTOCOLOS

Espectros de excitaciéon del BCECF a diferente pH. Determinacion
del “punto isosbéstico”

Determinacién del punto isosbéstico en celda

Método de diluciones reciprocas

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

'dlante el reemplazo de alicuotas de la solucxén inicial con

acidez, esto se l'o'gra‘

Para prepara :;1
solucién base_"d

-La muestrn de

afiadieron 4 o llbre
alta acidez se
libre” en 4 mlidela ; ase i .4..De esta manera, la muestra de alta y

baja acidez tuvier naiconcentracion final del colorante de 4 uM. Para ambas

muestras se obtﬁyo_ e peétro de excitacién del colorante en un rango de 420 a 550

nm (a intervalos de 1 nm). Posteriormente, 200 ul de la muestra de baja acidez
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contenida en Ia celda, se reemplazaron con el mlsmo vo]urnen de la muestra de

alta ac1dez, asx, se.- obtuvo la muestra 1 con ‘un’ pH de"'82 y ]a concentracxén del

‘ colorante

on 400 [l de la

‘de ]a»muestra 2.y las sxgulentes soluciones se prepararon de la forma ya descrita,

- atendlendo ala siguiente tabla:

pH inicial | Volumen reemplazado (ul) | pH resultante @

9.4 Baja acidez 9.4

9.4 200 8.2 (muestra 1)
8.2 400 7.7 (muestra 2)
7.7 600 7.3 (muestra 3)
7.3 800 7.0 (muestra 4)
7.0 1000 6.8 (muestra 5)
6.4 Alta acidez 6.4

@: El pH cspecificado para las soluciones intermedias (muestras) es el predicho por la ecuaciéon de Henderson-
Hasselbalch (véase el apéndice I)
Tabla V. Preparacién de las soluciones de BCECF 4 uM a diferente pH. Método de diluciones rectprocas

Los espectros de excitacién obtenidos se superpusieron para encontrar la A

de excitacién a‘la cual el colorante es insensible a cambios en el pH, es decir el PI.

Determinacion del punto isosbéstico en la camara de experimentaciéon
sin células

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

inmersién en aceite con apertura numeérica de 1.3 (Nikon), empleando el sistema
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mostrado en: la flgura 4. Con un léplz con punta de diamante se rnarcé una X en el

centro del cubreobjetos que se alo;a en el fondo de la cémara de exper1mentac16n

(ca’unar ] nfoc con el rmcroscopxo durante las medldas,

es debldos a‘la’ var1ac16n en el "grosor 6pt1co” ‘de” la

fiadieron 4 pl de la solucién 2

concentrad
muestra ¢

platina: del'

fondo de la orescenc1a

del coloran le la 1magen del

dsde la fluorescencia

campo ilum

a partir.de dic unidades arbitrarias (u. a.).

Se deterniln te en el rango de 420 a 450 nm a

intervalos d_e n

in rvalés de 2 nm. Posteriormente se

reemp]azaron 100 pl de Ia solucién en- la cémara de experimentacién con 100 pl de
la muestra de alta acidez, obteniendo asi la muestra 1 con un pH de 8.2 y la

concentraciéon de colorante se mantuvo constante. Se determiné el espectro de
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excitacién del colorante en la muestra 1 y entonces, de esta muestra se’'extrajeron
200 ul, los cuales fueron reemplazados con 200 pl dela muestr'a de alté‘iacidez.'La

solucxén resultante tuvo un pH de 7 7 (muestrn 2) y la concentraclén de BCECF no

camblé Se obtuvo el espectro de exc1tac16n de esta dultima solucién y se prepararon
las 51gu1entes muestras de manera anéloga a las anteriores, siempre partiendo de la

solucién usada para el espectro previo y con base en la siguiente tabla:

PH inicial | Volumen reemplazado (ul) | pH resultante @

9.4 Baja acidez 9.4

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

@ EI pH fue calculado empleando la ecuacion de Henderson-Hasselbalch. Véase el apéndice 1.
Tabla VL. Preparacion de las soluciones de BCECF 4 uM a diferente pH, para las determinaciones en la camara
de experimentacion sin células. Método de diluciones reciprocas

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

encuentra en el punto isosbéstico.

nes:en el interior celular

Cargado c:ievylryzs. células con«BéECF

Pzifa int:roduc1 el BCECF a las células se procedi6 de la siguiente manera: El

cubreobjetos al cual se encontraban adosadas las células se fijé en la camara de
Leyden. Posteriormente, ésta se coloco sobre la platina del microscopio invertido,
se enfocaron las células y se incubaron en la “solucién de carga” (5 utM de BCECF
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AM). El covlorar\te se excité a una A'sensible al pPH (A1).y ala’A quecorresponde al

“As’ de excitacion

trada: aléénzaba

) minu tos).

perfusién de'las soluc;onesfftie de 5-7 ml/min y la adquisicién se llevé a cabo a

una frecuencia‘'de un ciclo cada 10 segundos, excitando a A1 y Aa.

51



Calibracién de las sennles ﬂuore:centes usndas pnra la medzczdn del volumen celular acuoso

Para cahbrar las senales ﬂuorescente‘ ] usadas para Calcular os camblos en el

Aplicacion 'dé;un,pﬁlso 'dé prueba

Te?minada la calibracién de volumen y una vez obtenida una linea basal
estable (de 10 a 15 minutos de duracién), se registraron las seifiales fluorescentes
resultantes de exponer las células a la solucién de prueba, que en este caso fue una
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solucién isosmética-de NHsCl1 .10 6 20 mM. La duracién del pulso de prueba fue de

5 a 10. minutds. . Posteriormente, las’ células se ‘lavaron perfundiendo con la SI

~vcalibrz;ron las sefiales del BCECF

~.y-nigericina de la:manera que se

o bios 1 se. presentaron de . manera

lyarysk'qu‘alvés se acidificabéh“gradtiélménte durante el

transcurso del. xpe_xtxni nto, sin presentarse pérdida. considerable de colorante (a

juzgar por la’ F4qo);

Para obtener los éépécrros de excitacién del BCECF en el interior celular se

procedié de la siguiente manera: Una vez cargadas las células, se obtuvo una
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buena def1r\1c1én éptlca de las células 11um1nadas yen cada una de ellas se fqaron

dos aperturas C1rcu1ares dxgxtales (correspondlentes al 30-50% y: al L80-110%de1

notable,

fueron

cién' e1 BCECF con escasa varxaaén en la concentracién

del BCECF. y con camblos SuﬁClentes en el pH. para determinar el PL.

Para definir el -PI se cbnsideraro_n tres espectros de excitaciéon del BCECF
intracelular, tomados durzinte la calibracién del volumen y/o durante el pulso de

prueba.
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Espectros de excitacion del BCECF a diferentes concentraciones.
Cociente de fluorescencias versus concentracion del colorante

Determinaciones en la celda espectrofluoromeétrica
En la celda espectrofluoromeétrica se preparé una solucién 4 uM de BCECEF,
diluyendo 4 pl de la solucién concentrada de BCECF en exactamente 2 ml de la

solucién base de pH 7.3. Para esta solucién se determiné el espectro’ de excitacién

solucién enla ¢

colorarite, obteniéndose una solucién 3.5 UM de BCECF. A esta solucion se le corrié

el barrido de excitacién y las diluciones posteriores se prepararon de la manera

descrita, reemplazando el volumen indicado en la siguiente tabla:

Concentracién inicial Volumen reemplazado Concentracién final
(1WM) (uh) (uM)
4.0 250 3.5
3.5 286 3.0
3.0 333 2.5
2.5 400 2.0
2.0 500 1.5
1.5 667 1.0
1.0 1000 0.5

Tabla VIil. Preparacion de las soluciones con diferentes concentraciones de BCECF, manteniendo constante el
pH (7.3). Método de diluciones reciprocas.

Para cada espectro de excitacién obtenido se calcularon los CFs mediante la

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

Pl
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Determinaciones en‘la camara de experimentacion sin Células

La preparacién de la camara. de experimentacion para estas determlnaaones

ulide Iavsolucién en la,cz‘xmara-

soluctén base de pI—I 73 sin. colorante, de esta manera, la':‘chncentraclén deﬂ la

soluc16n en:la amara dlsmmuyé a 36 uM Posteriormente se realxzaron las

siguientés-*diluciones, reemplazando de la forma descrita el volumen indicado en

la tab]a,VIII;b‘S'e midié la senal fluorescente de cada solucién durante 2-3 minutos.

[BCECF]inicial | Vol. Reemplazado | [BCECF]final
(M) ((11)) (M)
40 100 36
36 111 32
32 125 28
28 142 24
24 166 20

Tabla VIN. Preparacion de las soluciones de BCECEF libre a diferentes concentraciones, manteniendo el pH
constante. Método de diluciones.
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Las fluorescencias obtenidas para cada concentracién de colorante se

promediaron ‘y ‘se’ calculé el CF, el cual se grafic6 como una funcién de la

concentracion del colorante.

Lmealldad del sistema de medicion

Las medxdas que permitieron establecer la existencia de una relacxén hneal

entre la‘conéé‘ ac1c'>n del BCECF y su ﬂuorescencxa, se desarrollaron en la cémata :

de experimentacién : 'sin, “células, -usando - los" . pardmetros: comunes eh

1 ‘mismo volumen de la solucién base pH 7.3

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

200l de'la solucxén en: la cémara por 200 ].l] de la solucxén base 51n' colorante,

quedando 1o el 72% del colorante 1n1c1a1 Las med1c1one ela fluo scencrlairy las

diluciones:frestantes se realizaron de la 'manerarde's'cnt' iguiendo- el protocolo

resu:ﬁido eh la tabla IX.

%lInicial de Colorante | Volumen reemplazado °/o fxnal de colorante
100.00 100 ul 90.00
90.00 200 ! 72.00
72.00 300 pl 50.40
50.40 400 pl 30.24
30.24 500 ul : 15.12

Tabla IX. Diluciones para determinar la linealidad del sistema de medicién. Determinaciones en la cAmara de
experimentacion sin células. .

Finalmente se graficé la fluorescencia promedio para cada concentracién a
ambas longitudes de onda de excitacién, como una funcién de la concentracién

porcentual del colorante.

Comparacion de los métodos de calibracion de las seiales del
BCECF sensibles al pH.

Como ya se ha mencionado, existen diversos métodos de calibracién de las
sefiales del BCECEF sensibles al pH. En este trabajo se hizo una comparacién entre
tres de estos métodos. El primero de ellos fue la calibracién con soluciones de pH
conocido que contienen alto K* y nigericina. El segundo fue el método de puntos
nulos, ei cual emplea soluciones nulas, que son soluciones isosméticas que
contienen una mezcla de un dcido y de una base débil, a concentraciones tales que
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a determlnado pHino producen un camblo neto de la concentrac16n 1ntrace1ular de

H~+. El tercer método fue la callbrac16n 171

itro del color' nte lxbre, en él se emplean

solucxones de o)

. La carga
de la:mane
excitando a

se bafi

puntos nulos

Meétodo de lo

minutos). Esta’ "alibr_ackién'fina;liizti una vez que la exposicién de las células a alguna

solucién nula no provocara cambios en el CF isosmético; asi, el valor del pHi en ese

momento correspondié al pH nulo especificado por la solucién nula (pHi = pHnN).
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Meétodo de alto K+ y nlger1c1na

Terminada la® ahbracxén con el método de los puntos nulos, las células se

éstas’ s:e’\[reiérl

células s
necesario’p
regla ' general:

cada valor de

Calibracion

‘e‘x'c‘itada alternadamente con la

una frecuencia eun ciclo cada 5 6 10 segundos.

Posterxormente, 100 ;,tL dela soluc16n Vn la cémara fueron reemplazados por 100 ul

de la soluc1on de baja acidez (resultando una soluciéon de pH 6.3) y se adquirieron
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las sefiales fluorescentes de la manera ya descrita. La preparaciéon de las siguientes
muestras y el registro de la fluorescencia se realizé de la manera anteriormente

descrita, reemplazando el volumen indicado en la siguiente tabla:

pH inicial | Volumen reemplazado | ?pH final
5.20 100 ul 6.31
6.31 200 ul 6.81
6.81 300 pl 7.20
7.20 400 ul 7.56
7.56 500ul 7.93
7.93 500 pl 8.24

@ pH calculado mediante la ecuacién de Henderson-Hasselbalch. Véase el apéndice 1.
Tabla X. Volamenes reemplazados para realizar la calibracién in vitre por el método de diluciones reciprocas.

Las medidas obtenidas para cada caso se promediaron con el fin de obtener

un valor de CF para cada pH.

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

La medicién paralela de cambios en el VCA y en el pH; se realiz6 de la
manera descrita para el caso de las “Determinaciones en el interior celular”. En este

caso el pulso de prueba fue una soluc1én 1sosm6t1ca de 20 rnM de NH4Cl. Las

senales de fluo
cociente de.es
en el pH;, -

r scencm en‘utlda al excitar en el PI (FAz) se usd para

inferir los’ cambxos en el volumen celu]ar acuoso. La calibracién de las sefales del

BCECF sensxbles al pH se realxzé mediante el método de alto K* y nigericina.
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Transformacion de los cocientes de fluorescencia en valores de
pH intracelular

Como ya se menciond, el método de calibraciéon de alto K*/nigericina y el
método in vitro proporcionan varios puntos de equivalencia entre el CF y el pH.

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

posterlormente se pudlera transformar cualquler valor de CF en urudades de pH.

Ec. 10

Donde:

pK pK del coloran te

ecuacion’l, brmdan la posxbxhdad de transformar cualquler valor experimental de

CF a un valor de pH.

Transformacion de las senales de fluorescencia a cambios en el
volumen celular acuoso

Para transformar las senales de fluorescencia a cambios en el volumen

celular acuoso (VCA) es necesario determinar la fraccién del colorante intracelular
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que responde a los camblos en la osrnolalldad externa y-la fraccxén del colorante

que 1o lo hace:. A" esta ultlma fracc16n se le denommara ‘en este trabajo fracczon de

fondo (Eb) “La,mayorn de:las; células si. no'todas, responden osmométrxcarnente a

producen con

permite utiliza

relativos en{é} VCA: (Vi . £l 6rg$cencia, mediante la

ecuacion 9 de este trabajo:(Alvarez-Leefmans-e
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Correccién de'la deriva de los registros

Muy a menudo, durante el curso de un experlmento, la’ ﬂuorescencxa basal

novpermanece constante:durante todo el tiempo;:sino* que'puede dlsmlnuxr (o

aumeéntar)

fotodegradacxén del ﬂuoréfoto cuando éste se encuentra en estado de excitacién.

240
]
= 220
g
e
& 200
Q
&
S 180
= Hiper 10% Hipo 10% Hipo 40%
= i
160 L e B e L L S L B B e L L B e B
S 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115

Tiempo (min)

Figura 5. Sentales de fluorescencia de un experimento en el que se estudié el efecto de una solucién 40%
hiposmética sobre el VCA. Nétese que la fluorescencia basal no permanece constante sino que varia en funcién
del tiempo.

Mientrak's que-la .deriva por pérdida del colorante es variable y dificil de

controlar_():rq_. que ‘depende del disefio del fluoréforo, esto es, de sus cargas

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

por disminucién de la fluorescencia secundaria a fotodegradacion del colorante
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puede minimizarse reduc1endo la exposxcxén de las células: a- la- radiacion de

exmtamén. Esto se logra, por e]emplo, hac1endo barrldos cortos; utllxzando flltros

eriya‘x puede

de un’ mismo expenrnento. Por el]o es co 1 te orreglrla por'

segmentos 1nd1vxdua1es, relativamente cortos, es decxr, correglr la denva ‘a cada

cambio produc1do experimentalmente.

240
220

200

180

Fluorescencia {u.a.)

160 I e o o M o o mEa R
s 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115
Tiempo (min)

Figura 6. Correcciéon ideal de la deriva. La lfnea continua representa el experimento hipotético con deriva. La
linca discontinua representa la correccion ideal de la deriva, en la que se corrige el trazo completo del
experimento.
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La correccxén de la derlva por - segmentos se ejemplificara: con.: el trazo

1n1c1ando con la respuesta celular: a’ ‘un: pulso 10%

mostrado-en’ la fflgura‘ls,‘""

hiperosmético (compre e selecci nan_'los

da entre.los segmentos ay b). Prime

Fluoresencia (u.a.)

R T e e o e B A o o e o o o e e AR AR s me e
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tiempo (min)

Figura 7. Trazo de la respuesta celular a un pulso 10% hiperosmético
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Figura 8. Regresion lineal para el trazo del pulso de calibracion 10 % hiperosmético. a y b son los segmentos
isosmoticos antes y después del pulso anisosmético, respectivamente.

valores de’
del analisis

deriva del”

plicada a los segmentos a -y b: Paracorregir la
fluorescencia,\‘del ‘pulso: 1ipe_rq$m6tico, debe restarse la deriva. a‘las sefales de

fluorescencia p;igipales,(\iéasg la figura 9):

*Deriva=.Tiempo ajustadoxm

- Correccion de. la. deriva= Fluorescencia real — deriva
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" Fluorescencia (u.a.)
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Figura 9. Trazo del’ pulso de calibracién '10% hxperosméhco, una vez corregida la deriva. a® y b” representan
- los segmentos |sosm6tu:os sin dcnva : -

La corr cc16nv de la: derlva 'para e""pulso hiposmético de calibracién

-(compi'endido_ ntre los’ segmentos c y d)’se’ reallza de la misma manera descrita

anterlormente para el pulso hlperosméhco.

Los segnxentos a, b ‘c y d deben usarse sélo si sus pendlentes son sxmllares

(sugiriendo qug'lg ’c‘ie\r‘iya,e‘ linb /l) de 1 .contramo se dlﬁcultaré la correccnén de la

deriva, ca‘s‘oféﬁ eliéuél lrekper1n1e o.se ech za

Para corregir ‘la der_;v d en” fluorescencia producido durante la
exposicién dela célula'a la oluci prueba o solucién problema, por ejemplo
debera usar el segmento ¢ de la figura 5, el cual

una solucién 40% hiposmét

debera ser'de 5 a 10 min -d. duracion. Si el segmento ¢ es muy corto (< 5 min), la

deriva obtenida para est mbio no serd representativa del cambio total y éste

podria ser sobre o subesnmado. No se puede usar el segmento isosmoético que

68



sigue 1nmed1atamente al camblo en la solucién de prueba debido a que la célula

puede regular‘su volurnen al ser sometlda a esta cond1c16n y por lo tanto, como

lumen mlcml.

Figura 10)."

El prb’rnedioi de las:fluorescencias:del segmento e seré la Fo' para el pulso de

prueba. Para medir:la Fr. de este pulso. (durante el cual la célula puede regular su
volumen), sev debe tomar un promedio:de los:valores correspondxentes al maximo

dela respuéStﬁCelular_ 0.5- , véase el cgédrado en la figura No. 10).
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Figura 10. Trazo experimental con la deriva corregida. Los estados basales (Fo) para los pulsos de calibracién
corresponden a los segmentos a’-b’, c’- d’, mientras que el Fo para el pulso de prueba corresponde al segmento
e’. Los circulos negros representan el estado estacionario (Fr) para los pulsos de calibracién, mientras que el
cuadrado reprcsenm el cambxo de ﬂuorescencia mdxlmo durante el pu]so de prueba.

Obténciéﬁ delafracc1énde fc

Para obtener Fb, e calcula el cocxente Fo/FT para cada pulso de calibracion.

Estos cocientes 'se"grafic omo 'una,funcién de la inversa de la osmolalidad

relativa (no/ 'n:r) de las: oluC1ones de cahbracxén, por def1mc16n, no exxsten camblos*r

equiva]ente’g la‘ordenada‘al orlgen La lmea contlnua representa la respuesta 1dea1 :

en la que todo 1:color: nte seria osmétlcamente activo, esto es, la Fy seria 1gual a

cero y por lo tanto{ e cumphrla la Ec. 8. Por lo general el valor de F» se encuentra

alrededor’de’j 0.6‘.yknunca puede ser mayor que uno o mas pequefio que cero.



Los datos calculados para-la(s) solucién(es) de prueba (cuadrado blanco en

la figura 11B) 'no"ise incluyen’ en la regresion, dado que éstos podrian representar

una respuesta

4 : : 1.75
k A : B
: 1.50 — g
1.1 ~ - U .
. ]
— o
L - =
25 — . .
E ® =~ 1.25 Hipo 40%
1.0
m=0.4 1.00 —-
b=0.6 ~<=— F
0.9 & T T 0.75 T T T
0.9 1.0 1.1 1.2 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75
/T, ny/m,

Figura 11. Obtencién de la fluorescencia de fondo por el método gréfico. A es la grédfica de Fo/Fr como una
funcién de mo/7tr. La ordenada al origen (b)) de la regresion lineal aplicada a esta grafica (Ifnea discontinua)
corresponde al valor de F. La linea continua representa el comportamiento ideal descrito por Ia cc. 8. B
muestra una grafica del volumen relativo estacionario (Vr/Vg) como una funcién de la inversa de la presiéon
osmética (mo/ nr), obsérvese que los puntos de calibracion caen sobre la linea continua, que representa el
comportamiento de un osmémetro perfecto.

Transformacion de las senales fluorescentes en cambios del volumen
celular acuoso -

Una vez.determinado ‘el valor de Fu, los cocientes Fo/Fr para cada pulso

(linea continu n''la’ figura 1lB) Dado que las células generalmente no se

comportan osmométricamente al ser sometidas a soluciones altamente
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anisosméticas, ‘por ejemplo. una solucién 40%  hiposmética, el pico de esta

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

e stos cp‘cxentesi se sustituyen
lel' VCA - (Vi/ Vo) -durante todo el

uestran en la figura 13.

Hipo 40%

1.2

1.1 Hiper 10% Hipo 10%

FoF,

ro- | W
0.9 e s L R R m e R AR
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115

Tiempo (min)

Figura 12. Cambios de la fluorescencia relativa (Fo/Fy) durante todo el experimento. Fo es la fluorescencia basal
de cada pulso experimental y F; es la fluorescencia corregida al tiempo t.
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Figura 13. Cambios en ¢l VCA relativo (V/Vy) durante todo el experimento. El cdlculo de V;/ Vo se realizé a
partir del cociente Fo/F: usando la Ec. 9

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

Para determinar con qué precisién el BCECF mide los cambios en el VCA, se
siguio el procedimiento indicado para las “Determinaciones en el interior celular”.

En este caso no se usé ninguna solucién de prueba sino que se aplicaron 4 ciclos de

calibracién, " estoes,* las: células se sometieron 4  'veces:a una ‘solucién 10%

de excitar.a. e emple6 para calcular:los valor

primeros dos pulsos anisosmético

descrita, i.lt’ilizall'@d los:

i

Fu.

Una vez obtenido el valor de Fp, se calculé el VCA en el estado estacionario

para cada pulso 10% hiperosmético (incluyendo el pulso de calibracion). Estos
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valores se compararon entre si'y el coeficiente de variacién (C.V.) representé la’

precisién entre’ los' ensayos” (repetibilidad) ‘para; el pulbs‘o hipéfosfnétit_:o. La

repetibilidad para el pulso hlposnjlléhcorr e obtuvo de manerasimilar.a. la descrita

para el p’j{.lll_éo'hblperqsmétlco'.v

La Qrecxsl n 1nterrned1a se eshmé a través del C. V obterudo al comparar los

valores est1c1onarlos de VCA de dlferentes células cuando éstas fueron sometldas

a pulsos de cahbracxén de ]1 ‘m sma osmolalld d
Para’ determinar:la on‘los valores estacionarios de. -

VCA de ’los”p'ulsos de calibracion obtenidos ex‘p’erinientéilme’nté,‘ cdn,los valores

esperados para un osmémetro perfecto La exachtud se expresé como el porcentaje'

del valor experlmentalr (O) relatlvo al, valor teérlco (T), esto es: 1000/T




RESULTADOS

Propiedades espectrales del BCECF en una celda
espectrofluorométrica. Determinacién del punto isosbéstico
La figura 14 muestra los espectros de excitacién del BCECF a diferentes
valores de pH obtenidos en una celda espectrofluoromeétrica cuadrada de plastico

de 1 cm?. Se puede aprecnar que a la longltud de onda (A,) de excxtacxén de 438 nm,

la fluorescencia del colorante es constante e mdependlentemente del pH del medlo.

se‘realizé por

modesta. Segundo, cuando la luz de excntacxén del BCECF es de mayor A que 438

nm, la ﬂuorescenc1a aumenta cuando se dxsnunuye el nivel de acidez. Este efecto
permite apreciar al Pl como un punto de inflexién en todas las curvas (figura 14,

trazos ampliados a 10X).
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Figura 14. Espectros de excitacién del BCECF a diferentes valores de pH. Los espectros de excitacién se
determinaron en una celda espectrofluorométrica. Los cambios en el pH se realizaron empleando el método de
diluciones reciprocas. En los trazos amplificados 10 veces (10X) se aprecia que ¢l punto isosbéstico se presenta
cuando el colorante se¢ excita a 438 nm. Nétese que existen dos longitudes de onda de excxtacnén quc rinden_
fluorescencias que son muy sensibles al pH: ~ 470 nmy ~498 nm.

Examinando los espectros de excitacién ‘del ‘BCECF:a As méyores que.el PI,

excitacion’d

fluorescencia

y la sensib 111

1 pH dlsmmuyen dréshcamente Finalmente, a As mayores de

540 nm el colorante ya no fluoresce.



Es importante-destacar que la forma del espectro de excitacién se modifica

conforme cambia el'pH del'medié en’el que sel'éncuelnti'a~’d'x_luidg' el colorante, esto

Rhodamina B :

a 475 nm: desaparecieron

‘las’determinaciones in

vivo, por lo que desde el punto de vista practico la correccion. del espectro es

intrascendente.

Propiedades espectrales del BCECF en la camara de
experimentacion sin células. Determinacion del punto isosbéstico

Estas mediciones son importantes ya que se realizan a través de la misma
via Optica utilizada para hacer las mediciones con células. Por lo tanto, son
relevantes para evaluar la posible influencia de factores instrumentales sobre el
espectro de excitacién del'BCECF.vEstas determinaciones se realizaron empleando

el método de diluciones reciprocas. Los resultados se resumen en la tabla XI y un
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ejemplo se-muestra-en la‘ﬁgrurrbz’ 15. El'promedip de 44 determinaciones del Pl en la

cémara fue de 437.5'% 64nm (1? £ E),valorque no d tak"sig"kﬁikfbiéat'i\/érﬁehte

Tales - caracteristicas: son:

picos, la sensibilidad a cambios en el pH'y el punto isosbéstico.

Pl (nm) Frecuencia

434 2

435 1

436 11
437 6
438 12
439 8
440 2
441 2

1 =44
Media = 437.52 nmn
D. E. 1.64 nm

Tabla XI. Puntos isosbésticos determinados en la camara de experimentacién sin células, empleando el método
de diluciones recfprocas
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Figura 15. Espectros de excitacion del BCECF libre a diferentes valores de pH del medio. Los espectros fueron
obtenidos en la camara de experimentacién sin células. Los cambios del pH se realizaron mediante el método
de diluciones reciprocas. En la amplificaciéon del trazo a 10X se aprecia un punto isosbéstico a una A de
excitacién de 438 nm (media 437.5 * 1.63 nm). También pueden observarse dos puntos de considerable
sensibilidad al pH, que se localizan en ~ 470 y ~ 498 nm.

Propiedades espectrales del BCECF en el citoplasma de células
vivas. Determinacion del punto isosbéstico in vivo
Con el objeto de probar si las propiedades espectrales del BCECEF,
particularmente aquellas necesarias para poder medir paralelamente el VCA y el
PHi, se conservan en el ambienrte intracelular, se realizaron medidas espectrales del

colorante previameénte

iiltrocl‘uc:'ido" al citoplasma celular. Los espectros de

excitacién a difer ieron bajo tres condiciones:

1. Dura én

2. Durévp'teﬂ la aplicaci }yxj\"c‘l‘e un pulso de NH4Cl 10 mM.

3. Al retirar el pulso de NH;Cl 10 mM.




La determin_acich' del PI 'se realizé considerando espectros de excitacion

obtenidos en mo de tres pHs distintos. Estos espectros

presentaron:d aracteristicas:“a) estaban claramente separados;

porcion del es

515 nm).y b) la variacién de la fluore

en la condicién nam

condicionéls‘_Zr)VI/ o3

(P>0.05), lb‘q‘l'xeh ‘b,rinda la posibilidad de analizar todos los datos obtenidos como

procedentes de una sola poblacién.
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Frecuencia

PI (nm)

Método A

Método B

Meétodo C

431

432

433

434

435

alw|o|g|=|w

436

=
=2

437

438

439

440

441

442

443

444

o|s|wloisiviwlo|w| S| elnlo|o]-|w

Oj0|0O|O|QIN|=2 {0 W|=(N|Wis O]

446

=(N[N[ON[N[O]h]®

1n =79
X =436.7 nm
D.E.=3.74 nin

n=51
X =437.6 nm
D.E. =3.93 nm

n =21
X =436.2 nm
‘D.E. =2.75 nm

Tabla Xi1. Puntos isosbésticos determinados, por tres métodos diferentes, en el citoplasma de células vivas:

de 437 £3.70 n
determinado
espectrales:

aquellas de-

pectros® determinados en

la” celda y en

la camara de

experimentacién, por. lo_que,s'e; considera que el medio ambiente intracelular de la

linea celular empleada no afecta ni la forma espectral del colorante ni la

sensibilidad de su fluorescencia al pH ni el PI.
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PI (nm) Frecuencia
430 7
431 3
432 10
- 433 7
434 11
435 15
436 22
437 14
438 10
439 13
440 11
441 6
442 10
443 5
444 6
445 1
n =151
No. de céls =75
X =436.96 nm
D.E = 3.70 nm

Tabla XIII. Puntos isosbésticos determinados en el citoplasma celular.

160

Tl pH|7.b4‘l
140 Vi -
120 -
100
80

60

Fluorescencia (u.a.)

40 -

20 -

Em = 535 nm

o T T T T T T T T T
420 430 K40 450 460 470 480 490 500 510
Longitud de onda de excitacion (nm)

Figura 16. Espectros de excitacién del BCECF registrados en el interior de una célula. Las caracteristicas
relevantes del espectro se conservan con respecto a aquellos registrados en la celda espectrofluorométrica o en
la camara de experimentacion. En la amplificacién (10X) de la grafica se puede apreciar el punto isosbéstico,
que corresponde a la A de excitacién de 438 nm (media 437.0 £ 3.70 nm; n=151). Se aprecian ademas dos
regiones del espectro muy sensibles al pH, alrededor de 470 y de 498 nm. La estimacién del pH; se realizé
calibrando al BCECF con el método de alto K* y nigericina i
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Finalmeﬁfe, el analisis de varianza aplicado a los PI obtenidos en la celda

, én', el citosol

sto skig'niifi’ca ‘que

intracelular, por:lo tanto'la:fluorescencia resultante de excitar al colorante a 438 nm
puede? usarse -como un indicador selectivo' y confiable de la concentracién del

colorante en el citosol.

ZEs el cociente de dos fluorescencias del BCECF independiente
de la concentracion del colorante?

Estudio del cociente de fluorescencias en el espectrofluorémetro
El cociente de dos fluorescencias (CF) del BCECF se emplea universalmente
como un pardmetro indicador del pH y se le considera independiente de la

concentracién :clel colorante. Con el objeto de verificar-tal independencia, se

obtuvieron é5pectros de. excitacién del BCECF en su form: cida, a partir de

soluciones: colorante. Estas

determinacio t.e_s\dado que en el interior ce ulér es muy probable

que los cam Hi se acompafien de cambios en'el VCA, ocasionando

variaciones: enila c’é,r_\ce"'ntra‘cién intracelular del colorante. Por lo tanto, se debe
tener la seguridad de que el CF es selectivamente sensible al pHi. La figura 17

presenta los cambios en la fluorescencia del espectro de excitacién del BCECF (a un
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pH de 7.3) causados por la dlsmlnumén en la concentracxén del colorante (desde 10

los camblos de ﬂuorescencxa_debldos a'cambxos en la

hasta 2 'uM).‘:kEn‘ teqna;:

fluorescencias, - por el mismo

independientemente de la [BCECF].i

9000 — - - T
8000 |
7000 W
6000 |
5000 |

4000 -1

Fluorescencia (u. a,)

3000
2000 -

1000 - Em =535 nm

T T T T Ty T
420 430 440 450 460 470 480 490 S00 510 520 530 540 550
Longitud de onda de excitacion (nm)

Figura 17. Espectros de excitacion del BCECF a diferentes concentraciones. Estos espectros se determinaron en
una celda epectrofluorométrica a partir de soluciones de pH 7.3 con diferente concentracién del colorante.

Para evaluar si los cambios en la [BCECF] tienen efecto sobre el CF, este

ultimo. sé,calculd para cada uno de los espectros de excitacion mostrados en la

figura 17°de la siguiente manera: cada fluorescencia del espectro, producida al

excitar desde 420 hasta 550 nm (F,), se dividié entre la fluorescencia del Pl (Faas).
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Los resultados se muestran enla ﬁgum 18;en la que se observa que, contrario a lo

esperado,»el CF ‘no es=7 onstante smo que vana de manera ‘inversamente

proporcion 'variacién se acentta en las

3wm~mu-:swm§

NCw R 00N el e

-
1

o T T T T T T T T T T T

T
420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
L.ongitud de onda de excitacién (nm)

Figura 18. Relacién del CF con la concentracion del colorante. La grafica muestra los CFs calculados para cada
espectro del la figura 17, Los CFs se calcularon usando a la fluorescencia al excitar al colorante a 420-550 nm
como dividendo (F,) y a la fluorescencia al excitarlo a 438 nm (Fia) como divisor. Te6ricamente, todas las
curvas mostradas en esta figura deben superponerse, sin embargo esto no ocurre, nétese que el CF aumenta
cuando el colorante se va diluyendo, principalmente al excitar a longitudes entre 470 y 500 nm.

Dado que el pH de las soluciones del BCECEF fue constante, se deduce que la

sensibilidad del CF a los cambios en la [BCECF] se debe a que las fluorescencias

del espectro no fueroniafectadas enila:misma proporcién por las variaciones en la

concentracién;del:co e,p@edé apreciar en la figura 19A. Esta figura
muestrala"‘relacxé‘, ‘entre:la _cgncentradén‘del colorante y su fluorescencia cuando

se excita a 495, 470, 450 y 438 nm (Faos, Fa7o, Faso y Fass, respectivamente). No6tese
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que sélo la F450 yla F433 tlenen un’ cornportamlento llneal con relac16n ala: [BCECF]

Los CFs calcu]ados medxante la d1V1516n de F495, F47o o F450 ent-re F4as ‘se muestran en

Fluorescencia (u.a.)

8000 -
F‘,y
- P
6000 - .
. e
- Fazoe”
4000 - / o
- /./
o f /. Fdso/. /
- .
2000 - s 1
@ ././ A
iy
j:’ A Faag
o l=—
v T v — v
0 2 a 6 8 0 12

[BCECF] (nM)

] Faos/Fazs

\.\.\
‘\.\.

AYOIFGSB

- e
. \'*-

Faso/Fazs

T T N — T
3 5 -7 -]

[BCECF] (uM)

Figura 19. A Grifica de la fluorescencia del BCECF libre en celda como una funcién de su concentraciéon. Fass,
Faz, Fiso ¥ Faas se refieren a la fluorescencia del BCECEF al ser excitado a 495, 470, 450 y 438 nm respectivamente.
Noétese que solo la Fise y la Faas presentan un comportamiento lineal con relacién a la concentracion del
colorante. B. Se muestra una grifica del CF (F,/Fsas, donde F, puede ser Figs, Fyzo 0 Faso) como funcién de la
concentraciéon de colorante. Nétese que mientras Favs/Faas Y Fazo/Fuss presentan variacién conforme se va
diluyendo el colorante, Fyso/ Faas practicamente permanece constante. La variacion en Fags/ Faaws y Fazo/ Faas como
resultado de la dilucién del colorante se atribuye a la no-linealidad de Fios y Fyro con respecto a la
concentracién del BCECF.
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Para conﬁrnmr la 1mporta1‘1c1a que txene la relacién Iineal entre la

fluorescenc1a y‘]a concentracxén del colorante sobre Ia selectxvxdad del CF para

[BCECF], - éc'enty‘.jaéﬁdoyse “tal’ depen’d'eﬁcia, .‘eh -las: ‘longitudes " del ‘espectro de

excitacién que’provocan mayor fluorescencia, esto. es er\tre,lospicos

nm.
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9000

3.5 uMm

8000 J

7000 —
6000 —| Em = 535 nm
5000 —

4000
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Fluorescencia (ua.)
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420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
Longitud de onda de excitacién (nm)

o]

Figura 20. Espectros de excitacion del BCECF libre en la celda espetrofluorométrica a diferentes
concentraciones del colorante, manteniendo el pH constante. Las condiciones experimentales fuecron
exactamente las mismas que en la determinacién de los espectros de la figura 17.

12
umM
05—0
10 - 1.0
1 5\7'\
: 2 :
8 - 30
35

CF (F,fF o
‘ ]

N o T Ty T T T T T rTryry1 -+ T T LI
420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
Longitud de onda de excitacion (nm)

Figura 21. Relacién del CF con la concentracién del colorante. En esta figura se muestran los CFs calculados a
partir de los espectros de la figura 20. Los CFs mostrados son el resultado de dividir todas las fluorescencias de
un determinado espectro de excitacion del BCECF (F,) entre la fluorescencia a 438 nm (Fias). Se aprecia una
dependencia del CF con respecto a la concentracién del colorante en las soluciones mas diluidas (< 2.0 uM),
principalmente en los puntos del espectro donde Ia fluorescencia es mads intensa (465-510 nm).
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El gréficé de Faos, Fazo, Faso y Fazs como funcién de la [BCECF]; se muestra en

Fluorescencia (u.a.)

/ S e
/ ’
68000 |
s
g Y FurdlF
— a7 438
4000 -
/‘ /. 47
- /- Faso
2000 / ./- P . Faso/Faza
o e
/ -/ /o/‘/.’_’.’r’/
T a——
/ e o 438
00 65 10 15 20 25 30 35 40 00 05 10 %5 20 25 30 35
[BCECF] (uM) {BCECF] (uM)

4.0

Figura 22. A. Griéfica de la fluorescencia del BCECEF libre como una funcién de la concentracion del colorante.
Determinaciones hechas en una celda espectrofluorométrica. B. Grafica del CF calculado a partir de las
fluorescencias mostradas A como una funcién de la concentracién del BCECF. En esta griafica se observa que la
variacion del CF con la concentracién del colorante es relativamente pequena. Notese que tal variacion es
mayor cuando el CF se calcula usando a la Fyus 0 la Fizo, especialmente en el rango de concentraciones mas bajo
(< 2.0 uM). Por otro lado, el cociente Fysu/ Fias es practicamente independiente de la concentracién, atun cuando
¢l colorante estda mas diluido.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

89



D'\das sus caracterxstxcas, esta rnodesta sen51b1hdad del CF a la [BCECF]

puede ser exphcada comofconsecuenaa de que la. relacxén entre las: ﬂuorescenc1as

cambios en'la:concentr: pleando todos los aditamentos 6pticos
implicad minaciones intracelulares. Esto es

importa éne como detector una camara de video

(Hamafna&t_.p .C2400- e 8 bi )} ccv)hwpropiedades completamente distintas al

fotomultiplicador (SLM Aminco, FP-145) usado en el espectrofluorémetro, por lo
‘ ‘ 20




que es indispensable determinar cual es el rango de fluorescencias de 'la video-

‘camara en el que el CF no es afectado por:los éambios en la concentracién del

colorante. -

realizaron. . a. un: pH. 'constante y variandola

iluciones. Los registros se’ llevaron a:cabo

;  esto’ es, se corrigi6 elie
manera que la’b’fuera’cero tanto para Faso como. para ‘Fiss. Lo anterior implica que

el CF es indepéndiente de la concentracién del colorante sélo si la b de la relacién

TESIS CON o1
FALLA DE ORIGEN |




lineal entre'la concentracién del BCECF y las fluorescencias usadas para calcularlo

es igual a cero.

240 24 - —
- A - - .. @ CF de fluorescencias no corregidas | -
220 ! ;
L d Fun oo €] CF de fluorescenclas corregidas
200 - ®Fas 23 1 ESE R
180 B _—
2.2 4
160 g

2.1 4

Fluorescencia (u.a.)
g
CF (Fli'/Flla) -
N
o

baso= -31.2490

40 1
1.8
20 :
bags= -32.0449 : : o—o——O——o—o 4
© 1 1.7
20
-40 T T T T T T T T 1.6 T T T T T
o 5 1 3as 40 - 45 15 20 25 30 35 40 a5
{BCECF e (uM)

15 20 25 30
[BCECF)jpre (HM)

Figura 23. A. Fluorescencia del BCECF libre en la cdmara de experimentacién como una funcién de su
concentracion. Fiso y Faas se refieren a las fluorescencias del colorante al ser excitado a 450 y 438 nm
respectivamente. Se aprecia una relacién lineal entre Fiso y Fiar y la concentraciéon del colorante. Nétese que la
ordenada al origen b tiene un valor negativo. B. Muestra el CF calculado a partir de los resultados de la grafica
anterior, Los circulos negros representan el CF de las fluorescencias experimentales no corregidas y los
cuadrados blancos representan el CF calculado a partir de las fluorescencias corregidas mediante la sustraccién
del valor de b. Noétese que al efectuar la correccion, el efecto de la concentracién del colorante sobre el CF

disminuye significativamente.

Considerando estos hallazgos, el sistema de registro se ajusté para que la
ordenada al origen. del grédfico; de la . fluorescencia como funcién de la

concentracién de colorante fuera cero.'De esta forma se determinaron valores de

fluorescencisz paradlferentes c‘011c'evh‘t1‘jzv)'ciyo"v11‘eiAs de BCECF (manteniendo constante el
pH) y se calculé el CF. La figura 24 muestra un registro de Faso y Faszs cuando se

excita el-colorante libre en la cadmara de experimentacién. Se observa que la




disminucién de’la fluorescencia‘a causa de'la dilucién del colorante (grafica A) no

tiene efecto sobre el CF (grdfica B).
c1e0 o A
,14q[ RPN
100 |~
sol el — e
eo |- : . e
40 |- -

Fluoresoéncia' (va)

20 - 2 min. P —————
218 -
20 [: S pH73

1.8 -

o)

1.7 -

16 L

Figura 24. Insensibilidad del CF _(Fiso/ Faaw) .a; los /cambios‘en . la édnéentraé:éﬁ del. BCECF. A, Muestra ‘la
disminucién deé ' Fise (lincas rojas) y'de Fass (lineas azules) provocada por la dllucxén del colorante. B. muestra
que tal dilucién préctlcamenn. no afecta al C . o g )

La relacién 'linea entre“la ‘ concentracién ; del .colorante 'y su.
fluorescencia (Faso 'y Fasg) se mostrara con mayor detenimiento en los estudios de

"linealidad del sistema."

Determinacion de la linealidad y del rango del sistema de
medicién

La demostracién de la relacién lineal entre las fluorescencias del colorante y
su concentracién es importante por dos razones: 1) Determina, como ya se dijo, la

insensibilidad del CF a los cambios en la concentracién del colorante y 2); esta

93
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relacién es el fundamento de los algorltmos empleados para ]a transforrrnmén de

las sefiales’ ﬂuorescentes a camblos en el volume i celular acuoso (VCA) Para

‘ cél'ulas es

ecuadamente empleando la Fass como un indicador

exclusivo de la concentracién del colorante y al cociente Fsso/Fass como indicador
selectivo del pH (véase la figura 24).
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Fluorescencia (u.a.)
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Figura 25. Ejemplo la relacién que existe entre la concentracion del BCECF 'y su fluorescencia. Los circulos
negros representan a Fyso y los circulos blancos a Faas. Nétese que ambos casos se ajustan al comportamiento

lincal y que su ordenada al origen es cercana a cero.
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Figura 26. Grifica que muestra la relacién lineal de la fluorescencia del colorante y su concentracion. En esta
grifica se involucran tres determinaciones diferentes, las cuales fueron normalizadas expresando a la
fluorescencia y a la concentracion del colorante como un porcentaje relativo a sus respectivos valores maximos.
A muestra la Fiso mientras que B.muestra a Fias. En ambos casos existe un ajuste lineal, a juzgar por los
parametros de regresién, con una ordenada al origen practicamente de cero.

El rango dinamico lihéal,

esto es aquel en el cual la relacién entre la

intensidad de fluorescencia del colorante y su concentracién es lineal, fue de 40 a
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220'u.a. para la Fasoy de 20 a 120 u.a: para la F433 Esto se determlné para 1 un 1 rango

de concentracxones del co]orante de 8 a'40’ pM Lo anterlor permlte’establecer dos

que el'rango dinadmico de la cdmara de video es de 8 bits. Con camaras de mayor

rango dindmico (ej. 16 bits) es posible ampliar los limites de registro.

Comparacion de los métodos de calibracion del cociente de
fluorescencias del BCECF.

Con el objeto de establecer la técnica mas exacta para calibrar al CF y medir

el pHi, se estudi6 la diferencia entre tres métodos de calibracién: 1) el de “alto K+ y

nigericina”, comuinmente usado en las determinaciones de pH. realxzadas con

referencxa\dadok quev los ‘valores de p di.obtenidos a‘: partir de éste son confiables
(Boyarski et al, 1996).
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La ﬁgum‘ 27 muestra un ejemplo de las' determinaciones de pH mediante el

método de puntos nulos. Obsérvese. en.el’ regxstro,ﬁ;:astréjaq en A,,c;ﬁe:él valor del

s ‘de { ) 7.0y 7.1, esto

esta figura, se
corresponde;de m
contrario a1

sobre-estimacion del
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Punto nulo

CFF e

17 pH nulo 6.9 PHOU 70 pHAUD 7.1 PH nula 7.2 PH nuio 7.3

pH, (MAPN)

pH, {in vitro}

Figura 27. Comparacion de los métodos de calibracion de las senales fluorescentes del BCECF sensibles al pH.
La griafica A muestra la calibracion de los puntos nulos, donde se aprecia que al aplicar la solucién con pHn 7.2
no se presentd ningtn cambio en ¢l CF isosmético (punto nulo), por lo que el pH; basal de la célula en cuestiéon
se establecié en 7.2, La griafica B es la transformacion de los CF mostrados en A cn valores de pH,; usando la
calibracién de alto K+ y nigericina. Obsérvese que para el punto nulo (indicado por la flecha) el valor del pH,
corresponde a 7,31, indicando una sobre-estimacion de 0.11 unidades de pH para este caso. La grdfica Ces la
transformacién de los CFs mostrados en A en valores de pH,, usando la calibracion in vitro. Nétese que en este
caso el valor de pH; en el punto nulo corresponde al valor estimado con la calibracién in vitro.

El resultado de 11 determinaciones como las descritas anteriormente se
muestran en la tabla XIV, donde el valor promedio del pH; basal determinado por

el método de los “puntos nulos”. fue de.7.15; de 7.30 por. el método: de alto. K*y.

nigericina y. de 7.13 :pVOF

- y.nigericina es de

del pHi con'el;
0.16 unidades de pH, rhient_:ras qué la diferencia entre el método de los “puntos
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nulos” y la cahbrac1én in . vitro fue de 0 02 unldades de pPH. Esto, de acuerdo con la

prueba’ estadlstlca de la menor d1ferenc1a mgruﬁcanva'(Least ngruflcant Dxfference

indicé’ ciue z

y nigericin:

calibra
ultimo métod

unidades ulados’con la calibracién’in vitro son comparables con

los obtenidos‘por todo de los “puntos nulos”.

Puntos Alto K+ y in vitro
nulos nigericina
7.20 7.34 7.11
7.00 7.22 6.97
7.10 7.24 6.98
7.20 7.35 7.12
7.20 7.39 7.22
7.30 7.45 7.29
7.20 7.31 7.20
7.20 7.28 7.16
7.10 7.27 7.14
7.10 7.24 7.13
7.00 7.23 7.08
Promedio 7.146 7.302 7.127
DE 0.0934 0.0739 0.0952
n 11 11 11

Tabla XIV. Valores de pH; basal obtenidos mediante tres métodos de calibracion diferentes: ¢l método de
“puntos nulos”, el método de alto K* y nigericina y el método in vitro. El andlisis de varianza de los valores de
pH, obtenidos por estos tres métodos indica una diferencia significativa entre ellos. De acuerdo con la prueba
estadistica LSD, las variaciones mas significativas se presentan entre el método de los puntos nulos, que es el
mdétodo de referencia, y el método de alto K* y nigericina. Esto indica que este altimo sobre-estima al pH; en
0.16 unidades.
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La figura 28 muestra la comparacién de la calibracién in vitro y la calibraciéon

con el método de alto K‘* y nigericina. En ella se aprecia que laiy’difei'ehéiavehtre' una

5 188 PK =699
% i
1.80 i)™ 2
i ’- masio)

w
(=]

1.75 [ . PK,=7.14
L \CF,,.,-LSGM

CF,,,»2.0054

ol

Figura 28, Comparacién de la calibracién del BCECF con el método de alto K* y nigericina y con el método in
vitro. La grifica muestra ¢l ajuste a la Ec. 10 de la calibracién in vitro (circulos blancos, n=11) y el ajuste de la
calibracién con el método de alto K* y nigericina (cuadros negros, n=11), las barras representan la desviacién
esténdar de cada medicién. Los valores de CF para ambas curvas tienden a un valor maximo (CFmax) ¥ @ un
valor minimo (CFmin), mientras esto ocurre, el CF se va independizando del pH. Nétese que la diferencia entre
ambas curvas es constante entre 6.2 y 7.8 unidades de pH.
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Efecto que tiene el tamaio y la posicion de la region de registro
sobre las medidas fluorescentes

La region de registro delimita una zona celular a partir de la cual se realizan
las medidas fluorescentes cuando se estudian los cambios en el VCA usando
microscopia de fluorescencia (véase la figura 3). Esto es, las mediciones se hacen a

muestra” del cuerpo celular total. La validaciéon de la técnica de

sobre las medidas fluorescentes.

¢(Cual es el tarnano éptlmo de la reglén de reglstro para medlr las
senales ﬂuorescentes? . S

Para- deterrnmar la 1nf1uenc1a que tiene el: taman A e‘ilei,f'feg‘ién de registro

el tamaiio de la regién de registro aumenta. Una forma de encontrar el tamario
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optimo de la regién de registro para realizar las medidas fluorescentes es a través

del cociente sefial-ruido (CSR), definido como (Srinivas y Bonanno, 1997):

CSR=ML, ' ‘ L . Ec.11
(°,'oi+.o‘irf)/2'", A :

donde:

"Fo = Fluorescencia estacionaria basal

Fr = Fluorescencia estacionaria en’los pulsos anisosméticos

o1 = Desviacién estdndar del estado estacionario'basal -

ar del estado estacionario en'los pulsos anisosméticos

o2’ = Desviacién estand

entre el 'tam
observa.

cuerpo ¢

10 veces ma

quedarnn nmerso en el ruldo, este hmxte obvxamente‘dlsmlnuye conforme el.CSR

aurnenta Para aso rnostrado en la ﬁgura 29, el valor méx1mo del CSR se alcan26

con un. ta nafio. de. reglén del 20 55 %, del area del cuerpo celular, valor que es muy

dlferente del; amano de la reglén de regxstro usada normalmente para medir los
cambios en el VCA, el cual es del 3'al 10 % del area del cuerpo celular. Este rango
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esta de]inﬁtado'por las lineas punteadas en la figura 29B, se aprecia que los valores

de CSR dentro de dlChO rango son al nwenosde 15; 1nd1cando que con una: reglén

cuyo ktm’rn‘anov e a‘ n>e1 rango del 3 al ,104, del: érea del cuerpo celular, se

tiene n1jjy‘: buen senabxhd_adfpara .1ned1r camblos en el VCA a4part1r de las

medidas fl ]

e A
1.04
1.02
1.00
0.88
0.96
0.94
0.92

40

R H
-®- CSR Hblr

Cociente SefalRuido (CSR)
N
o

0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90
Tamafio de region

Figura 29. Efecto del tamaiio de la region sobre las mediciones de fluorescencia. A mucestra las sefales de
fluorescencia obtenidas a partir de regiones de diferentes tamanos colocadas sobre una célula cargada con
BCECF, como sc muestra en C. Nétese que la magnitud del cambio de fluorescencias, al igual que el ruido,
disminuyen conforme el tamaiio de la regién aumenta. B muestra el efecto que tiene el tamano de la regién
sobre el cociente sefal/ruido (CSR). Noétese que en ¢l rango que se usa normalmente en las determinaciones
celulares (delimitado por las lineas punteadas), el CSR tiene un valor superior o igual a 15. C es la imagen (en
pscudocolor) de una célula cargada con BCECF, tomada con microscopia de fluorescencia.

(Cudl es la posicién ideal de la regiéon para obtener las mejores seriales
fluorescentes?

Para encontrar la localizacién 6ptima de la regién de registro para medir los

cambios en las senales fluorescentes, una célula cargada con BCECF se sometié a

TESIS CON 103
FALLA DE ORIGEN




pulsos modestamente arusosméhcos (~ + 8%) las senales de ﬂuorescenc1a se

obtuv:eron a’ parhr de dlferentes reg10nes del mlsmo tarnano (4 78 % del érea del

cuerpo celular) per

0.94

__HDDD 8.29%

0.82

—@~ B/R Hiper
14 —&~ SR Heo

TESIS CON
5LLA DE ORIGEN

Cociente SefialRuido (CSR)
o ]

— —_—

1 2 3 4
No. da Regién

Figura 30. Efecto de la posiciéon de la regién sobre las medidas fluorescentes. A muestra la fluorescencia
relativa obtenida a partir de las regiones mostradas en C. Se aprecia que la region colocada en la zona celular
de mayor fluorescencia es la que brinda las mejores sefiales. B muestra los valores de CSR para cada region.
Noétese que el mayor valor del cociente se obtiene con la region 2. € es la imagen (en pscudocolor) de una
célula cargada con BCECF, tomada con microscopia de fluorescencia.
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Precision del método para las determinaciones de volumen
La transformaciéon de las seriales de fluorescencia a cambios en el VCA
implica dos suposiciones. La primera, ya tratada en esta tesis, es que los cambios
en la f]uorescencia-sqn, ‘p’rbporcionales a los cambios en la concentracion del

colorante dentro délra"ﬂgé en’'que se efectﬁan las medidas. La segunda es que la Fp

permanece’ consta ‘ ‘ penmento. Para evalu'\r la- segunda

predichos para un. os etro 1deal,(11nv a contmua) Los estados estacionarios para

cada pulso de callbrac16n se compararon entre si y se determiné su variaciéon. El
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coeficiente de variacién (CV) encontrado para-la solucién 10% hiperosmética en

una misma célula fué.ae 0.77% y para el pulso lﬁpéx_‘osmdticb de 0.42% (n=

. VCA,p'a:ra‘lkbs pulso: lliperosmétiqo'efh'ipb‘s‘m'értiéo respectivament:

T 1 - T HiIpa 11.4% Hipo 11.4%

el — T e

Hiper 8.5% Hiper 9.5% Hiper 9.5% Hiper 9.5%

o8s -

FofFy
o
®

Fp = 0.51

00 02 04 06 08 10 1.2 X1 LX) 1.0 11 1.2
/Ty /Ry

Figura 31. Precision entre ensayos. A muestra los cambios de volumen de una célula cuando se somete a varios
pulsos anisosméticos (~ £10%). Nétese que la magnitud de los cambios del VCA son comparables. B es la
gréafica que permite obtener el valor de la fraccién de fondo (Fy), el cual corresponde a la ordenada al origen de
la regresion lineal aplicada a los pulsos de calibracién (circulos negros). C es la gréafica de los cambios de VCA
estacionarios durante los pulsos de calibracion como una funcién de no/nr. N6tese los cambios de volumen
celular durante los pulsos de calibracién (circulos negros) practicamente caen sobre la linea continua que
representa el comportamiento de un osmémetro perfecto

También se obtuvo la precisién intermedia, esto es la precision de las

mediciones de los cambios de VCA provocados por las soluciones ~10%
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anisosmoéticas en diferentes células, encontrandose un CV de 1.01% para el pulso

10% hiperosmético y de 0.87 % para el pulso 10% hiposmotico (n=20).
P y P P P

Exactitud del método para las determinaciones de volumen
La ecuacion que rige la relacion ideal entre el VCA y la presiéon osmdética ()

es la de Van’t Hoff:

LA Ec. 12

T

Donde Vr es el volumen en el estado estacionario al aplicar una presién osmética

smoticas, donde la presion’osmética es mo.

nt, Vo es el volumen en condicic

Esta relacion es seguida po

fin, Vr/Vo s

como la exac
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Determinacion simultanea de los cambios en el volumen celular
acuoso y en el pH intracelular

La figura 32 muestra un ejemplo de la determinacién simultdnea de cambios
en pHi y VCA empleando al BCECF como el indicador de ambos parametros. En

este experimento la célula fue sometida a una solucién isosmética conteniendo 20

mM de NH4Cl: Los cambios en el VCA (obtenidos a partir.de la F4 8

alla del pH asal:inicial®(3).:Se puede apreciar tambxér\ quedespués ‘de que la

célula ha quedado c a, ésta tlende a recuperar su ruvel basal 1nlc1a1 de pH (4).
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Figura 32. Cambios simultaneos de VCA 'y de pHjen.una céluln expuesta aun pulso de NH,Cl 20 mM. La A
muestra los cambios en el VCA. B muestra los camblos del le
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DISCUSION DE RESULTADOS

La técnica microespectrofluorométrica para medir cambios en el VCA que se
describe y valida en este trabajo, tiene varias ventajas sobre otros métodos
existentes. La mas importante de estas ventajas es que permite medir cambios en el

VCA en cualquier tipo de célula, sin importar ni su tamafio ni su forma. Ademis,

las téc‘r“\ic_ré's*bas”ada"s fluorescentes (dependiendo:d a naturaleza de

éstos) perm concen fréciéh intracelular

de iones (ej. H* y Ca2’)

espectrales del col

sensibilidad z_’nlf’p_H a

isosbéstico en'el:

rescencia“es-independ

posibilidad de emplear.

de estu’dibsjcﬁx éticos

patologia del control del pHi y"del volumen celular.
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Propiedades espectrales del BCECF libre
En la determinacién de las propiedades espectrales del BCECF fuera de la
célula (in vitro), se empled una solucién que simulaba el contenido iénico del
'cxtosol de la 1111ea celular empleada (NG—]OS) Esto tuvo la fmahdad de: evxt':rv

zn vltro e in- znvo,

o concentracion 7 : ‘ely espac1o c1t05611co, asi como al

fotoblanqueamxentb y apagamiéhzto' del colorante o a su salida de la célula.
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Los aditamentos épticos no tienen efecto sobre las propiedades
espectrales del BCECF.

Existe el antecedente de que los aditamentos O6pticos empleados
comunmente en las determinaciones microespectrofluorométricas celulares
pueden interferir con las propledades espectrales de algunos co]orantes

fluorescentes, tal es el caso del Fura-2 empleado en las determu’nacxones de calcxo

4_4). No' obstante la variabilidad, el

valor del PI hO"eé'élgn ica elyorbtenido en la celda (438 nm). Por

lo tanto, las propledade relevav orante, que permiten su uso confiable

para medir simultdneamente los calnblos en el pHi y en el VCA, no se alteran por
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la -via Optica. 1mphcada en: el 51stema de med1c16n ernpleado en este traba]o. La

variabilidad ;en la determxnacxén’ del punto 1sosbést1co_ en la cémara de

‘experimentacié riacion es

introdicidapor dificultades  téc zclado
de las”kr'stluc‘i‘ories én la camara y las Variééioﬁes eé'tbéésticas en Iéi salida del
detécfdr.
El medio ambiente intracelular no afecta las propiedades
espectrales del BCECF.
La figura 16 muestra que la forma espectral del BCECF en el interior celular

y la gran sensibilidad al pH de su fluorescencia se mantienen, en lo esencial, sin

cambios con relacibn a las caracteristicas registradas tanto_

estadisticamente no existe

la celda: espectrdfliio on yi-en la cdmara de

experimentacién (PP>0.05).
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Los resultados expenmentales apoyan la idea de que el medlo amblente

c1top1asnuco de Ias células utlllzadas en este estudlo no afecta la sensﬂ:ulldacl de la

f]uorescencxa del colorante al'pHni la posxcxén espectral del punto 1sosbest1co, que
son los parametros relevantes para’ poder en1p1ear al BCECF como indicador de

carnbxos simultaneos en el pH; y en el VCA.

El cociente de fluorescencias es un indicador selectivo del pH
Una vez establecido que las caracteristicas espectrales y la sensibilidad del
colorante al pH no se alteran significativamente ni por efecto de los aditamentos
6pticos, ni por las condiciones de medio ambiente intracelular, es crucial

determinar si el CF mide selectivamente al pH.

colorante a:.do

trabajo, una:d

es el deno . rinda una

ua‘lqulerk punto del

fluorescencia . ada corno 7\.1) En teorxa,

espectro de’ ex olorante (que no sea el 1sosbéstlco) puede emplearse
como A1, pero’l ibilidad’'y la re]acién sefial/ruido son diferentes para cada

caso, por lo tanto,.es importante establecer la A1 que ofrezca la mejor resolucién.
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Esta A estard determinada, entre otros factores, por el rango dinamico del sistema

de registro.

.con mucha frecuencia en las determinaciones

fluoron\c-;‘tr@AS de H'kfcka‘lcio, magnesio y otros iones en virtud de que se le
consldera u;l p r{xmetro independiente de la concentracién del colorante, del
fotoblanqueanuento y .del apagamiento de la fluorescencia. Sin embargo, no
existen pruebas expenmentales que fundamenten esta suposicién, ni se han

evaluado las limitaciones o precauciones que deben considerarse para su empleo
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en la medicién del pI—Ix La vahdacxén del’ método desarrollada en este trabajo

reqmere demostrar que el CF es selectlvamente sensxb]e 1 Ios camblos en el pH.

précticameﬁte ineal:con res i6n del BCECF (véase la figura

22A). Dado que la dependencia‘se ‘acentia a las concentraciones mas bajas y en los
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méximos de ﬂuorescencm (vease la. flgura 22B), se con51dera que la ordenada al

origen dlferente de cerg; que puede 1nfer1rse de la ﬁgura 22A (1ntercepto de lineas

CO_mQ k Se vera

establecer que :esta relacxén{ se cumple ‘en’ el 51stema empleado para']as

determmac1ones celulares. S

Para ‘con‘le‘nzar;.c‘o’h,esta'_discusién, es’ 1mportante destacar que el sistema de

1m1tado esto es,,nene ‘un rango lineal

dinami o util
’ 8;‘th$), que confina las
ode intensidades de
i;ﬁieqrirﬁégenes se expresa
a;m nxma infensidades de luz

titiles para ,obtener'u‘r'ia ‘m'evdxda' 1stor516n de,la,,sena (fﬁéﬁé y Spring, 1997). A

las mtensxdades de qu més‘ altas, el sxstema se satura y a las mas bajas la senal

queda inmersa en el ruido.
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El estudio del CF en la camara de experimentacion requirié seleccionar una

ia fuera.altamente sensible al:pH: (A1) -al:mismo

A de excitacién cuya ﬂuorescené

registro. 'COmyo ‘

4706 -

ia muy:

70 0495 nm
ia de'intensidad mas

a _1}’excitar”en el PI.no ha

e excitacién:queifuera:sensible alipH y que cayera en el

450nm En este punto la

\{eé quéda aléjada del PI en

Sfigura 33.
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Figura 33, InsenSIbihdad al pH de la fluorescencia en el PI. Se muestran las sefiales ﬂuorescentes resull‘antes de
excitar al- BCECF a:450 nm (Faso) 'y a 438 nm (Fus). Los cambios en el pH de la solucién se‘realizaron por el
método de.diluciones reciprocas, de manera que la concentracién de colorante fue constante La gréfica A
muestra la variacién de Fyso con el pH. La grifica B muestra que la Fys no se afecta por I :
La grafica C muestra el cociente de Fisoy Faas. Nétese que el cociente varia con'el pH:'

), que‘\tlene u alor‘ negatwo, como se rnuestra n:1 regresxén lineal en la figura

23A (llnecs contxnuas) Este hpo de b 1nd1ca que cuando la concentracién del

colorante es cero, la fluorescencia tiene un valor negativo, el cual no puede medirse
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experu‘nentalmente. Sl se aprecxa la regresu‘)n lmeal para cada. trazo en: la figura

23A, se puede deducxr que: ]aiF‘ns llega a cero cuanclo la: Fas tlene aun "un valor

Experimen'ta:l ne kand(‘)'é’l‘ valor de’b de la relacién

fluorescencia- verstis [BCECF] es:positivo, es decir, tal correccién puede realizarse

so6lo cuando en-ausencia ‘del colorante; el sistema detecta alguna sefial fluorescente.
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Con Ias bases anterlores, se aJustaron los. pararnetros del sistema’ empleado

en las determmacxones celulares y: como puede aprec1arse en la f:gura 24, el CF se

es- un  indicador selectivo del pH

angos:‘de- concentraciones usados en las

BCECF (~ 500 uM) es muy grande, por lo que podria dudarse que existe una
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relacién lineal entre la fluorescencia del colorante y su concentracién en el interior

celular. Esté repercutiria-en la 1ndepe c’_lélrivévi‘zi~d'eli‘C]'j‘ : d $ ﬁiéﬁera"qué’: éste pbdrl‘a

figura 32 mugsgr q

anisosméticos de calibracién, el pHi permanece practicamente constante, indicando
que la dilucién y la concentraciéon del colorante en los rangos de utilidad

experimental no afectaron al CF.

Linealidad y rango util de la relacién entre la fluorescencia del
BCECF y su concentracion.

La determinacion de la linealidad de la relacién entre la fluorescencia del

colorante y su concentracién es importante por dos razones:
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1) Como ya henlos vxsto, el CF es’ mdepenchente de Ia concentraciéon del BCECF

' d i las fluo' escencxas medx_ asr en las'dos longltudes de onda que

“siempre y ¢

Por lo antedich

entre la fluorescenci

medicién descri

rnphﬁcacxén) del

la linealitii‘—;id: d

oncentrac1ones

sistema;de:d
del colorante cesario . normalizar los

datos de flti res encmv.y.dev concentracién del colorante, expresandolos como un

porcenta]e relatxvo skua:v‘alor»m{‘)xin'lo respectivo (véase la figura 26). De esta
manera fue posxble anahzar los tres experimentos realizados independientemente
de la muestra. Es importante destacar que la normalizacién de los datos de

fluorescencia y de concentracién del colorante implica que el 100% de la
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concentracién del colorante corresponda.al 100% de la fluorescencia y que en la

ausencia‘del ‘colorante la* fluorescencia sea cero. De esta. manera, la linea de

existe una relacién dir

su concentracién en:e

(P>0.05) con ‘respect

encontraron diferencia

no existe diferencia significativa entre las regresiones lineales experimentales y la

tedrica.

Lo anteriormente expuesto permite concluir que en el rango de concentraciones

de BCECF explorado:
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1) Existe una relacion lineal entre la fluorescencia del colorante y su concentracién

utilizando el sistema’ de medicién aqui descrito. -

Es p051ble realxzar a transformac:é de la ﬂuore cenc1a a camblos en el VCA

medlante los algor1tn1os descrxtos para otros colorantes (Alvarez Leefmans et

al, 1995)

El rango de ﬂuorescencxas en el que el sxstema de med1c16n presenta un

comportanuento lmeal con: respecto a la concentracxén del BCECF fue. de 40 a 220

Este rango;debe deterrrunarse cada

u.a. para-la F4so y de 20 a 120 . a. para la F433.

vez que se: cambxan las cond1c1ones del’ 51stema (e] ]érnpara, wvia; éptlca 6 video

Es in’\portaﬁte’ determinar los valores Sptimos de ﬂuoréscehcia' que permitan la’ medicién

precisa de los cambxos en el pH. y en el VCA Para e]lo deben cons:derarse las dos fluorescencias

medidas (l‘450 y la F.ns) Dado u " 1‘450 es: la de mayor mtensxdad, debe tenerse cuidado de que al

iniciar cada experlm

es decnr, la: F45° debe ser.

hasta 254 u. a, l ,n compottarse de manera no. lmeal

dmémxco del detector. Por otro ]ado, se debe

debido a que se opera erca.de la atu acxon del a

considerar que los posxbles camblos de pH en las determinaciones celulares pueden incrementar la
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Faso, por lo tanto es 1mportante establecer un valor consnderablemente menor _ al iniciar un

experimento. Este va]or de ﬂuorescencm dependera del efecto que pueda tener la squchn de

prueba sobre.. e] ) “se: determmé

experm‘lentalmente que 1a ntensxdad méxlma que la F4su debe’te al iniciar el experxmento es de

210u.a.

Por otro lado, la F.|3g debe tener una lntensxdad mayor ‘a 20 u.a. limite menor 'del-_x;ango en

De acuerdo con lo anterior, la condicién para determinar con precisién los cambios en el

pHi y en el VCA de manera paralela es que la intensidad de la Fiso sea como maéaximo de 210 u.a. y

que la intensidad de la Fias sea como minimo de 50 u.a.

La calibracion del cociente de fluorescencias in vitro es mas
adecuada que la calibracion con alto K*'/nigericina

Una vez establecido que el CF es un indicador selectivo del pHi es
indispensable discutir y evaluar los métodos disponibles para calibrar las senales
fluorescentes y transformarlas en valores de pHi. No obstante el hecho demostrado
de que la calibracién con el método de alto K*/Nigericina no da resultados
confiables (Boyarski et al., 1996), éste se emplea con mucha frecuencia por razones
practicas y porque no se cuenta con otro método mejor que proporcione la
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calibracion del colorante que 1nc1uya el rango de pH de 1rlterés b1016g1C0 (6. 2—7.8)

Por otro ]ado, el método de- los puntos nulos ‘ha' demostrado se ', muy conflable en

propi‘ed d
es decir f
obtenic‘i'v.:)'
lo tanto, tan alibraciéﬁ znvztroy la‘

calibracién

: apoﬁparacién entre los métodos de calibracién de
hfgéficina y'el in vitro. El anélisis de varianza (ANOVA)
aplicado dos mostrados en la tabla X1V indica que existen diferencias

01) entre los métodos empleados para determinar el pHi. La

sig11ificzit1vas P<
prueba estadistica de LSD (Least Significant Difference), indica que tales
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diferencias estdn determinadas por la variacién existente entre el método de los

“puntos nulos”'y el 'niétq'cnldi"d’e :av‘lt‘ K*ynxgerxcxna,dadoque la’ diférencia:de sus

valcr)frérsip: medi : (0.16,n 1)

calibrar al BCECF. La explica'ci‘yén'de ello esla:sxgu:éhfé: dado que la nigericina es
un jondéforo que también intercambia Na* por H* y que las soluciones de
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calibracién  no tienen -Na*,” el Na*i odria intercambiarse or rotones
) . ] P

extracelulares' de n‘ianeré‘Qule la [H*]. seria diferente a la [H*]i, lo cual se puede

reflejar en una sobre-estimacién del pHi.

£é4§5timaci6ﬁ del pHi~‘c1.ia"r1d6t'sé¢i mpleaalto 7K* y
ni gerlcxna r.par
colorante, °q
(pH., Cr) de

calcu]o de

pueden corresponder d C n' qiﬁellaé c;btenidas coh el‘ métodb dé'l;s
“puntos nulos 51 ’enrluga de ernplear el pKa(N[APN) se usa el pKagv) para calcular los
valores del pH el 5 experlmento; lo cual, de acuerdo con la Ec. 1 es
equxvalente a restar’ 0.16 unidades de pH a los valores de pHi con el método de alto
K* y nigericina. |
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_De acuerdo con la figura 28, el valor del CF en ambas curvas de calibracion

tiende hacia.un valor méximo (CFmax) cuando el pH se incrementa y -hacia un nivel

minimo '(CF‘ ‘n‘do‘fe'l, pH disminuye. Considerando quke'al‘aqe_rgﬁ ’réﬁ_ay'dicljklo:sv

limit‘éks.','yél .CF 1dadal pPH., es po,siblvv‘ estab

menos '(':Omple'jc') y mas rapido

descritos ante En’ este método se empl

calibracion;’

pl sméncg Apéra ’

vitro (~ 7.5'0)‘. ‘_‘fJn"mé‘tbﬂdio;de','c‘ei,hbtamén sémeja”ﬁte"t_/x'é sido descrito por v]ames-

Kracke en ~19,92... ]
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El tamafo y la posicion de la regién de registro alteran la
resolucion del método para medir cambios en la intensidad
fluorescente.
La figura 29 muestra como las medidas de fluorescencias, obtenidas al

exponer a una célula a soluciones anisosmaéticas, se ven afectadas por el tamarfio de

la regién de registro. Se aprecia que la magnitud del cambio de la fluorescencia

provocada por ]Vz;s' 56iticidnéé aj
disrﬁiﬁﬁy'e k n
d;z Vvlairegién e'r
1“nahii:}i

como lo'indic

corresponde ‘a:un 20.55% del.area
elusado’ normalmente 'e'nlblziAsx ;
CA:'que es del 3 é
;ferenciaciéh) puedeh afectar
Ooptimo a
diferencia .

medir con una buena sensibilidad los cambios en la fluorescencia provocados por
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las manxpulacxones expenmentales ycon base en “ello dec1d1r si determmado

tamaifio de reglén es o ‘no adecuado’ En este caso, Ios amblos del 'VCA' de una

indan ‘una

Lo anterior permite concluir:que el tamafio de la regién usada normalmente
para medir los cambios en el VCA mediante técnicas espectrofluorométricas,
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permite resolver cambios de fluorescencia resultantes de cambios incluso del 1%

del VCA. Por otro lado; la'posicién 6ptima de la regién de registro es en la zona

celular de mayor fluorescencia: =

- Precision

En este trabajo se determmaron dos tipos de premsxér\"a) entre ensayos y b)

la intermedia. La precxslén entre ensayos permitio evaluar el ¢

VCA resultante de la®cor

suposiciones : que =

cambios ;dve VC

mientras:qu

Anli‘eren temente

sformacién’de las senales

fluorescentes ‘CA.Q,d-es‘Crita en ésfexti'aba;o puede emplearse de

manera confi encionar, como dato curioso, que la precisién de un buen

osméniétf&i;d tIaboijr :\té,:i‘c'); es de alrededor del 1%.

Se ‘ha’ "exicdntrado empiricamente que para soluciones ligeramente

anisosmética células responden como osmémetros perfectos. Este es el caso

para solucxci}rileéa-lO% anisosméticas, por lo que los valores de VCA de células

diferentes expuestas a un pulso anisosmético idéntico deben ser comparables. La

134



variacién entre tales - medxcnones ‘se. ‘estimoé por ‘la prec1516n 1ntermed1a. El

porcenta)e del cve para este caso fue de O 87 para la soluc16n hlposrnétlca y de

rgo, este

os usos:del

rnétodo de med1c1 n ata do en este trabajo.

Exactitud

La exactitud: se calculé con el fin de determinar qué tanto se acercanlos .

valores de- VCA'calculados mediante el tratamiento matematic déécfité,,eri'esta‘

hiposmético fue de99.‘488_2 +:1.0377. % (Media + CV) y para el pulso hiperosmético
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fue de 99.3805 + 1.2114 % (Media + CV). Esto es, la exactitud del método es

aproximadamente del 99%, lo que representa un voto de confianza para su empleo.
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CONCLUSIONES

1. El punto iSoSbésﬁco del BCECF medido en el interior celular es clreb437 + 37 nm

(n =

experinﬂentacién (437.5 = 1.64 nm, n = 44) a través del”

-para Vlzvxs_vcriet‘éljn)ina’cionesrr in vivo (Nikon Diaphot.300, objeti

'ANY'1.3)§‘Elbéal1ﬁlyisxs & varianza:de las.trés determinaci

3. Para que el cociente d uorescencias pueda utilizarse como un indicador
selectivo ‘a. cambios: en'el:pH, las fluorescencias individuales (que forman al

cociente) deben presentar un comportamiento lineal con respecto a la
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concentracién- de BCECF 'y la ordenada al- orlgen de dlcha relac16n (F versus

[BCECF])- debe ser cero El coc1ente_d ﬂuo scenc as empleado en el presente

obteniéndose mayor exactitud en las determinaciones de pHi.

6. EI ta'n'laﬁokf’yf],ar posnc16n de'la regién de registro tienen influencia sobre las
medidas fluorescentes usadas para determinar cambios en el VCA. El tamafio
de la region del 3 al 10% del area del cuerpo celular es lo suficientemente
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sensible para resolver cambios ‘en el VCA incluso del 1%. La localizacién

6phma de la regxon para medir las sefiales fluorescentes es'en la zona celular de

rnayorrﬂuorescencxa

Los. zilgbntmos enxpleados pata tfzinSformai las“"seﬁales fhioresbehtes obtenidas

al excxtar al BCECF en ! su- pu’ to 1sosbést1co a cambxos en el VCA son conﬁables,

con una precxslén del 1 % y una exactltud de ~ 99 %
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APENDICE

I. Comparacién del pH medido con el potenciometro y el predicho
por la ecuacién de Henderson-Hasselbalch

Las soluciones para determinar los espectros de excitacién del BCECF tanto

en la celda espectrofluoromeétrica como en la camara de experimentacién sin

células se prepararon por el método de diluciones reciprocas (véase pég 47), el

cual consxste en nlodxflcar escalonadan1ente el pH de una. solumén cl‘

medlante el reemplazo de ahcuotas sucesivas de ésta con ahcuotas dénticas de una

soluc16 r denqmlnada

solucnén inte

Ec. A1.1
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que puede escribirse . en-forma logaritmica ‘(ecuacién de Henderson-Hasselbalch)

de la siguiente manera:

“Ec. A1.2

mpén o 'mM en este caso) es igual a

Ec. A1.3
PH =pK_ +log- Ec. Al.4

finalmente resolviendo para [HT] s’e 'bb‘tié;f‘ie._ &
[HT]—W-- - Ec. Al.5

La concer\tracusn del tarnpén no dlsoc1ado ([I—IT]) presente en. las soluc:onea

de alta } J bn]a nczdez se calculo mediante 1a . Ec.. A1 5. Una vez conoc1do [I-IT] la
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Donde:
a= Volumen de la alicuota
‘m= Volulnen de la muestra

TCG= Concentracnén de HT al pH de] cual se parte

Cm Concentramén de I—I [ en la muestra de alta acidez

Una.vez. ‘concentracién de T- en las soluciones

interniedia'sisié calcul ia a'E’c'.'A’kl.B.
Fihéli‘nente, para calcular el pH de cada solucién 1r1terrned1a se usé la Ec.

Al.2, ‘'en .klkka':cuall e sushtuyeron los valores ‘de [I—IT] y de [T-]. previamente

calculados para cada caso.

Para establecer qué tan adecuados eran; los valores de.pH__calculados de la-

varias solucxones de dxferente pH

manera anterlormente descrlh, se prepararo

la” sol c16nfuse 1e midi6 el pH
nf;fié) Yy se compararon
extremas en esta determinacién

tuvieron valores: ibmétrb)ide 9.6 para la solucién de

“baja acidez'k”_" yide 6.3 la solucién: de-"alta: ac'_iydez”. El pH de las soluciones
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intermedias medido con el potenciémetro y el calculado se muestran en la

siguiente tabla:

pH inicial | % reemplazado | pHror | pHuu
9.60 5 8.60 8.50
8.6 (8.50") 10 8.04 8.02
8.04 (8.02%) 15 7.68 7.70
7.68 (7.707%) | 20 7.39 7.40
7.39 (7.40*) 30 7.10 7.15
7.10 (7.15*) 40 6.84 6.9

* pH inicial predicho por la cc. A1.2
Tabla Al.l. Comparacién del pH medido con el potenciémetro (pPHror) y el pH obtenido mediante la ecuacibn
de Henderson-Hasselbach (pHpmn). . o

La prueba t aplicada a estos datos indicé que no : exlsten dlfetencms

sxgmflcatlvas (P—O 9927) entre el valor del pI—I calculado "medlante la Ec Al.2

(ecuacién de Henderson-Hasseralch) y el valor medldo con el potencxémetro
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Il. Derivacion de la ecuacién para la transformacion de las sefales
de fluorescencia a volumen celular acuoso.

Esta derivacion es esencialmente la misma que se desarrollo para
transformar sefiales fluorescentes la calceina en cambios en el VCA (Alvarez-

Leefmans et al, 1995). Por principio, se asume que existe una relacién lineal entre la

cantidad de colorante intracelular y la fluorescencia total dentro del campo de

suposicion implica:que ‘tod

que:

Ec. A2.1

clativa a la cantidad del

eylvémeirk{td‘ de.

:-un eritrocito) VT representa
élula’ nucleada ;;yo citoplasma sea
homogéneé,‘ VI.deb lurggn citopldsmico. Si el citoplasma es heterogéneo,
e11toncés esﬁt‘improbable.que (4 séa‘ .representativo del volumen citoplasmico total y

la identificacién ‘precisa de VT no es posible. Ordinariamente, VT debe ser
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considerado como una porc16n hlpotétlca del mtoplasma de la cual v es

representatlva. Esta defxrm:lén de:VT puede no.ser satlsfactorla, pero €s quxzé Ia

n1ejor que se puede

existe: redistribuc 64 d

salida del mismo hac

i ihe Ay
ﬂuoréf&é& Se T
em'ba’r‘gc;, : " pja 1
os;uc;z tlca
re];i txva (Fo
flﬁoreégééc

A2.1, se obtiene vla_srlgby‘_l e

Fy _ VoT
Fy i*_r_" Ec. A2.2
VT
ado que Q, v, y K son constantes:
F v’
2 = ’T . Ec. A2.3
FT VO

Ahora, VT es la suma de dos fracciones de volumen: 1) el volumen celular
acuoso en el cual se diluye el colorante en el citosol (Ves) y representa la fracciéon
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que responde a alteraCIOnes en-:la osmolahdad externa, 2) la fraccu‘)n denotada

como Vb, que no cambla con ]a osmolahdad e erna 'y representa el volumen en el

que el:co_lq;

encuentr

osmolalida

Dado7qu , - es ‘necesari

Ec. A2.4

Ec. A24.1

Ec. A2.4.2

donde Vo5 es el volumen celular acuosos en la condicién control y Vesr es el estado

estacionario del volumen celular ‘acuoso alcanzado después de un camblo

osmoético.

Sustxtuyendo las ecuacxones A2 4. 1 y A242enla ecuacnén A2 3 se obhene‘

= V” o Ec. A2.5
T o
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Para pequefios cambios en la osmolalidad externa, Ves responde idealmente, es

decir, de acuerdo ¢on la ecuacién de Boyle-Van’t Hoff:

Ec. A2.6

donde 7o -es la pre516n osménc:" de laﬁ:sorluré:i‘érrx‘ extracelular .control y nr es la

presxén osméhca de la soluc16n de prueba.

' SusﬁfuyendO’la ecuacién A26 en la ecuacién A2.5, se obtiene:

e U
S ! oh T

o LTy : : Ec. A2.7

. oy os

“r [

rearreglando, o e
Fy = gl oye g

== 2 9  Ec. A28

La ecuacxén A2 9 es unazlmea x ecta donde la ﬂuorescencxa producxda por la

fraccion Vb/\f"o es la ﬂuorescencm‘de fonclo Fb. Esta Gltima puede determmarse de
la 1ntersecc16n de la gréflca de Fo/F-r como func16n de 1o/ T donde V°So/Vro serd la

pendlente.
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La ecuacién A2.9 puede también expresarse en funcién de mo/ rtr:

=
o o e Vot Ec. A2.10
K ’ '
w Ve

To
sustituyendo la ecuacién A2.4.1en A210 y rearréglando, se obtiene

Fope

()
o g Yy Ec. A2.11
e
. ‘1_~V
VT

Para normalizar, definamos a VT=1, y la ecuacién A2.11 se transforma en la

siguiente:

Ec. A2.12

ene de Vb, que es constante, por lo que:

Ec. A2.13

Se ha demostrado e}cpyeyrirpe‘ntailr‘,n’ente que Fp, determinada a partir de la

interseccion de la grafica de Fo/Fr como funcién de mo/nt, corresponde al valor
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medido por permeabilizacién controlada de la membrana plasmatica con otoxina

de S. aureus (CfoWé‘ét al.;’1>995). Elllcambio‘en la fraccién osmoéticamente activa de

VT, es decir. Vosr, Vosg, 1 suede calcularse con la siguiente ecuacion:
Your/ Vo puece © 8 v .

“Ec. A2.14
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NI. Calibracion de puntos nulos

La tecruca de los puntos nulos tiene su origen en las observacxones de que la

exposxcxén de las células a una base débil como el amoniaco (NH:;) produce una.

siguiente equilibrio:

Para la base:

NHg* = NHs + H*%: - o Rx. A3:1
[ver, ]
@ = Tmr] Ec. A3.1
A4
e o]
(vH ; =[__13<][—] Ec. A3.2
St :aB

Para el dcido:
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HP = P- + H*, Rx. A3.2

Ec. A3.3

Ec. A34

ce:que.la. produccién‘ o.consumo de

la célula ests

producciénio-consumo ‘de protones’ (H*) se da como se

ilustra a continuacion:
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——HP

Figura A3.1. Esquema que xlustra el fundamcnto de la técnica de los puntos nulos‘ El c{rculo dela 1zqu|erda'
representa una célula expuesta a’una solucién que contiene una base (NH3) y. unscido (HP) débiles. El cfrculo
de la derecha esquematiza el equilibrio tanto del NHj y del HP a través de la. membrana celular. Né6tese que al
entrar, el NHa consume H‘ formando el i6 amomo NH.. mlentras ‘al’entrar el HP libera’ H‘ al, forrnar su par
conjugado P-. : : .

Si se retoma’l
equivalente al “cons

de las reacmones de

afirmar que “1; ,gener‘ c16n del 16n propxonato (P) y del 16n amonio (NH4*) en el

interior celulair_ erd exactamente igual, esto es [P-]i = [NHa*]:.

Por lo anterior podemos entonces igualar las ecuaciones A3.2y A3.4:

NH | |H* |, HP],
[ 3 ], [ ] - K an L ] Ec. A3.5

K, [#+],

y resolviendo para [H+]; tenemos que:

K K __[HP],
[ U g g il Ec. A3.6
. , ‘[NH3 ] ‘
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[#+] = K s K up [P, Ec. A3.7
(e, ],

Apliéandq logaritmos:

IS [1)}5"]' -

log[H * ]; =1og as X Ec. A3.8
[NH 1
K K HP];
log[H * ],. =Llog ad [ ]' Ec. A3.9
2 [ NH | 1
| 1 e [#P] e
| log[H * ],. =;[logl<m + lqu e +log[ T i ] Ec. A3.10
Ec. A3.11
- Ec. A3.12

Como NH3 y HP ‘se’ equlhbran répxdamente a: t-ravés de la membrana
plasmétlca, er\tonces [NHa].—— [NH;:.]._-, [HP]i [HP]e Por lo tanto,.la Ec.  A3.12

puede escribirse:

I T N V-
pH . =—| pK +pKaB + log ———* Ec. A3.13
: 20 . :

Esto indica _‘qute;}si lya;pyro,duvclc’iré_n y pérdida de protones dentro de la célula
como consecuencia de la:é5‘<1po>sici6n‘al NHs y al HP, es de la misma magnitud,

entonces el pHi no se modificard y se podra calcular su valor a partir de las
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concentraciones de las particulas no cargadas en el exterior, mediante la ecuacion

A3.13.

Con el fin"de ‘encontrar: el puiito 'n_ulofekperimexjtalnﬁént_e’,_ las ‘células” se

exponen:a soluciones.isosm

el equilibrio desé}-itpjp@r la Rx. 1. La Ec. A32 puede escribirse de“formgi'IOgaritmiéa

de la siguiente manera:

pK._ . = pH +log——3>= Ec. A3.14

TESIS CON 155
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Si [NHa3a] + [NH4*] = 2mM,,entonces [NHa*] .= 2 - [NH3]. Sustituyendo a

[NHa*] en la ecuacion A3.14 se tlene que:

B Y [NH],
PKap PH +10g———’ - ' Eec. A3.15
S cvES] .

Resolviendo para [NHalse btlene e

Ec. A3.16

La concentracxén ‘de. NHs presente en 2mM de NH4C1 puede calcularse con

la Ec. A3.16, dond .

: pl—I pH de'la solu én nula (generalmente 73)

a base débll que en este caso, a 25° C es de 9.25.
El véi@r de. [NHs]ideltexv'r‘ninado con estos pardmetros es de 0.022 mM.

Una vez. conoc1da‘la concentracién de NHs, el valor de la cor\cent—racxén del

HP se calcula nledlante la s:gulente expresion derlvada de la Ec. A3 13: -

' [I‘[P]e _ [NHSJL-

T 102PHN—PKus~PKon Ec. A3.17

Donde:

pHNn = pH intracelular teérico al cual la produccién y consumo de protones,
al aplicar la solucién, son equivalentes. Este valor de pHn se fija a diferentes
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valores: 6.6, 6.9, 7.0, 7.1,.7.2y 7.3,  de tal manera que al aplxcar estas

soluciones a 1la célula‘y observando los carnbxos ‘en el CF puede

deterrninars'e'el'p cta o'por »;nterpplacxén.,

Ec. A3.18

Para determmar la canhdad de proplonato de sodio (NaP) que debe

contener la solucxén nul 61‘0'_se suman las concentraciones de HP y de P-

calculadas parakcada qaso.' 3

La preparac16n de las solucxones nulas debe realizarse con base en la

solucién 1sosn16txca normal sustituyendo equimolarmente al NaCl por NH4Cl o
NaP (véase la tabla A3.I). De esta manera la osmolalidad de todas las soluciones

nulas es aproximadamente la misma.
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PH nulo [NH3]e [NH.CI] [HP]. [P-] [NaP]r [NaCl]

mM mM mM mM mM mM

iso 0 0 8] 0] 0 120
6.6 0.022 2.000 0.183 49.252 49.435 68.565
6.9 0.022 2.000 0.046 12.372 12.417 105.583
7.0 0.022 2.000 0.029 7.806 7.835 110.165
7.1 0.022 2.000 0.018 4.925 4.943 113.057
7.2 0.022 2.000 0.012 3.108 3.119 114.881
7.3 0.022 2.000 0.007 1.961 1.968 116.032

Tabla A3.1. Concentraciones de NH.Cl y de NaP, para preparar diferentes soluciones nulas. En esta tabla se
muestran las concentraciones de NH4Cl, NaP y NaCl que deben contener las soluciones nulas preparadas con
respecto a una solucién isosmética normal que contiene 120 mM de NaCl. Nétese que la NaCl de la solucién
isosmética se va reemplazando por el NH,Cl y NaProp de manera equimolar. De esta forma que la suma de
las concentraciones de NaCl, del NH4Cl y HProp es siempre 120 mM
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