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Ciencia y Dios bajo un mismo sol

Vida es amor y la ciencia pasion,
Sin pasion, la vida no serfa entendida.
Dios creo al hombre con razén,

Y éste, a la ciencia

La ciencia es todo en la vida
Crea, disefia, madura, avanza

Tanto que tenemos una mejor vida

Dios y hombre ;qué hay en comiin?
Inventamos para crear
Dios con su magnificencia

Y el hombre con la ciencia

Criterios erréneos dicen
Igualar a Dios queremos
Personas que no saben,

Que entender buscamos

Ciencia es vida, vida es ciencia
No rompemos sus leyes naturales

Sin embargo, las tratamos de hacer mas digna para la vida.
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Figura
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Xenopus laevis. A. rana adulta (Miledi y col., 2004). B.
Ovocitos en estadio V y VI.

Dendograma de la familia de canales de cloro CIC (Jentsch y
col., 1999)

Estructura del canal de cloro CIC. A. Representacion del
dimero EcCIC. B. Topologia de la subunidad EcCIC (Dutzler,
2004). Los alineamientos de secuencias muestran los
aminodacidos importantes para la formacién del poro.

Canal de cloro CIC de la bacteria E. coli. Canal de cloro EcCIC
silvestre con dos sitios de unién a iones cloro Sy ¥ Scen
(Dutzler, 2004).

BAPTA. Acido 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano-N,N,N'N’-
tetracético, es un quelador especifico de calcio (estudios
recientes también muestran quelacién al zinc en igual
especificidad). Sus cuatro grupos funcionales carboxilicos son
capaces de unirse a dos iones calcio, cuando pierde los
cuatros protones (en circulos rojo del grupo hidroxilo) y se une
al ién divalente caicio (cuadro verde).

Vector pGEM-T Easy. Contiene los sitios promotores T7 y
SP8, (y el sitio muiltiple de clonacién), la regién de la enzima B-
galactosidasa (para diferenciar colonias con el inserto,
colonias blancas, circulo en naranja) y sitio de restriccion
enzimatica para EcoR1 (Rectangulo en rojo).

Pulso a -160 mV al fijar el potencial a -60mV. A. Pulso a -160
mV durante 1 s. B. Corriente generada por el ovocito, se
puede observar la respuesta maxima obtenida a un tiempo de
200 ms, (sefalada por la flecha), posteriormente existe un
periodo de cierre del canal de varios segundos

Protocolo del registro electrofisiolégico para determinar la
desensibilizacién del canal. A. Respuesta obtenida de un
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13

ovocito al estimulo del voltaje. B. Amplificacién del primer,
quinto y décima corriente generada por el pulso
correspondiente (sefialado en D). C. Protocolo de 10 pulsos
consecutivos a —150 mV cuando el potencial se fijo a —-50mV
con duracion de 200 ms a intervalos de 9.8 s entre cada pulso.
D. Amplificacién del primer, quinto y décimo pulso.

Relacion corriente-voltaje. A. Protocolo de fijacién de voltaje.
B. Curva corriente-voltaje en Ringer normal.

Pulsos a -140 mV cuando se fijo el potencial a -60mV. A
Corriente producida por un ovocito al encontrarse en Ringer
con sulfato. B. Con nitrato. C. Con yoduro. D. Ringer normal.
E. Con bromuro. F. Bajo en cloruro. En todos los casos se
muestran respuestas obtenidas por diferentes ovocitos de
diferentes donadoras, posteriormente existe un periodo de
cierre del canal de varios segundos (flechas).
Desensibilizacién del canal en diferentes sustituciones
aniénicas. Protocolo a 10 pulsos de —150 mV durante 200 ms,
se fijo el potencial a -50 mV. En M valores obtenidos en Ringer
normal (N= 8 n= 45), @ Ringer con bromo (N= 8 n= 22), A
Ringer con yodo (N= 7 n= 22), ¥ Ringer con nitrato (N= 5 n=
18), 4 Ringer con sulfato (N= 3 n=9), < Ringer bajo en cloro
(N= 3 n= 10) (Promedio + error experimental).

Relacién corriente-voltaje en diferentes  sustituciones
aniénicas, fijando el potencial a -60 mV. En W valores
obtenidos en Ringer normal (N=2 n=6), @ Ringer con yodo
(N= 2 n= 4), & Ringer con bromo (N=2 n=5), ¥ Ringer con
nitrato (N=2 n=6), < Ringer bajo en cloro (N=2 n=6),
(promedio + error experimental).

Selectividad anidnica. Valores normalizados con respecto al
cloro como 100%, existe una preferencia a la permeabilidad
del i6n sulfato, no asi en bajo en cloruro donde la

concentracion de cloruro (31.81% de cloro en Ringer bajo en
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cloro) es proporcional la caida en las corrientes generadas.
Efecto del i6n calcio en la desensibilizacion del canal i6nico
fijando el potencial a -50 mV. En M valores obtenidos en
incubacién con BAPTA (N=2 n=10), @ Ringer sin calcio (N=6
n=17), A Ringer normal (N=2 n=7), (promedio + error
experimental).

Efecto del i6n calcio intracelular y extracelular en la relacion
corriente-voltaje, fijando el potencial a -60 mV. En M valores
obtenidos en incubacién con BAPTA (N=3 n=13), @ Ringer sin
calcio (N=2 n=4), & Ringer normal (N=2 n=12), (promedio +
error experimental).

Ovocitos de X laevis en diferentes etapas de maduracién. A.
ovocito en estadio VI. A”. Ovocito en estadio VI vista desde el
hemisferio animal, no se observa la vesicula germinal. B.
ovocito sometido a incubacion con progesterona (10 uM),
evolucion temprana de la vesicula germinal. C. Ovocito
maduro después de 4 horas de incubacién con progesterona.
Las flechas en B y C muestran la vesicula germinal.

Efecto del estado de madurez en el que se encuentre, el
potencial se fij6 a -60 mV. En M valores obtenidos en
progesterona (N=2 n=7), @ Ringer normal (N=2 n=7),
(promedio * error experimental).

Relacion  corriente-voltaje en  ovocitos expuestos a
progesterona, fijando el potencial a -60 mV. En M valores
obtenidos en presencia de progesterona (N=3 n=16), @
Ringer normal (N=2 n=12), (promedio + error experimental).
Gel de electroforesis de la extraccion de RNA, se observan las
bandas a 28,18y 5 S.

PCR. En el primer carril se observa el marcador de peso
molecular lambda Pst |, en el segundo el control negativo
(blanco, todo el contenido de reactivos excepto el DNA) de la
PCR, la reaccion de RT-PCR (Las manchas de la parte inferior
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corresponden a los primers dimers).

Obtencién de DNA de diferentes colonias (se representan 36
de las 200 clonas que se obtuvieron en su totalidad), para
identificar las mas adecuadas se realizo digestion enzimatica
de las posibles candidatas a un canal de CIC.

Restriccion  enzimatica del plasmido obtenido de
minipreparaciones (a partir de la obtencién de DNA a mini
escala). La banda superior es el vector pGEM-T (3018 pb)
cortado con EcoR1 vy la columna 2 y 4 se muestra una banda
alrededor de 300 pb. Cada carrii numerado fueron,
respectivamente, una de las posibles clonas que presentaron
banda clara y definida en la extraccién de DNA de mini escala.
Alineamiento entre las clonas 22 y 222 con una alta similitud
entre ellas del 94.8%. En rojo estan indicados los primers que
se emplearon y las flechas indican el sentido de los mismos 5°
3" (Los asteriscos en la parte inferior de la alineacion indican

que nucledtidos son idénticos).

vii

35

35

36









mayor accion es traslocar iones cloruro a través de las membranas celulares,

manteniendo el poter ial de membrana y el control intravesicular del pH.

La familia CIC ene sus homoélogos en el humano y algunos de los canales
de esta familia, estan involucrados en enfermedades hereditarias como la miotonia
congénita, epilepsia idiopatica, enfermedad ¢ ant’s, Sindrome de Bartter y

osteopetrosis.



























Se sabe que s enlaces se estabilizan por fuerzas de las cargas parciales
del dip« » de la a- lice y no por contacto directo de CI con los aminoacidos
cargados positivamente en la proteina, lo que permite estabilizar dicho enclace
aun en difusiones rapidas (Chen, 2005).
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