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-~-=- .. ---~~ RESUMEN 

En esta tesis se reporta la caracterización del anticuerpo monoclonal 
BCF2 -y la clonación y expresión de fa región variable del mismo. El 
anticuerpo BCF2 es capaz de reconocer y neutralizar la toxina 2 del 
veneno. dei -alacrán Centruroides noxius. En este trabajo se reporta lá .,..__"= ~­
preparación de el anticuerpo completo y de los fragmentos Fab, para su -
utilización en experimentos de neutralización en ratones de la cepa CD1 
utilizando la toxina Cn2 y el veneno c·ompleto. El anticuerpo monoclonal 
BCF2 es capaz de neutralizar 28 DLso por mg de anticuerpo, mientras- que 
el fragmento Fab neutraliza 43 DLso por mg de fragmento. Se realizaron 
ensayos de neutralización con el antisuero comercial, y para neutralizar--
28 o 43 DLso. se necesita nueve veces más de proteína, esto en términos 
molares. 

Utilizando 1 gr de células productoras del anticuerpo BCF2, se realizó un 
. banco de ADNc, del cual se aislaron los genes codificantes para la...ca.dena 
pesada y ligera-- del anticuerpo· monoclonal, se obtuvo la secuencia-·de­
micleótidos. :de- la región ·variable de ambas cadenas y se dedujo la · 

· secaencia de ··a111i11oácidos. Utilizando esta i11fo1111actón. se reatiz& la 
construcción de- un aen codificante de una oroteína del tioo scFv. la cual 

.inicia;_can la región - variable. de .la cadena pesada, péptido de unión Y­
región variable de la cadena ligera_ Esto se clonó en un vector. d& 
expr:esión y se transformó en varias cepas de E_ coli, lograndose- inducir 
la producción de la proteína de interés y su purificación en una columna 
de afinidad. 
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RESUMEN 

En esta tesis se reporta la caracterización del anticuerpo monoclonal 
BCF2 y la clonación y expresión de la región variable del mismo. El 
anticuerpo BCF2 es capaz de reconocer y neutralizar la toxina 2 del 
veneno del alacrán Centruroides noxius. En este trabajo se reporta la 
preparación de el anticuerpo completo y de los fragmentos Fab, para su 
utilización en experimentos de neutralización en ratones de la cepa CD1 
utilizando la toxina Cn2 y el veneno completo. El anticuerpo monoclonal 
BCF2 es capaz de neutralizar 28 DLso por mg de anticuerpo, mientras que 
el fragmento Fab neutraliza 43 DLso por mg de fragmento. Se realizaron 
ensayos de neutralización con el antisuero comercial, y para neutralizar 
28 o 43 DL50 , se necesita nueve veces más de proteína, esto en términos 
molares. 

Utilizando 1 gr de células productoras del anticuerpo BCF2, se realizó un 
banco de ADNc, del cual se aislaron los genes codificantes para la cadena 
pesada y ligera del anticuerpo monoclonal, se obtuvo la secuencia de 
nucleótidos de la región variable de ambas cadenas y se dedujo la 
secuencia de aminoácidos. Utilizando esta información, se realizó la 
construcción de un gen codificante de una proteína del tipo scFv, la cual 
inicia con la región variable de la cadena pesada, péptido de unión y 
región variable de la cadena ligera. Esto se clonó en un vector de 
expresión y se transformó en varias cepas de E. coli, lograndose inducir 
la producción de la proteina de interés y su purificación en una columna 
de afinidad. 



The characterization of BCF2 (a hybridoma ce1l. 1ine that 
produces a monoc1ona1 antibody) is reported in thia thesia, 
incl.uding the c1oning and expression of the variab1e region of 
BCF2. Thia monoc1ona1 antibody recognizea and neutra1izea toxin 2 
(Cn 2) from the venom of the Mexican scorpion centruroides noxius. 
rn thia work, the preparation of the comp1ete antibody mo1ecu1e and 
ita Fab fragmenta are reported. The use of both producta for 
neutra1ization of the purif ied en 2 toxin and the who1e ao1ub1e 
venom, in mice of the atrain CD1, waa inveatigated. The comp1ete 
BCF2 mo1ecu1e is capab1e of neutra1izing 28 LD50 per mg of antibody, 
whereas the Fab fraqment neutra1izea 43 LD50 per mg of fraqment. 
comparative1y, neutra1ization experiments were performed with 
po1ycl.ona1 horae antiserum commercial.1y avail.abl.e. For 
neutra1ization of 20 or 43 mice DLso val.ues, respectivel.y, when 
using the commercial. antiserum, it was needed about nine times more 
protein (on mo1ar amounts) than when the BCF2 antibody or ita Fab 
fraqment were used. 

From 1 gram of BCF2 cu1tured ce1J.s, a cDNA bank was preparad. 
The genes encoding the heavy and 1ight chains of this monocl.onal. 
antibody were c1oned and sequenced. The nucl.eotide sequences of 
both the heavy and 1ight chain variabl.e regions were determinad and 
the corresponding amino acid sequences were deduced. Based on this 
information, a new gene coding for a protein containing on1y the 
scFV region of the antibody mo1ecu1e was prepared. rt begins with 
the variabl.e region of the heavy chain, has an additiona1 1inker 
peptide and finishes with the variab1e region of the 1ight chain. 
This construct was c1oned in an expression vector and various 
strains of E. coii were transformed with this new gene. The sing1e­
chain protein, containing the scFV part of BCF2, was fina11y 
expressed and purified by aff inity co1umn. 
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Introducción 

INTRODUCCION 

Cuando una molécula extraña entra a un organismo vertebrado, se 
desencadenan una serie de reacciones para eliminar esta molécula o 
bien, para neutralizarla. Estos mecanismos de defensa están 
clasificados en dos tipos: respuesta de tipo celular y· respuesta de tipo 
humoral. La respuesta de tipo celular conprende a Jos linfocitos T y la 
respuesta de tipo humoral comprende a los linfocitos B con la 
sub"secuente producción de anticuerpos o inmunoglobulinas (Abbas, 
1991). 

En esta tesis se describirá Ja estructura de las inmunoglobulinas, así 
como las metodologías de ácido desoxirribonucléico (ADN) 
recombinante mediante las cuales se manipulan las porciones más 
relevantes de Jos anticuerpos. 

l.· ESTRUCTURA DE LAS INMUNOGLOBULINAS 

Una inmunoglobulina (lg) monomerica (Fig. 1 ), está conpuesta por 
cuatro cadenas polipeptídicas; dos cadenas pesadas idénticas (H, de su 
sigla en inglés heavy) y dos cadenas ligeras idénticas (L, de su sigla en 
inglés light). Ambas cadenas (L y H) se encuentran unidas entre si por 
medio de enlaces disulfuro (Gally, 1973) y están organizadas en 
dominios, cada uno de ellos contiene una longitud aproximada de 11 O 
aminoácidos (Edelman, 1970). 

El dominio que se encuentra en la reg1on amino terminal, tanto de la 
cadena H como de la cadena L. se denomina región variable (V), el cual 
tiene aproximadamente de 1 07 a 118 aminoácidos (Fig. 1) (Tonegawa, 
1983). Dentro del dominio V, se encuentran tres áreas de alta 
variabilidad (regiones hipervariables), las cuales están separadas entre 
si por secuencias de aminoácidos relativamente constantes, llamadas 
tambien regiones marco (FR) (Fig. 2) (Kabat, 1991 ). El conjunto de las 
regiones hipervariables de la cadena H y L. forman el sitio de unión al 
antígeno. A las regiones hipervariables se les conoce tambien como 
región determinante de la complementariedad (COR, de sus siglas en 
inglés complementarity-determining regions) (Kabat, 1982). 
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lvd lVHl IVHI lvd 

lcd ~ ~ lcd 
,__ -L, G;J j 

Región 
Bisagra 

1 CH2l 1 CH2I 

1 CH31 1 CH31 

lcoa-t 1 
Flg.1.- lnmunoglobullna del Tipo lgG.- En Ja figura se aprecia una 
representación esquemática de una inmunoglobulina monomérica del tipo lgG, se 
muestran los dominios y subdominios más representativos. 
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Introducción 

La ubicación de los CDRs no es continua si se analiza desde el punto 
de vista de secuencia lineal, pero cuando se analiza la secuencia 
tridemensional de un anticuerpo, los CDRs forman asas que 
sobresalen sobre la estructura de los residuos más conservados 
(FR). Estos residuos conservados constituyen el 75°/o de toda la 
región V tanto en la cadena ligera, como en la cadena pesada 
(Chothia, 1 989). 

El sitio formado por la proyección de las asas de los CDRs es el que 
se encuentra en contacto directo con el antígeno. Estas asas varian 
en tamaño y en forma entre anticuerpo y anticuerpo. Se conoce que la 
contribución de los residuos de los CDRs de la cadena pesada es 
fundamental para la unión del antígeno. Sin embargo, no se excluye la 
importancia de los CDRs de la cadena ligera en la unión entre 
antígeno y anticuerpo. Se ha demostrado que algunos residuos de las 
regiones marco son importantes para una adecuada proyección de las 
asas, e incluso pueden interactuar directamente con el antígeno. 

Los dominios restantes, no incluidos en la región V, tanto de la 
cadena H como de la cadena L, son relativamente conservados, por lo 
cual se les denomina regiones constantes (Fig 1 ). Sin embargo, 
existen varios tipos de regiones constantes, o bien, varios isotipos. 
Estos fueron clasificados originalmente de acuerdo a la reactividad 
que mostraban ante antisueros específicos (Kabat, 1991 ). Por 
ejemplo, en el ratón los distintos isotipos que se encuentran son: 
lgM, lgD, lgG,, lgG2a. lgG2b. lgG,. lgE e lgA, y estos están determinados 
por la región constante de la cadena H. Para la cadena L existen solo 
dos isotipos, kappa (k) y lambda p .. ) (Gally,1973). 

Flg 2.- Subdivisiones de la Región Variable.- En esta figura se pueden 
apreciar las tres areas hipervariables (CDRi, 2 y 3), las cuales se encuentran dentro 
de los dominios variables tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera. Estas áreas 
de alta variabilidad, se encuentran flanqueadas por regiones relativamente constantes 
(FR1, 2, 3 y 4). 
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/nrroducción 

Los dominios constantes 1 y 2 de la cadena pesada (CH1 y CH2) están 
unidos entre si por una secuencia de aminoácidos llamada región 
"bisagra", esta comprende una secuencia rica en prolinas y tiene una 
longitud entre 1 O y 60 aminoácidos. Es también dentro de esta 
región, donde se encuentran las cisteínas que dan lugar a los enlaces 
disulfuro para unir las dos cadenas pesadas entre sí (Fig. 1 ). 

Las inmunoglobulinas son moléculas glicosiladas, con los 
carbohidratos añadidos, generalmente, en el segundo dominio de la 
región constante (Fig. 1). Esta unión se forma generalmente en el 
grupo NH2 de la aspargina y la N-acetilglucosamina. La glicosilación 
parece jugar un papel importante en la secreción de las 
inmunoglobulinas, y en el control de su catabolismo. No ha sido 
demostrado que la g licosilación sea importante para el 
reconocimiento del antígeno, aun cuando en muy pocas ocaciones 
esta se encuentre en el dominio CH1 de la región constante. El hecho 
de la no colaboración de el azucar en el reconocimiento antígeno­
anticuerpo, brinda la posibilidad de expresar fragmentos de 
anticuerpos en bacterias como Escherichia coli (Plückthum, 1992). 

La región comprendida entre los dominios CH2 y CH3 de las dos 
cadenas H, se denomina Fe o región cristalizable, a su vez, la región 
comprendida por los dominios V de ambas cadenas (H y L) se llama Fv 
(Fig 1 y 3). 

Mediante hidrólisis proteolítica de los anticuerpos se pueden obtener 
varios fragmentos dependiendo de donde es que actue la enzima. Si la 
enzima hidroliza sobre el amino de la región bisagra (papaína), se 
obtienen dos fragmentos Fab y un fragmento Fe. El fragmento Fab 
comprende el Fv y los dos dominios constantes CL y CH1 (Fig. 3). Sin 
embargo, si la enzima actua sobre el extremo carboxilo de la región 
bisagra (pepsina), se puede obtener un fragmento F(ab)'. y un 
fragmento Fe (Fig. 3) . 

Los fragmentos Fab son fácilmente cristalizables, y son de gran 
utilidad en aquellas aplicaciones donde no se requiere de las 
funciones efectoras de los dominios constantes de los anticuerpos. 
Su menor talla favorece su manipulación y en el caso de usos 
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13 13 13 

[3 13 13 13 

Fig. 3.- Hidrólisis de Anticuerpos.- Como se observa en la figura, dependiendo del 
sitio de corte de la enzima, serán los productos obtenidos. Si la enzima corta por el 
extremo amino de la región bisagra, se obtienen dos Fab y un Fe. En cambio, si el corte se 
produce por el extremo carboxilo de la región bisagra, se obtiene un F'(ab) 2 y el Fe se 
degrada. 
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terapeúticos su biodistribución, efectividad y depuración se ven 
incrementadas (Wright, 1992). 

La obtención de los fragmentos Fab de un anticuerpo por digestión 
enzimática, se ve afectada por problemas de rendimiento, 
reproducibilidad y de la calidad que se requiere para su empleo de 
terapia en humanos, sin mencionar el elevado costo que representa su 
obtención (Adair, 1992). 

No obstante todas las limitaciones, las perspectivas de aplicación de 
los fragmentos en lugar de la molécula completa son amplias. A 
continuación se enumeran algunas de las caracteristicas que muestran 
estos fragmentos comparados con el anticuerpo completo. 

- Los fragmentos presentan idéntica especificidad y afinidad por el 
antígeno. 

Su avidez puede ser idéntica si se trata de un fragmento divalente. 

- Al tener menor tamaño, poseen mayor poder de penetración en tejido. 

- En casos de uso en terapia para detoxificación, son depurados del 
organismo mucho más rápido que el anticuerpo completo. 

Su manipulación genética permite sistemas de expresión como 
bacterias y levaduras, los cuales ofrecen grandes ventajas sobre la 
expresión en células linfoides. 

Algunas de las aplicaciones que se le pueden dar a estos fragmentos 
son: 

- lnmunodiagnóstico. 

- lnmunoradioterapia. 

- Terapia mediante inmunotoxinas y conjugados. 

- Neutralización de toxinas. 
- Detoxificación de fármacos. 

6 



Introducción 

- Catálisis de procesos bioquímicos. 

lnmunopurificación. 

11.-CLONACION DE LOS GENES VARIABLES 

Son varios los fragmentos de anticuerpos que se han clonado y son 
varias las modalidades que se han utilizado. Los primeros trabajos de 
clonación de genes de inmunoglobulinas que se realizaron provenian de 
bibliotecas de ADN genómico de varios linajes celulares. Estos podian 
ser hibridomas, linfocitos B o algunas lineas de tumores. 
Fundamentalmente se utilizaba el fago A. (Shin, 1992). 

Este procedimiento era largo y tedioso, ya que era necesario identificar 
aquellas clonas portadoras de fragmentos con alelos arreglados, y 
luego, discriminar las construcciones que contenian genes funcionales 
completos. Por otra parte, la presencia de intrones y exones en las 
secuencias a clonar, dificultaba más la metodología. 

Con la introducción de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, de 
sus siglas en inglés polymerase chain reaction), se facilitó la 
manipulación de los genes variables de las inmunoglobulinas, lo cual a 
su vez, contribuyó al desarrollo de la ingeniería genética de 
anticuerpos. 

El PCR puede ser utilizado para aislar genes individuales o familias 
completas de inmunoglobulinas. El único requisito es conocer 
previamente las secuencias que las flanquean. En los últimos años, se 
ha recopilado una gran cantidad de información respecto a estas 
secuencias, tal es asi que existen varias bases de datos de secuencias 
de proteínas de interes inmunológico de varias especies. Por ejemplo, 
la base de datos más conocida y empleada en esta área, es la de Kabat 
(Kabat, 1991). la cual contiene información de secuencias para nueve 
especies diferentes, entre las cuales se encuentran de humano, ratón, 
rata y conejo. Esto por supuesto ha facilitado el diseño de 
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oligonucleótidos universales que amplifican regiones variables únicas 
o de familias de genes (Huse, 1989). 

Las secuencias más utilizadas para amplificar las regiones variables 
son las que hibridizan en la región FR1 o en el péptido señal, esto para 
la región 5', y para el extremo 3' del gen se utilizan la secuencias del 
FR4 o los primeros nucleótidos de la región constante, de CH1 para la 
cadena pesada y de kappa o lambda para la cadena ligera. 

El PCR también ha sido utilizado para la construcción de fragmentos 
variables de una sola cadena (scFv, de sus siglas en inglés single chain 
Fv) (Fig.4) y de algunos complejos de scFv y otras proteínas de fusión. 
La primera aplicación consistió en la obtención de genes de 
inmunotoxinas (Buchner, 1 992), donde los oligonucleótidos empleados 
para la amplificación de las regiones variables, ademas de la 
información de hibridización de las regiones variables, contenian parte 
de la secuencia del péptido de unión y sitios de restricción apropiados 
para el ligamiento de los dominios amplificados. 

Con la utilización de la ingeniería genética de anticuerpos, se pueden 
aislar anticuerpos que no podrian obtenerse por medios convencionales. 
Como por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra antígenos propios 
(Weissenhorn, 1 992); anticuerpos en cantidades suficientes para su 
estudio, como son lgD e lgE (Shin, 1992); anticuerpos quiméricos 
(Dübel, 1995; Lilley, 1994; Knappik, 1994; Neri, 1995), se puede 
"camellizar" la reg1on variable de la cadena pesada para expresarla 
como mínimo dominio de anticuerpo capaz de reconocer un antígeno 
(Davies, 1 995) y se pueden obtener bancos de anticuerpos para 
"transformar" un anticuerpo murino en anticuerpo humano (Jespers, 
1994). Estas son algunas de las muchas ventajas que ofrese la 
ingeniería genética de anticuerpos sobre la forma tradicional de 
obtención de anticuerpos. 

En la fig. 5 se muestran las dos formas más utilizadas para construir 
un scFv. En la primera de ellas, el oligonucleótido que hibridiza con la 
región 3' de la región variable de la cadena pesada, contiene la mitad 
del gen codificante para el péptido de unión, tambien contiene un sitio 
de reconocimiento para una enzima de restricción (Ase /). Por otro lado, 
el ologonucleótido que se une a la parte 5' de la cadena ligera, contiene 
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la otra mitad codificante del péptido señal y el mismo sitio de 
reconocimiento enzimático. Una vez amplificadas las regiones 
variables por separado, se digiere con la enzima de restricción 
adecuada y se realiza una reacción de ligación. La otra metodología 
frecuentemente utilizada, es la de diseñar un oligonucleótido que 
contenga toda la secuencia codificante del péptido de unión, y que 
además contenga una región de hibridización para el extremo 3' de la 
cadena pesada y para el extremo 5' de la cadena ligera, esto siempre y 
cuando la construcción lleve el orden "pesada-péptido de unión-ligera". 

··~·· 

Péptido de 
unión 

Flg. 4.- Representación de un scFv.- Esta protelna está formada por las dos regiones 
variables de la cadena pesada y de la cadena ligera. se encuentran unidas entre si por un péptido de 
unión de generalmente 15 aminoácidos. En el esquema, se encuentra unido el extremo carboxilo de 
la cadena pesada con el extremo amino terminal de la cadena ligera. Puede realizarse una 
construcción similar, solo que colocando la cadena ligera como primer dominio. 

Debido a que la glicosilación de los fragmentos de anticuerpos para el 
reconocimiento del antígeno no es necesaria (Plückthum, 1992), y 
teniendo en cuenta el establecimiento de los sistemas para la 
expresión de proteínas heterólogas en Escherichia coli, fué posible 
expresar los fragmentos de anticuerpo en esta célula hospedera. Esta 
concepción se extendió rápidamente hacia la manipulación en levadura, 
debido a su alto potencial secretor y a la posibilidad de que los 
fragmentos de anticuerpos, e incluso los anticuerpos completos se 
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produjeran con un plegamiento correcto y por consecuencia fueran 
activos (Wright, 1992). Tambien se han expresado exitosamente 
anticuerpos en células de insecto (Carayannopoulos, 1994) 

Muy pronto se demostró que en una bacteria como E. coli la expresión 
de los fragmentos podia tomar dos caminos: La expresión intracelular 
(Dueñas, 1994) y la expresión periplásmica (Skerra, 1988). Para la 
primera de estas vertientes, se obtenían altos niveles de producción de 
proteína inactiva o no plegada correctamente, a la cual se le debía de 
reaúzar un proceso de plegamiento in vitro. Para la segunda vertiente, 
se debían de utilizar construcciones genéticas que contuvieran 
secuencias codificantes para péptidos señales bacterianos, y donde, si 
bien los niveles de producción son bajos respecto a la producción 
citoplasmática, el producto se exporta a periplasma, de donde es 
recuperado el fragmento de anticuerpo en forma activa (Dueñas, 1994; 
Pérez-Pérez, 1994). 

En este trabajo de tesis, se describe la clonación de los segmentos Fv 
correspondientes a la cadena pesada y ligera de un anticuerpo murino 
neutralizante. Este anticuerpo reconoce la toxina 2 del alacrán 
Centruroicles noxius Hoffmann. Este anticuerpo se obtuvo a partir de un 
hibridoma denominado BCF2. La validación del proyecto se haya en el 
hecho de que los fragmentos Fab del hibridoma son capaces de 
neutralizar el efecto de la toxina Cn2. 

El trabajo bioquímico de separación de las regiones Fe y Fab. así como 
los ensayos de protección en ratones, forma parte de un artículo 
publicado como primer autor que se anexa como resultados publicados 
de esta tesis. La parte de biología molecular comprende la clonación de 
los segmentos mencionados y la construcción de un gen que codifica 
para la molécula de scFv, esto forma parte de una patente, cuya 
solicitud está en registro y constituye parte de los resultados no 
publicados de esta tesis. 
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Fig. 5.- Construcción de un scFv.- Las dos formas más utilizadas para realizar un 
scFv son: A) Integrar la secuencia del péptido de unión en dos oligonucle6tidos y unirlo 
mediante digestión/ligación. B) Utilizar un oligonucleótido que contenga la secuencia del 
péptido de unión y que contenga secuencias que hibridicen con la cadena pesada y ligera. 
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Antecedentes 

ANTECEDENTES 

El alacranismo es un problema endémico de salud pública en México 
(Dehesa-Davila, 1989), también ocurre en algunos estados del sur de 
Estados Unidos de Norteamérica (Gateau, 1992). 

De las 231 especies diferentes de alacranes mexicanos, solamente seis 
son, peligrosas para el hombre (Stockwell, 1992). El veneno más 
potente es el del alacrán de Nayarit, Centruroides noxius , para el cual 
se determinó la dosis letal media, que es de 5 µg/20 g de peso corporal 
de ratón (Dent, 1980). 

Se ha demostrado la existencia de al menos cuatro familias distintas 
de péptidos en el veneno de los alacranes (Possani, 1992), cuyo blanco 
de acción son canales iónicos de membranas excitables, estos canales 
iónicos pueden ser: canales de sodio (Catterrall, 1 976, Rochat, 1979; 
Possani, 1977), canales de potasio (Carbone, 1982), canales de calcio 
(Valdivia, 1992) y canales de cloro (DeBin, 1993). De estas familias de 
péptidos los más importantes en términos de cantidad presente en el 
veneno y en términos del efecto letal a mamíferos son los péptidos 
bloqueadores de canales de sodio (Possani, 1984). Por esta razón, 
nuestro grupo enfocó su interés en los péptidos bloqueadores de 
canales de sodio, particularmente en los del alacrán C. noxius, ya que 
este es el alacrán más peligroso de México (Possani, 1984). 

En el año de 1991, se obtuvieron varios hibridomas productores de 
anticuerpos en contra de la toxina más abundante del veneno de C. 
noxius (Toxina 2). De los seis monoclonales producidos, el que 
demostró mayor capacidad neutralizante in vivo, fué el denominado 
BCF2 (Zamudio, 1992). Además, dichos anticuerpos producidos en 
contra del veneno del alacrán C. noxius • o de sus componentes, fueron 
capaces de producir reacción cruzada con el veneno y toxinas de otros 
alacranes peligrosos de México (Zamudio, 1992; Calderón-Aranda, 
1993), pero no así, en contra del veneno de alacranes norteafricanos. 
Esta capacidad de reaccionar con otras toxinas sugiere una reactividad 
polivalente, la cual, puede ser utilizada para el tratamiento de 
picaduras de varios alacranes mexicanos. 
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En la fig. 6 se muestra la secuencia de aminoácidos de la toxina 2 de 
C. noxius, recientemente determinada (Vazquez, 1995). 

Cn2 
"1 "1 o 20 30 40 50 
KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKOOYGKGAGGYCYAFACWCTI-IL YEOA 

60 66 
IVWPLPNKRCS-amida 

Flg. 6.- Secuencia de aminoácidos de la toxina 2.- El código de una letra fué 
utilizado para la representación de la estructura primaria de la toxina 2 (Cn2) del 
alacrán C. noxius. 

Como se mencionó anteriormente, se cuenta con un anticuerpo 
monoclonal antitoxina 2, el cual es capaz de neutralizar 7.5 dosis 
letales medias en una relación molar de 1 :1 O de toxina-anticuerpo 
(Zamudio, 1992). Este podría ser utilizado eficientemente en la 
terapia contra picaduras de alacrán. Sin embargo, presenta varias 
limitantes si se desea que se utilice como herramienta terapéutica 
en humanos. 

La primera desventaja es que este anticuerpo es una proteína de 
origen animal (ratón), y por lo tanto puede desencadenar respuesta 
inmunológica al ser administrado en humanos (Scroff, 1985). Esto es 
debido a que las inmunoglobulinas son glicoproteínas de alto peso 
molecular (aproximadamente 150 KDa), y contienen una relación de 
82-96°/o de polipéptido y de un 4-"18% de carbohidratos. Los 
carbohidratos, como se mencionó en la introducción, se encuentran 
en la región constante del anticuerpo (Fe), siendo este uno de las 
dominios más inmunogénicas de la molécula. Si este anticuerpo se 
administrara en más de una ocasión a una persona, esta podria sufrir 
de enfermedad del suero y/o originar un choque anafiláctico (al ser 
administrada en más de una ocasión). 
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tiempo que se encuentra en el organismo se localiza en torrente 
sanguíneo. No siendo este el caso de las toxinas de alacrán, que al tener 
un peso molecular pequeño (entre 6 y 12 KDa) tienen un gran poder de 
penetración en tejido, y esto las pone fuera del alcance del anticuerpo 
neutralizante. 

La tercer desventaja se presenta debido a que las moléculas de alto 
peso molecular, administradas en torrente sanguíneo, tienen un tiempo 
de vida media mucho más elevado que las proteínas de bajo peso 
molecular (Haber, 1992). Es decir, una vez que la inmunoglobulina 
reacciona con el antígeno y se forma el complejo antígeno-anticuerpo, 
este podría permanecer en torrente sanguíneo el tiempo suficiente para 
que se disocie el complejo, de esta manera, la toxina quedaria libre 
nuevamente para poder llegar a su sitio de acción (Haber, 1992). El 
tiempo de vida media de las toxinas en el organismo es de 
aproximadamente 14 h (lsmail, 1988) 

Por otra parte, la producción de anticuerpos monoclonales en bio­
reactores, tiene un precio muy elevado respecto a la producción de 
fragmentos de anticuerpos en bacterias. 

Por las razones antes mencionadas, sería conveniente utilizar las 
metodologías de ADN recombinante para obtener un fragmento del 
anticuerpo, el cual sea producido en E. coli y de esta manera se 
eliminarían las desventajas antes citadas, ya que un fragmento del tipo 
scFv, podría reconocer a la toxina con la misma afinidad que el 
anticuerpo completo (Skerra, 1988). Al ser una molécula pequeña, 
presentaría baja antigenicidad. Por la misma característica del 
tamaño, tendría gran poder de penetración en tejidos, de esta manera 
sería factible que penetrara al tejido donde se encuentra la toxina y la 
alejaría de su sitio de acción. Al tener bajo peso molecular, sería más 
rapidamente depurado del organismo el complejo antígeno-anticuerpo. 
Un ejemplo de esto es el tratamiento de una intoxicación con digoxina, 
el complejo Fab-digoxina es depurado más rapidamente por el hígado 
que el complejo con el anticuerpo completo (Smith, 1979), de la misma 
manera, se espera que una molécula del tipo scFv sea depurada del 
organismo más rapidamente (Colcher, 1990). 
Una ventaja adicional, es que al ser producido este fragmento en una 
bacteria, los costos de producción se verían disminuidos 
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considerablemente. Este podría ser un producto biotecnológico de gran 
impacto en el país, ya que como se mencionó anteriormente, existe una 
gran incidencia de picaduras de alacrán y se requiere un uso muy grande 
de suero antialacrán. 

Este tipo de proteína presentaría varias ventajas sobre el suero 
antialacrán que se utiliza actualmente como terapia. La principal de 
ellas es el tamaño, ya que el antisuero antialacrán esta formado por 
fragmentos F(ab)'2 de inmunoglobulinas de caballo. Por todo lo 
anteriormente mencionado, se puede inferir que la efectividad del 
fragmento scFv del anticuerpo BCF2 podría ser mayor que la del 
fragmento F(ab)'2 comercial, esto siempre y cuando, las afinidades de 
ambos fragmentos sean similares. 

Por otro lado, la metodología de obtención de fragmentos F(ab)'2 
utilizada actualmente, produce muchos fragmentos de anticuerpos 
totalmente irrelevantes para la neutralización del veneno de alacrán, y 
todos estos fragmentos irrelevantes son administrados al organismo, 
incrementándose de esta manera la probabilidad de sufrir choque 
anafiláctico al recibir más de una dosis de la preparación. Esta gran 
cantidad de proteínas irrelevantes para la neutralización se obtienen 
por la forma de preparar el antisuero. Actualmente, se inmuniza un 
caballo con un macerado de telson de alacrán y se aplica la porción 
soluble de acuerdo al protocolo de inmunización utilizado. Al tener un 
elevado título de anticuerpos se realiza una purificación de anticuerpos 
totales del caballo y a estos se les realiza una digestión enzimática. Es 
por esto que se obtienen muchos F(ab)'2 que no reconocen a los péptidos 
tóxicos. 

Al producir un fragmento de anticuerpo del tipo scFv, se trabaja con 
una sola proteína, la cual debe de estar totalmente purificada. De esta 
manera se resuelven muchas de las desventajas que podrian 
presentarse al utilizar un anticuerpo completo, un fragmento del tipo 
F(ab')2, o incluso un fragmento del tipo Fab. 

Sin embargo, como el anticuerpo BCF2 es un anticuerpo monoclonal, 
todavía era necesario probar si este anticuerpo ( o sus fragmentos 
variables) eran capaces de neutralizar la acción del veneno completo, 
el cual posee muchas toxinas diferentes a la Cn2. Este punto fué 
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resuelto, como se indica en la publicación anexa. El Fab es capaz de 
neutralizar el veneno completo. 

Para iniciar con este trabajo, se me proporcionó un banco de ADN 
complementario {ADNc), el cual provenía del hibridoma productor del 
anticuerpo monoclonal BCF2, este banco fué producido a partir de un 
gramo de células del hibridoma cultivado por la Dra. Ema Calderón. El 
banco fué elaborado por el Dr. Baltzar Becerril y el lng. Renaud Condé. El 
tamaño del banco era de 1os unidades formadoras de placas (UFP). 

Este reporte de tesis, se divide principalmente en una sección de 
resultados publicados, una sección de resultados no publicados, el 
depósito de una solicitud de patente y anexos de publicaciones no 
relacionadas con el tema pero realizadas durante el período de mi 
formación. 
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OBJETIVO GENERAL 

Clonar, expresar y caracterizar la 
neutralizante BCF2 en Escherichia coli, 
alacrán mexicano Centruroides noxius . 

porción Fv del anticuerpo 
dirigido contra la toxina 2 del 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

'1 .- Comprobar que el fragmento Fab del anticuerpo monoclonal BCF2 es 
capaz de neutralizar la toxina 2 del alacrán Centruroides noxius 
Hoffman. 

2.- Comprobar que el fragmento Fab del anticuerpo monoclonal BCF2 es 
capaz de neutralizar la porción soluble del veneno total del alacrán 
Centruroides noxius Hoffman n. 

3.- Diseñar oligonucleótidos para la búsqueda de clonas en un banco de 
ADNc correspondientes a la cadena pesada y ligera del anticuerpo BCF2. 

4.- Seleccionar las clonas del banco de ADNc del hibridoma BCF2. 

5.- Caracterizar las clonas de ADNc seleccionadas. 

6.- Diseñar oligonucleótidos para amplificar porciones de las cadenas 
por medio de PCR. 

7.- Subclonar en E. coli los fragmentos amplificados. 

8.- Inducir la producción del fragmento variable. 

9.- Caracterizar el fragmento variable 
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Studies on s.erotherapy were períorined with polyclona1 :tntibodies lCalderon·.~randa 
et al .• 1993) as ,,·ell as vdth monoc1onal antibodies (Zamudio et al .. 199~). The most 
dangerous scorpion in the country in tenns oívenom po1ency is Ce111ruroides no.,·ius. which 
has a LD~ of 5 µg venom per :?O g mouse '""' (Dent et al •• 1980). This value was determined 
de not·o for albino mice ofthe strain CDl. used in this paper. and "·as shown to be 3.8 µg. 

•Author to whom corrcf:pondence should be addrcsscd. 
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for :!O g mouse ''"t. The various frac1ions obtained by gel filtration on Sephadcx G-SO 
of the venom from C. no.,·ius "·ere assaycd in murine animals (n1ice and rats) as 
antigens. in ordcr to gcncratc protcctivc eñccts. Fraction n. 'vhich contains the 
~a - -channel specific toxins is the only one absolutely required for production of 
neutralizing antibodies tCalderon-.~randa cr al .• 1993). Also. in this venom the most 
imponant toxic component is toxin 2. previously ca11ed component IJ.9.:?.:?. (Possani cr al.~ 
1981). which makes about 6.S'!'á oíthe whole vcnom (Zarnudio eral .• 199:?: ·v·aldivia et al.~ 
1994) and has an estima1cd LD!-<I valuc of O.:?S µg per :?O g mouse wt of the strain CDl 
(this co1nmunkation). For1una1ely. a monocJonal antibody producing ccll line. named 
BCF:?. was prcpared succcssfully against the action of toxin Cn:? (Zamudio et al .• 199:?). 
This sarnc monoclonal antibody has cross-rcacting properties against venom írom other 
dangerous spccies of scorpions tZa1nudio et al .• 199:!). Thus. we dccided to verify three 
important questions: 

l. to evaluate the proiective eñcct of the intact BCF:? antibody against' "'·hole· _soluble 
venom: 

:?. to vcriíy if the Fab frag:nents of BCF:? are capable of recognizing purificd toxin 
Cn:?; and 

:.. to verify how irnportant """ªs the neutraHzing. capacity of.these Fab rra·gmcnts against 
experimenta] envenomation of n1ice vdth the wholc soluble ,·enom of C. no.~ius. 

To our kno,,:ledge this is the first repon in the literature. '"·here both the monoclonal 
antibody and the corresponding Fab fragments. obtaincd by enzymatic di.gestion, are 
sho"""" to protcct not only against the specific toxin. but also to produce a protecting effect 
against the whole soluble vcnom. 

The series oí experilnents reported hcre startcd by the determination of the exact class 
and sub-class of irnrnunog.lobulin (Jg) to '\vhicl"l. BCF:? clone belongs. This '\vas relevant 
bccause in thc original publicaticm by Za1nudio et al. (199.:?). this BCF:? ccH line was 
describcd to produce JgG:~ s.ul:--class antibody. \.vhich h2s a high-affinity for reccptors of 
thc rnacroph.age .:?nd or reticulo-endo1helíal $YStems. 3nd for thís rea5on '\V3S expec1ed to 
facilita te the ren1oval of the ..:omplex toxin·antibody from the circulation (Zarnudio et al .. 
199:?). Csing an enzyn1e in11':"l.unosorbent assay tELJSA) frorn thc cornmercially available 
kit t~lou!'e t)per. BioR<.id L.::!b .. Richn1ond. C.~. Lº.S .. ~.) the irnmunoglobulin class of 
monoclonal antibody BCF2 "ª:; definith·ely sho,,n to be JgG 1 for heavy chain and kappa 
for light chain. Thus. the suggested n1echanism previously described (Zamudio et al .. 199:!) 
could not cxplain entirel) the neutralizing capacity of BCF:!, and the study of tbc putath:e 
protecting cffect of the antigen binding fra~n1ents alone tFab frag.rnents) of BCF:! was then 
interesting to be assayed. Jt was also relevant to find out if thc effect of \he whole vcnom 
could be neutrali2ed by thc use of this monoclonal antibody. 

For these experiments. monoclonal antibodies produced in the abdominal cavity of 
B.~LB.·c mice. as asci1es liquid. were obtained and purified as described (Harlow and Lane. 
1988). Digestion of antibody (papain) and separation in an affinity column (protein .~) 
werc also performed as dcscribed by Harlow and Lane (1988). Purified BCF2 wholc­
antibody "'·as mixed v.:ith purified toxin Cn.: [Fig. 1 (.~ )] or whole soluble venom [Fig. 1 (B)] 
for neutralization experiments. injecting six mice (:!O g body v.·t each) per dose. All mixtures 
used for obtainin2 the data of Fíe.. 1 were incubated at 3i;C for 30 min before injection 
in to micc of straiñ CDl. One millÍg.rarn of BCF2 antibody was capa ble of neutralizíng the 
effect of 32 LD'° values of purified toxin Cn2 [Fig. 1(.~)]. v.:hcreas thc sarne amount oí 
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Fig. 1. !'cutralization cxpcrimcnu with BCF: and its Fab frapncnts. From this sraphic 
rcprcf.cntation thc PD:-i val u es lprotcctive do!-c ~0°,o ). dcfincd as thc a.mount of monodonal 
antibod,_ ncccssar}· to protcct ~(l".o of the mic:c c)i.posc~ to thc indic::atcd doses of tO:\in or ·wholc 
vcnom. wcrc c::akulatcd. Six fcmalc mic::c l:O g wt) wcrc u!-ed for eac:h of thc points of thc 
ncutralintion curves. (AJ lnc::reasin¡. amounts oftoxin Cn: and monoclonal antibody (BCF:J wcrc 
mi>.cd in oder to detcr:ninc thc PD~~for ca.ch point. tBJ Samc as(.!\) but usini; whole vcnorn instcad 
of toxin. (CJ lnacasins amour.u of \\"holc vcnom and thc frac::tic-n Fab from BCF: wcrc mhcd 
to obtain thc concspondin¡ PD:-i-· (DJ Ovcrlappin¡: of pancls \8) and \C). Continuous lines refcrs 

to experimental rcsuhs. broker. Unes shcw the lincóir rci;rcssion c:akulatcd fer cac:h C:UT\"C. 

1 mg could neutralize .:::s LD~" of wholc soluble venom [Fig. HB)]. This last data ,,,..ere not 
quite expected. since the soluble venom of C. 110.-..:ius contains a mixture of rnany different 
toxins (Possani et al .• 1981: Valdivia er al .• 1994: V"ázquez et al .. 1995). lt was then of 
utmost importance to kno,,· if the Fab fraBments were also capa ble of neutralizing the 
''-"hole soluble venom. Figure HC) s.ho"·s that. indeed. the Fab fragn1ents obtained from 
BCF.2 are capable of neutralizing the '""hole soluble venom. The values obtained in 
Fig. l (C) indicate that 1 mg of Fab fragments can neutralize 43 LD~c· dose of venom. The.se 
values '"·ere obtained from the graphic calculation applying the equation Cricket graph 
L3.1 (from Cricket Soft"-·are. ~1alvern. PA. W.S .. ~.). Briefly. the constants for the 
straight-line equation are gh:en by the experimental plots (see the insets of Fig. 1). "'·here 
x is the amount in µg of antibody or Fab frasments for that particular case. e is the 
exponential ( x 10), and y is the amount of Cn:? or venom given in µg. Since the value 
in µg of one LD~ is kno"-n (0.~5 µg."rnouse of 10 g body w·t for toxin Cn.2. and .3.8 µg 
for soluble venom) it is easy to deduce the number of LD!O for each case. Figure l(D) 
compares, in the same plot .. the data obtained for ""hole soluble venom neutralized vdth 
Fab fragments v..ith that of whole BCF:? antibody. lt is also important to note that the 
Fab fragments v..·ere sho"'·n to be competent for recognizing pure toxin Cn:?. as 
demonstrated by an ELJS.~ assay (data not shown). 
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\Ve ha ve also correla1ed. in terms of molar ratio. the an1ount of protejn (BCF1 JgG or 
Fab fragments) needcd for the neutralization of a given amount of venom. In order to 
neutralize 1 n1g of'\vhole ~olublc venoJn j1 is necessary to use l :::4 µmoles of Fab fragments. 
·whereas only 64 µrnoJes of BCF:! lgG are required. Considering that the intact JgG is 
bh·alent (64 x.:?. = J:S). this n1eans that the n1olar ratio of Fab and JgG needed for the 
neutralizatkm of the same amount of venom is practically the same • 

. A.nother reJe,·ant point '\Vas to ,·erify the performance of thís protecting n1onoclonal 
antibody BCF.:? compared ,,·ith that of co1nmercially available horse antiserum (!"ationaJ 
Institute of Hygiene froin the ~1inistry of Heahh. ba1ch of serum nun1ber S.~046-9. ·valid 
uritil February 1999. !'-.fexico City. !\1exko). The neutraliza6on experiments with 1his horsc 
antiserum \verc performed using 2- 3 and 5 LD!'-0 values of whoJe soluble venom from 
C. noxius. incubated :.o min. at :,7·c. ,,·ith increasing quantities of serum (by a factor of 
thrce each tiine) and injecting niice ofthe :same CDJ strain. used for the BCF~ monoclonal 
antibody. Five n1ice were used for cach experimcnt. The amount of horse antiserum 
required to neutralize the various LD:<,, values of Yenom ass3yed '""ªS always in the range 
of ninefold niore th::tn the Fab íragn1ents froni our n1onocJonal antibody. This ,·alue was 
also caJcuJated in ternis of niC'.'lar ratio. assuming a molecular mass of about 50.000 for 
our Fab fragJnents and 100.000 for the Fcab"):? fragnients. fron1 the horse antiserun1. 

Thc resuJts we :ire reponing here. in our opinion. are Yery iniportant for antivenom 
serotherapy in hun1ans. This is CYen n1ore reJeYant since the experiniental vaccine obtained 
with soluble YenoJn after polynierization \\ith glutaraldehyde (Possani et al .• 19S1) is not 
convenient far two n1ain reasons. First. it is difficult (jf not impossibleJ 10 obt3in enough 
venom for preparing the 13 1ni1Iion doses of vaccine required in the country 
(Dehesa-Da vil a et al .. J 99:: 1: and second. the control of biological n1ateriaJ (niodified 
\'enom) for \''1Ccination is extremely difficuh to obtain in a reproducible n1anner. according 
to the good m~:iufacturing quality required for hun1an usage. This discouraging situation 
is '~·orsened by the fact tha1 synthetically prepared peptides. ahhough producing a 
neutralizing effect in naive anin1als. do produce a sensitization phenomenon in 
pre-immunized n1ice (Calderon-.~randa e1 al .. 1995). Thus. until the adequa1e peptides are 
found. for s.ynthesis :.-ind production of a real vaccine. the only way left for protection 
against scorpion stingf. in ~lexko. is to ke~p usíng the existing horse antisera. or 10 de\'elop 
a new antiserun1 based on the purified Fab fragnients de$cribed here. which could 
eventually be produced 'by genetic engineering. One adYantage of this protecting 
monoclonal antibody is the r~lath·ely Jow an1ount required for protection of mice. 
compared to co1nrnercially available horse antiserun1. The aniount of total foreign protein 
(immunoglobulin fraginents) to be injected in the patients "·ould be about tenfold Jess than 
the amount required now. 

AC'kno11·/1•dg,•m,,m-'-Sup;"<"rtcd in pOJrt J:i~· ,grants from Howard HuEhe!- ~fcdicaJ Jn!'titu1e (:-.:o. -;sún-~:-;J(l.;). 
from Sational L"nh er!'h> ~f !\fc,í.:C'I 1DGAP.~ :-.=o. J!'-:O~S9~ and J!'·:!Of!994l and !"ational Council of Research 
and TcchnOlC"SY of ~fexko tC0:-0:.~C}T SoA":J;~-:"'J. "A. Licea received a seholarship fTOm CO:-.:.A.C}T.' 
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MATERIALES Y METODOS 

1.- Busqueda en el Banco de ADNc 
a) Crecimiento e infección de la cepa 

el Bacteréofago A.g t 1 1 

- Materiales y Métodos 

E. coli Y1090 con 

Se realiza un crecimiento bacteriano de la cepa en medio Luria líquido 
durante toda la noche (0.N.), el medio va suplementado con ampicilina 
(SOµg/mL) y maltosa (2 mg/mL). Pasado este tiempo, se realiza un 
cultivo fresco de tres mL tomando 100 µL del O.N. y agregándolo a 
medio fresco suplementado. Se deja tres horas a 37oc con agitación 
vigorosa. 

En un tubo "eppendorf" se colocan 300 µL de una solución de Ca, Mg y se 
añaden 300 µL de células, a esto se agregan de 1 a 1 O µL del fago 
(dependiendo del título del fago). Se incuban a 37oc durante 20 minutos 
sin agitación. Pasado este tiempo, se agregan 7.5 mL de medio de 
cultivo Luria-agarosa a una temperatura de 45-50 oc, se mezcla y se 
agrega sobre una placa grande de Luria sólido suplementado con 
ampicilina. Se Deja solidificar y se incuba a 370C durante 12-16 h 

b) Levantamiento y Tratamiento de las Placas de Lisis 

Una vez que se observan claramente las placas de lisis, se procede a su 
levantamiento siguiendo estos pasos: 

- Se coloca un filtro de "nylon" sobre la caja Petri tratando de que no 
se forme ninguna burbuja de aire. Auxiliado con una aguja, se marca de 
dos a tres puntos de referencia utilizando tinta china. 

- Una vez realizado el paso anterior.se deja un minuto sobre las placas 
y se levanta con cuidado de que no se pliege el "nylon" sobre si mismo 

- Se coloca el "nylon" sobre una solución desnaturalizante por un 
minuto, la cual contiene NaOH 0.5M y NaCI 1 .SM 

- Se enjuaga con Tris.HCI 1 M, pH 7.5 
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- Posteriormente, se coloca un minuto en una solución neutralizante, 
cuya composición es Tris.HCI O.SM y NaCI 1 .5M 

- Se enjuaga con una solución de citrato de sodio (90 mM) y NaCI (0.9 
M). A esta solución tambien se le llama SSC 6X 

El "nylon" debe de permanecer con la cara que tocó las placas hacia 
arriba todo el tiempo. Una vez que se ha pasado por todas las 
soluciones, se fija el ADN con luz ultravioleta al "nylon". Una vez 
fijado se realiza una prehibridización y posteriormente se hibridiza 
con una sonda marcada radioactivamente. 

e) Prehibridación 

Se coloca el "nylon" dentro de una bolsa de plástico y agregar la 
solución de prehibridación para oligonucleótidos. Sellar la bolsa y 
colocarla a 37oc durante cuatro horas mínimo. 

Solución de Prehibridación: 

SSC6X 
Denhardts 5X 
Pirofosfato de Sodio 
sos 
ADN timo ternera 
Agua 

d) Hibridación 

Volumen 
4.95 mL 
1.50 mL 
1.50 mL 
0.75 mL 
0.15 mi 
6.15 mL 

"Stock" 
20X 
sox 
O.So/o 
10°/o 
1 Omg/mL 

Una vez que transcurrío el tiempo de la reacc1on de prehibridación, se 
elimina y se agrega la solución de hibridación, se coloca a 420C por un 
tiempo de 16-20 h. 

Solución de Hibridación: 

SSC6X 
Denhardts 5X 
Pirofosfato de Sodio 
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Volumen 
4.95 mL 
0.30 mL 
1.50 mL 

"Stock" 
20X 
50X 
0.5°/o 



sos 
ADN timo ternera 
Agua 
Oligonucleótido marcado 

Volumen 
0.15 mL 
0.15 mi 
6.15 mL 
100-500µL 

Materiales y Métodos 

"Stock" 
10°/o 
1 Omg/mL 

Una vez pasado el tiempo de incubación, se lava el "nylon" con SSC 
6X .a 55oC, esto con el fin de eliminar el pegado inespecífico. 
Posteriormente, se coloca una película sensible y se deja exponer 
por 12 h. Pasado este tiempo, se revela la película y se identifican 
las placas de lisis positivas. 

2.- Reacción en Cadena de la Polimerasa 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés 
Polimerase Chain Reaction) que se realizó durante toda la 
investigación, fué utilizando el siguiente programa: 

ssoc 2 min. 

ssoc 30 seg. 
ssoc 30 seg. 25 ciclos 
72oc 30 seg. 

72oc 10 min. 

Todos los PCR's se elaboraron con la enzima termoestable "Vent", se 
utilizó su amortiguador segun las indicaciones de la casa comercial 
"New England Biolabs". Los deoxinucléotidos utilizados son de 
"Boheringer Mannheim" y se emplearon a una concentración final de 
200µM. Los oligonucleótidos se emplearon a una concentración final 
de 2µM. 
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3.- Transformación de la cepa de E. coli 
plásmido pKs 

Materiales y Métodos 

DHSa. con el 

Se toman 200µL de células competentes y se colocan en un tubo de 
plástico, a estas células se les agrega el plásmido (generalmente 
con 1 µL es suficiente) y se coloca el tubo en baño de hielo durante 30 
minutos. 

Posteriormente se da un choque térmico colocando el tubo a 42ºC 
durante 30 segundos, y se pasa nuevamente a hielo. Se agregan 800 
µL de medio SOC y se dejan recuperar las células durante 1 h a 37oc. 
La composición del medio SOC es la siguiente: 

Triptona 
Extracto de Levadura 
NaCI 
KCI 
MgCI 
Glucosa 

2.0°/o 
0.5°/o 
10mM 
2.5mM 
20mM 
20mM 

Nota: La glucosa y el MgCI deben de esterilizarse por separado y ser 
agregados al momento de utilizar el medio. 

Transcurrida la hora de incubación se colocan 200µL del cultivo 
como máximo en una caja Petri, la cual contiene medio Luria sólido 
suplementado con 1 00 µ L/caja de Xgal (20 mg/mL en 
dimetilformamida) y 30 µL/caja de IPTG ( 200 mg/mL). Se coloca de 
12 a 16 h a 37oc, se separan las colonias positivas (Blancas) de las 
negativas (Azules). 

4.- Purificación de Plásmidos 

Los plásmidos se purificaron utilizando el método de lisis alcalina, 
el cual se describe a continuación: 

Se coloca un cultivo celular en medio Luria, suplementado con 
ampicilina, el tiempo de incubación es de 12-16 h 
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Una vez transcurrido este tiempo, se toma 1 .5 mL y se coloca en un 
tubo "eppendorf", se centrifuga a 12 000 RPM durante cinco minutos. 

Se elimina el sobrenadante y el sedimento se resuspende en 1 mL de 
SET (Sacarosa 20%, EDTA 50mM y Tris.HCI 50 mM pH 7.5), se vuleve a 
centrifugar en las mismas condiciones y se elimina el sobrenadante. 

Se resuspende en 150 µL de SET y se agregan 5 µL de la enzima 
AR!'."asa, se deja incubando cinco minutos a 37oc. Pasado el periodo 
de incubación, se agregan 350 µL de mezcla lítica (SOS 1% y NaOH 
0.2M), una vez agregado esto, se mezcla por inversión varias veces y 
se deja 1 O min. en hielo. 

Se le añade 250 µL de acetato de sodio (3M · pH 4.8), se mezcla por 
inversión y se incuba en hielo durante 30 min. Posteriormente se 
centrifuga durante 1 O min a 12 000 RPM. 

Se toma el sobrenadante pasándolo a un tubo "eppendorf" nuevo, a 
este se le agrega un volumen igual de isopropanol (700 µL). Se 
mezcla por inversion y se centrifuga 1 O min a 12 000 RPM. 

Se elimina el sobrenadante y el precipitado se lava con etanol 
trio (-200C) al 70°/o, esto se repite en dos ocasiones. Se deja secar y 
se puede resuspender en 30 µL de agua, siempre y cuando se vaya a 
utilizar en ese momento el plásmido, de no ser asi, se guarda seco a 
-2oac. 

5.- Secuenciación de ADN de Doble Cadena 

a) Desnaturalización del ADN 

Para desnaturalizar el ADN, se requiere tener alrededor de 3-5 µg de 
ADN de plásmido por reacción de secuencia, esto en no más de 1 50 µL 
de agua. 

A esto se agrega 1/4 de volumen de solución de desnaturalización 
(NaOH 2M y EDTA 2mM), y se incuba de 15-20 min. a 37oc. 
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Pasado el tiempo de incubación, se agrega un volumen de acetato de 
amonio 5M. Posteriormente se añaden tres volumenes de etanol 
absoluto frio. 

Se precipita el ADN colocando la reacción 15 min. a -7ooc, se 
centrifuga a 40C durante 30 min. a 12 000 RPM. Una vez precipitado, 
se lava con etanol frío al 70°/o. Por último se guarda a -2ooc hasta 
utilizarlo. 

b) Hibridación 
Plásmido 

del Oligonucleótido con el ADN del 

Se mezclan en un tubo "eppendorf" 6 µ L de agua, 2 µ L del 
amortiguador adecuado (Kit de secuencia Amersham) y 1 O ng del 
oligonucleótido. Se agrega esta mezcla al tubo que contiene el ADN 
del plásmido seco y se incuba de 15 a 30 minutos a 37oc, 
posteriormente se pasa a hielo. 

c) Reacción de Secuencia (Extensión) 

En un tubo 
premarcaje: 

"eppendorf" se prepara la siguiente mezcla de 

DTT (0.1 M) 
Agua 
Lab. Mix 
(3SS]dATP 
Secuenasa 
Amortiguador 

1.0 µL 
1.6 µL 
0.4 µL 
0.5 µL 
0.25 µL 
1.75 µL 

Todo esto se mezcla sin hacer burbujas, se agregan 5.5 µL de esta 
mezcla de premarcaje a los tubos con la mezcla de hibridización. Se 
incuba de 4 a 5 minutos a temperatura ambiente y se pasa a hielo. 

28 



Materiales y Métodos 

d) Terminación 

Se ponen a precalentar los tubos con 2.5 µ L de los 
dideoxinucléotidos (un tubo por cada dideoxinucléotido), 
menos un minuto a 37oc. 

cuatro 
cuando 

A los tubos previamente calentados, se les agregan 3.5 µL de la 
mezcla de extensión. Se centrifuga brevemente y rapidamente se 
pasa a 37oc, incubando por un lapso de 3 a 5 minutos. 

Para detener la reacción se agregan 4 µL de mezcla de detención 
(especial para parar la reacción). Se calienta la muestra 3 minutos a 
una temperatura de 75-sooc, y se aplican 5 µL en un gel de 
secuencia. 

6.- Western Blot 

Para los ensayos de Western Blot se corre previamente un gel de 
acrilamida al 15°/o en condiciones desnaturalizantes y reductoras. El 
gel se corre a 20 mA hasta que el frente del colorante haya salido. 
Se calcula el area del gel y se recortan seis fragmentos de papel 
Whatman 3MM y un fragmento de nitrocelulosa de las mismas 
dimensiones que el gel. 

Se sumerja el gel, los papeles Whatman y la nitrocelulosa en el 
amortiguador de transferrencia por lo menos cinco minutos. El 
amortiguador utilizado para transferir está compuesto por glicina 
0.192M, Trisma base 0.025M y Metanol 20°/o; el pH de la solución es 
de 8.4-8.6 

Se coloca en el centro de la lamina metálica que actúa como ánodo 
del sistema de transferencia, y en este orden, tres papeles Whatman, 
la nitrocelulosa, el gel y los tres papeles Whatman restantes. Se 
coloca la tapa del equipo que contiene el cátodo. 
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La corriente se fija dependiendo de las dimensiones del gel, y se 
utiliza en general 0.8 mA/cm2 del gel. La transferencia se realiza 
durante media hora. 

Se sumerge la nitrocelulosa en BSA 3°/o para bloquear la membrana, 
se agita durante una hora a temperatura ambiente y se lava con PBS 
tres veces, cada lavado de dos a tres minutos. 

Se agrega el antisuero de conejo anti-Fab de BCF2 en BSA 3%, esto 
se realiza durante dos horas a temperatura ambiente y se repiten los 
lavados. 

Se añade el anticuerpo conjugado de cabra anti-conejo diluido en PBS 
(1 :3000), se incuba durante una hora a temperatura ambiente. 
Despues se lava de 5-6 veces. Finalmente se realiza un último lavado 
de cinco minutos. 

Se añade la solución de revelado. Para eso se disuelven 5mg de 
diamino-benzidina en 1 O mL de PBS, se agregan 5 µL de H202 al 30°/o, 
esto se mezcla antes de agregárselo a la nitrocelulosa, hay que 
esperar a que el color se desarrolle. Para detener la reacción se 
decanta la solucion y se lava 5-6 veces con PBS. 

7.- ELISA 

Se disuelve la toxina Cn2 en NaHC03 20mM, pH 9.5. la concentración 
final es de 3µg/mL, se agregan 100 µL de esta solución a los pozos 
de la placa de poliestireno y se incuba 2 h a 37oc o toda la noche a 
4DC. 

Se elimina la solucion de la toxina y se bloquea con BSA 1°/o; se 
aplican 1 00 µL por pozo y se incuba durante 1 h a 37oc. 

Se lava con PBS/Twen 20 (0.05°/o) de 4-5 veces. Se agrega la muetra 
a analizar, la cual puede ser la fracción periplásmica o la fracción 
citoplásmica provenientes de un choque osmótico. Tambien puede ser 
la fracción soluble o insoluble de un producto de un sonicado de 
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células. Se añaden 100 µL por pozo de estas muestras y se deja tres 
horas a temperatura ambiente. 

Se lava nuevamente y se agregan 100 µL de un anticuerpo de conejo 
anti-Fab de BCF2. Se incuba 1 h a 37oc y se lava nuevamente. 

Se agrega el anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado a peroxidasa 
en una dilución de 1 :3000 en PBS. Se colocan 100 µUpozo y se incuba 
a 37oc durante una hora. 

Pasado este tiempo, se lava y se revela agregando 100 µL/pozo de 
una solución de 0-fenildiamida (0.4 mg/mL) y H 2 02 (0.4 µL/mL) en un 
amortiguador de fosfatos 1 00 mM pH 5. Se agrega la mezcla y se 
protege de la luz hasta observar color. Se para la reacción agregando 
50 µL de HCI 6 M. 

8.- Plásmidos de Expresión Utilizados. 

Los plásmidcs de expresión que se emplearon fueron construidos por 
el Dr. Jorge Gavilondo en el Centro de lngenieria Genética y 
Biotecnología de La Habana, Cuba. 

a) Plásmido pPACIB.3 (2.8 Kb) 

El vector para E. coli pPACIB.3 fué diseñado para la clonación de 
productos de PCR, dirigiendo la proteína producida hacia periplasma 
por medio de la secuencia señal de omp A. El producto queda 
fusionado a una secuencia de seis histidinas en el extremo carboxilo 
terminal. Posee un promotor de triptófano y la secuencia de 
terminación del fago T4. Los sitios de restricción enzimática 
utilizados para la clonación de fragmentos son EcoRI, EcoRV y Sall, 
las histidinas pueden ser utilizadas para purificación por una 
columna de iones metálicos (Ni). El marcador de selección con que 
cuenta es el antibiótico ampicilina. El plásmido pPACIB.3 es un 
derivado del plásmido pBR322. 
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En la figura 7 se muestra un esquema de la región del plásmido donde 
se encuentran los sitios de clonaje, así como el promotor y el 
terminador. 

b) Plásmldo pPACIB.7 (2.8 Kb) 

El plásmido pPACIB.7 proviene tambien del plásmido pBR322, al igual 
que el vector pPACIB.3 tiene el promotor de triptófano y el 
terminador del fago T4. Este vector fué diseñado para la expresión 
exclusiva de fragmentos de anticuerpos del tipo scFv, ya que poseé 
la secuencia de un péptido de unión entre las dos regiones variables 
de las inmunoglobulinas. Este péptido tiene la secuencia Glu-Gli-Lis­
Ser-Ser-Gli-Ser-Gli-Ser-Gl u-Ser-Lis-Val-Asp. La expresión va 
orientada hacia periplasma por la secuencia del péptido señal de 
ompA. En la figura 8 se muestra un esquema de como es que se 
encuentran los sitios de restricción para la clonación de las dos 
regiones variables por separado. 
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Pvull 

-21 
Met Lis Lis Tre Ala lle Ala lle Ala Val Ala Leu Ala Gli Fen Ala Tre 
ATG A.AA AAG ACA GCT ATC GCG ATTGCA GTG GCA CTG GCT GGTTTC GCT ACC 

Val Ala 
GTA GCG 

Sitio de corte de Peptidasa _, / 

Gin Ala/Ser Ser 
CAG GCC TCG AGC 

Xhol 
.GMIIQ 
EcoRI 

His His His 
CAC CAC CAC TM TAG GGATcx; 

Parada BamHI 

~ 
EcoRV 

Gli Gli His His His 
GTCC..AC GGG GGG CAC CAC CAC 

Sall 

FIG. 7.- Pllismldo pPACIB.3.- En la figura se muestran algunas secuencias del plásmido 
pPACJB.3. donde se pueden observar Jos sitios de clonaje, la secuencia del péptido señal ompA, las 
histidinas y los codones de terminación. El fragmento puede ser clonado utilizando Jos sitios EcoRl­
EcoRV, o bien, EcoRl-Sall para darle direccionalidad al fragmento. El fragmento puede ser diseñado 
como VH-unión-VL, o VL-unlón-VH. 
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Pvull 

- 2 1 
Met Lis Lis Tre Ala lle Ala lle Ala Val Ala Leu Ala Gli Fen Ala Tre 
ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATTGCA GTG GCA CTG GCT GGTTTC GCT ACC 

Sitio de corte de Peptidasa 
-1 I 

Val Ala Gin Ala/Ser Ser His His His His His His Gli Gli 
GTA GCG CAG GCC ICG AGC CAC CAC CAC CAC CAC CAC GGG ~ 

Xhol EcoRI 

--------------- Péptido de unión -----------------
Glu Gli Lis Ser Ser Gli Ser Gli Ser Glu Ser Lis ValAsp 

~ GAG GGT AAA TCC TCA GGA TCA GGCTCC GAA TCC AAA GTCGAC .8rn 
Eco AV Sall Bgll 

VB3CQJ~ .m. 
Apal Parada BamHI 

Flg. 8 Phiamldo pPACIB.7.- El plásmido pPACIB.7 esta diseñado para clonar por separado la 
región variable de la cadena pesada y ligera, ya que como se aprecia. posee la secuencia codificante 
para el péptido de unión. La estrategia de clonado puede ser cadena Pesada-Péptido-Ligera, o bien, 
cadena Ligera-Péptido-Pesada. El primer fragmento se clona con los sitios EcoRl-EcoRV y el 
segundo con los sitios Sall-Bglll 6 Sall-Apal. 
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9.- Oligonucleótidos Utilizados. 

Fueron varios los oligonucleótidos que se utilizaron durante el 
proyecto, algunos de ellos se emplearon para realizar la 
identificación de las clonas en el banco de ADNc, otros para realizar 
PCRs y otros para obtener la secuencia de nucleótidos. A 
continuación se muestra la secuencia de cada uno de ellos. 

Secuencia 

ACT GGA TGG TGG GAA GAT GGA 

GGC CAG TGG ATA GAC AGA TGG 

GAG CTT ACA CGT TCG GAG GGG 

GGT GGC GAC GAC TCC TGG AGC CCG 

TTG ACA CCA GAC CAA CTG GTA ATG 

TTC ACG GGC AAG GCC ACA TT 

Clave 

ratón-CK 

ratón-CH1 

mCDR3-K-ABE 

1218 

1222 

Ext-H 

AGC GAA TTC GAC ATT GTG TTG ACC CAA TCT CCA NHKB.3 

CGA GGC GCG CCC TCC CGA TCC TCC TCC TCC TTT 
CAG CTC CAG GTT GGT CCC AGC COOH K 

GGG CGC GCC TCG GGA GGA GGA GGA TCG GTA CCA 
TGG CTG CAA CAG TCT GGT NHCH 

GAC GTC GAC TGA GGA GAC GGT GAC TGA GGT 

TCC TGG TTT CTG TTG GTA CCA 

TCC ATG GCT CTG CTT CAC CCA 

TCC CCC GGG TGA GGA GAC GGT GAC TGA GG 

FR4H 8.3 

Ext. K 

Ext-linker 

FR4Sma3 

TCC CCC GGG CTA TTA TGA GGA GAC GGT GAC TGAGG FR4Sma1 
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ATC ATC GAA CTA GTT AA 

GGT CAT TCA AAA GGT CAT CCA C 

GGG AAT TCT (GC)A(AG) GTG (CA)(TA)G CT(CG) 
(CG)(AT)(AG) (CG)A(AG) (CT}C(CG) GG 

ATGGG ccc TTT (TC}A(TG) (TC)TC CAG CTT GGT 

CGTCGAAC GAC ATT GTG (CA)TG (AT)C(AC) CAG 
TCTCC 

AAC CTG GAG CTG AAA GGA GGA GGA GGA TCG 
GGA GGA GGA GGA TCG GGA GGA GGA GGA TCG 
GTA CCA TGG CTG CAA 
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Clave 

Prom-Trp 

Term-T4 

VHB 

FR4 K-Apal 

FR1 K Sall 

Linker 
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RESULTA DOS NO PUBLICADOS 

1.- Busqueda en el banco de ADNc 

Se utilizaron los oligonucleótidos ratón-CK y ratón-CH1 para aislar las 
clonas de fagos que contenían la secuencia codificante de la cadena 
ligera y de la cadena pesada. El oligonucleótido ratón-CK hibridiza en la 
región constante de la cadena K, mientras que el oligonucleótido raton­
CH1, hibridiza en la región codificante para el primer dominio constante 
de la cadena pesada (CH1 ). Se fueron realizando enriquecimiento de 
dichas placas hasta que todas las placas eran positivas. Esto se realizó 
para las dos cadenas por separado. 

Antes de tener totalmente enriquecidas las placas, se realizó una 
hibridación con el oligonucleótido mCDR3-K-ABE, el cual hibridiza en el 
CDR3 de la cadena aberrante kappa. Dicha cadena proviene del mieloma 
con el cual se realizó la fusión para la inmortalización de la clona. Por 
lo cual, el hibridoma produce dos ARNm codificantes para cadenas 
ligeras de inmunoglobulinas, uno de la cadena aberrante (Carro! 1 988) y 
el otro de la inmunoglobulina de interés. De esta manera, se elimina la 
posibilidad de trabajar con la secuencia equivocada. Esta cadena 
aberrante se presenta en todos los hibridomas derivados del mieloma 
MOPC-21 (Carro! 1988). 

Después de cuatro ciclos de enriquecimiento, se logró tener totalmente 
aisladas las dos clonas, la de la cadena pesada y la de la cadena ligera 
de interés. 

2.- Amplificación de las regiones variables 

Se utilizaron los oligonucleótidos 1222 y ratón-CK, así como la 
combinación 1 218 y ratón-CK para amplificar la región variable de la 
cadena ligera. De la misma manera fueron utilizados los 
oligonucleótidos 1218 y 1 222 en combinac·ión con el oligonucleótido 
ratón-CH1 para amplificar la región variable de la cadena pesada. El 
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sitio de unión del oligonucleótido 1218 se encuentra en el extremo 5' 
del sitio de clonación; mientra que el sitio de unión para el 
oligon ucleótido 1222, se encuentra en el extremo 3' del sitio de 
clonación. Es por este motivo que al querer amplificar las regiones 
variables de la inmunoglobulina, se debe de utilizar la combinación 
1218 y ratón-CK. Asi como la combinación 1222 y ratón-CK. Solo una de 
estas reacciones nos dara el gen de interes, y será aquella que contenga 
los oligonucleótidos en sentido opuesto. La misma estrategia se utiliza 
para la amplificación de la cadena variable pesada, solo que se utiliza 
el oligonucleótido ratón-CH. En la figura 9 se observa la amplificación 
de la regiones variables de la cadena pesada y ligera. 

3.- Secuenciación de las regiones variables 

Una vez amplificadas las regiones variables de ambas cadenas, se 
preocedió a su clonación en el vector comercial pKs (Stratagene), el 
cual da una pigmentación azul a las colonias que no tienen un fragmento 
de ADN clonado, sin embargo, cuando el plásmido contiene algun gen 
clonado en la región de complementación de la J3-galactosidasa. este da 
colonias blancas al ser transformado. 

Se realizó una purificación de plásmido de las colonias blancas y se 
realizó un análisis de restricción con las enzimas Hindi// y BamHI, los 
cuales son sitios de restricción que se encuentran flanqueando el sitio 
de clonación (EcoRV ). Posteriormente al análisis de restricción se 
procedió a realizar la secuencia de las regiones variables de ambas 
cadenas. Para realizar las reacciones de secuenciación del gen de la 
cadena ligera, se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: ratón-CK, 
1218 y Ext. K. Para las reacciones de secuenciación de la cadena pesada, 
se utilizaron los oligonucleótidos: ratón-CH1, 1222 y Ext-H. Se 
utilizaron estos oligonucleótidos debido a que hibridizan dentro de 
estas secuencias a analizar. A continuación se muestra la secuencia de 
nucleótidos obtenida para cada una de las secuencias, así como la 
secuencia de aminoácidos deducida para cada una de ellas. 
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Flg.9.- Ampllflcaclón de laa reglone• variable• de la cadena peaada y ligera. En la 
figura se observa la amplificación por medio de PCR de ambas cadenas. En el primer carril se 
observa el marcador de peso molecular. en el segundo carril se encuentra el gen codificante para la 
región variable de la cadena pesada, en el tercer carril se observa el gen codificante para la región 
variable de la cadena ligera. Los productos de PCR seseñalan con una flecha. Los marcadores 
moleculares están expresados en pares de bases. 
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a) Secuencia de nucleótldos de la región variable pesada. 

5' 
GTA CCA TGG CTG CAA CAG TCT GGT CCT GAG CTG GTG AAG CCT GGA 
GCT TCA ATG AAG ATA TCC TGC AAG GTT TCT GGT TAC TCA TTC ACT 
GAC CAC ACC ATG AAC TGG GTG AAG CAG AGC CAT GGA AAG AAC CTT 
GAG TTG ATT GGA CTT ATT AAT CCT TTC AAT GGT GAT GCT ACC TAC 
AAA CAG AAG TTC ACG GGC AAG GCC ACA TTA ACT GTA GAC AGG TCA 
TCÓ AGC ACA GCC TTC ATG GAG CTC CTC AGT CTG ACA TCT GAG GAC 
TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA TAT GGT AAC TAC GCT ATG GAC 
TACTGG GGT CAA GGA ACC TCA GTC ACC GTC TCC TCA 3' 

b) Secuencia deducida de aminoácidos de la cadena 
pesada. 

, , o 
Val Pro Trp Leu Gin Gin Ser Glj Pro Glu .L..w.L Val Lis pro Gli Ala .S..W: Met 

20 30 

.Ll.li. lle Ser Cjs Lis Val Ser G!j Tjr Ser &n Tre Asp His Tre Met Asn I.!:g_ 
40 50 52 A 

Val Lis ~ Ser His ~ Gli Asn Leu Gly Leu lle Gli Leu ~ Asn Pro Fen 
60 70 

Asn Gli Asp Ala Tre IiL Lis Gin Lis &n Tre Gli Lis Ala Tre Lue IL.e. Val 
80 82 A B C 

Asp Arg Ser Ser Ser Tre Ala Fen ~ Glu Leu Leu Ser Leu Tre Ser Gly Asp 
90 100 

Ser Ala Val ILr:. Tir .Q.Uz. Ala Arg Tir Gli Asn Tir Ala Met Asp Tir Trp Gli 
, , o 

Gin Gli Tre Ser Val Tre Yal Ser Ser 
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c) Secuencia de nucleótidos de la región variable ligera. 

5' 
GAC ATT GTG TTG ACC CAA TCT CCA GTT TCT TTG GCT GTG TCT GTA GGG 
CAA GGG GCC ACC ATC TCC TGT AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TTT 
GAT GGT GAA ACT TAT ATG AAC TGG TAC CAA CAG AAA CCA GGA CAG 
CCA CCC AAA CTC CTC ATT TAT GTT GTA TCC AAT CTA GAA TCT GGG 
ATC CCA GCC AGG TTT AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACC 
CTC AAC ATC CAT CCT GTG GAG GAG GAG GAT GCT GCA ACC TAT TAC 
TGT CAG CAG AGT AAT GAG GAT CCG CTC ACG TTC GGT GCT GGG ACC 
AAC CTG GAG CTG AAA 3' 

d) Secuencia deducida de aminoácidos de la cadena 
ligera. 

, 10 

~ lle Val Leu Tre Gin Ser Pro Val Ser Leu Ala Yfil Ser Val ~ Gin Gfi 
20 27 A B C O 30 

Ala Tre lle Ser Cjs Lis Ala .s.e.i: Gin Ser Val Asp Fen Asp Gli Gfu Tre Iil: 
40 50 

Met Asn I..m Tir Gin mo_ Lis Pro Gli Gin Pro .E.r..Q. Lis Leu Leu lle Tir Val 
60 

Val ~ Asn Leu Gfu Ser Gli lle Pro Ala Arg Feo Ser Gli Ser Gli Ser Gli 
70 80 

Ir§. Asp Fen Tre J..w.!. Asn 1!st His Pro Val Glu Gfu Glu Asp Ala Ala Tre Il.r. 
90 100 

Tir .Q.l.s. Gin IDo. Ser Asn Glu Asp .E..r:.S2. Leu Tre Feo Gli Ala G!j Tre Asn llu_ 

.G.!J.L Le u 1..iJ¡ 

Los aminoácidos subrayados, son aquellos que se encuentran 
conservados en más de un 98o/o en fas secuencias de regiones variables 
reportadas (Kabat 1991). Aquellos aminoácidos de fa cadena pesada que 
se encuentran con una letra sobre ellos (A, B, C), se debe a que son 
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inserciones que se realizaron durante el arreglo genómico de la 
inmunoglobulina. Los aminoácidos de la cadena ligera que se encuentran 
con una letra sobre ellos (A, B, C, D), se debe a las distintas longitudes 
que presentan las familias de las regiones variables (Kabat 1991 ). 

Se realizó un análisis de alineamiento de ambas cadenas en el servidor 
de kabat (http://immuno.bme.nwu.edu}, y se encontró que la región 
variable de la cadena pesada pertenece a la familia V y al subgrupo lla 
de fas inmunoglobulinas. De la misma manera, la región variable de la 
cadena ligera, pertenece a la familia IX y al subgrupo 111 de las 
inmunoglobulinas. 

4.- Construcción del gen scFv de BCF2 

Para la construcción del gen del tipo scFv se emplearon tres 
estrategias. En la primera de ellas, se amplificaron las regiones 
variables por separado, introduciendo dos sitios de restricción en cada 
una de ellas. Se adicionó el sitio EeoRI y Ase I para la cadena ligera, y 
los sitios Ase I y Sal I para la cadena pesada. Cada una de las regiones 
amplificadas poseía la mitad del péptido de unión. Los oligon ucleótidos 
utilizados para la región variable ligera fueron NHKB.3 y COOH K, estos 
hibridizan en el extremo 5' y 3' respectivamente. Para la amplificación 
de la cadena pesada, se utilizaron los oligonucleótidos NHCH y FR4H B.3, 
estos hibridizan en la región 5' y 3' respectivamente de la región 
variable pesada. En la figura 5a se muestra un esquema con este tipo de 
estrategia. 

Sin embargo, por medio de este tipo de metodología, no fué posible 
.obtener la construcción del gen. Por lo tanto, se decidió emplear otro 
tipo de estrategia, la cual consiste en realizar la síntesis de un 
oligonucleótido que codifique para el péptido de unión, este 
oligonucleótido debe de poseer en sus extremos, secuencias que 
hibridizen con parte de las regiones variable de la cadena ligera por un 
extremo, y por el otro debe de hibridizar con la cadena pesada. Una vez 
que se tiene sintetizado el oligonucleótido (este oligonucleótido se 
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denominó: "Linker"), se realiza un PCR recursivo, utilizando como ADN 
de molde la secuencia variable de ambas cadenas. Así en una sola 
reacción de PCR, se puede obtener el gen codificante para la proteína 
scFv de BCF2. En la figura Sb se observa un esquema que ejemplifica 
esta estrategia. En la figura 1 O se observa un gel de agarosa 1°/o con el 
gen sintetizado por esta estrategia. 

La tercer metodología empleada fué utilizando un vector de expres1on 
que' ya poseía la secuencia codificante para el péptido de unión, este 
vector es el vecor pPACIB.7, el cual se muestra en la figura 8. Por 
medio de estas dos últimas metodologías, se obtuvo la construcción del 
gen codificante para la proteína del scFv. A la primer construcción se le 
denominó scFv.3, ya que se encuentra en el vector de expresión 
pPACIB.3. De la misma manera, a la segunda construcción se le 
denominó scFv.7 por encontrarse en el vector pPACIB.7. 
El gen scFv.3 codifica para una proteína del tipo cadena ligera-unión­
pesada, mientras que el gen scFv.7 codifica para la exp.resión de una 
proteína del tipo cadena pesada-unión-ligera. Otra diferencia es la 
secuencia de aminoácidos del péptido de unión, mientras que en la 
construcción scFv.3 se tiene la secuencia Gli-Gli-Gli-Gli-Ser-Gli-Gli­
Gli- Gli-Ser-Gli-Gli-Gli-Gli-Ser para establecer la unión entre las dos 
cadenas, en la scFv. 7 se tiene Glu-Gli-Lis-Ser-Ser-Gli-Ser-Gli-Ser­
Glu- Ser-Lis-Val-Asp. La diferencia entre estas dos construcciones, se 
analizará en la sección de discusiones. 
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Flg. 10 .. - Conatrucclón del gen acFv .... En esta figura se observa la banda que representa el 
gen scFv. este gen fué obtenido por medio de PCA recursivo. los valores de el patrón de peso 
molecular. astan dados en pares de bases. El patron de peso molecular se encuentra en el carril 1. 
en el carril 2 se observa la banda de amplificación señalada por una flecha. 

5.- Anallsls de expresión en varias cepas de E. col/. 

Una vez que se tiene la construcción del gen y éste se encuentra clonado 
en un vector de expres1on, es necesario realizar un análisis de 
expresión en varias cepas de E. co/i, ya que se puede dar el caso que una 
misma proteína sea expresada en una cepa y en otra no (Dueñas 1994). 
Se probaron las cepas MM294, W311 O, LE392, BMH71 .18, TG1, C600 y 
ColiB. Este análisis se realizó para las dos construcciones. Al realizar 
el análisis para la construcción scFv.7, se observó que posteriormente a 
la transformación, las cepas LE392 y ColiB dejaban de crecer, es decir, 
parece ser que se inhibía el crecimiento por la proteína expresada. En 
las demás cepas se observó producción del fragmento esperado, sin 
embargo, aparentemente se produce una lisis de las bacterias despues 
de cinco horas de inducción. Esto solo sucedió con las cepas W311 O y 
BMH 71.18. Todas las demás cepas crecieron y produjeron la proteína 
sin ningun problema aparente. En la figura 11 se observa un análisis de 
expresión de algunas de las cepas transformadas antes y despues de la 
inducción. 
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Flg.11... Análisis de producción en varias cepas de E. col/. En la figura se aprecia la 
inducción de la proteina scFv en varias cepas de E. coli. Carril 1: marcador de peso molecular 
expresado en KDa. Carril 2 y 3: Cepa W3i i O transformada con el plásmido silvestre pACIB.7 antes 
y despues de la inducción respectivamente. Carril 4 y 5: Cepa C600 transformada con el plásmldo 
scFV.7 antes y despues de la inducción respectivamente. Carril 6 y 7: Cepa TG1 transformada con 
el plásmido scFv. 7 antes y despues de la inducción respectivamente. Carril 8 y 9: Cepa W311 O 
transformada con el plásmido scFv.7 antes y despues de la inducción respectivamente. La proteina 
de interés, se muestra por medio de una flecha. 

Para el caso de la construcción scFv.3, se observó expres1on en todas 
las cepas a excepción de la cepa C600. Una vez que se realizaron estos 
análisis, se seleccionó la cepa TG1 para expresar la construcción scFv.7 

En la figura 12 se muestra la expresión de la proteína scFv.7 y un 
Western Blot del mismo. Solo se muestran los resultados de la 
construcción scFv.7, debido a que la expresión de fa construcción scFv.3 
se perdfo por completo. En la sección de discuciones se analizará el por 
qué de esta pérdida en la expresión. 
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6.- Purificación por columna de metales 

Se realizó la purificación de la proteína por medio de una columna de 
metal (Ni2+). Cuando se utilizó el protocolo para la purificación de 
proteínas en estado nativo, no se logró purificar la proteína 
recombinante. Antes de realizar la purificación, se verificaba por medio 
de un gel SDS-PAGE15°/o que se hubiera llevado a cabo la inducción de 
forma satisfactoria. 

Se decidió purificar la proteína recombinante utilizando el protocolo 
para purificación en condiciones desnaturalizantes. Esta utiliza SM de 
Cloruro de Guanidinio. Mediante esta metodología, se logró purificar la 
banda correspondiente a la proteína recombinante como se puede 
observar en la figura 12, así como se puede confirmar por medio de un 
análisis con anticuerpos por el método de Western Blot (Fig. 12 B) 

Se realizó un ensayo de ELISA para observar si la construcción era 
activa, por lo cual se lisaron las células una vez realizada la inducción. 
Se utilizaron dos metodologías, choque osmótico (Ch. Os) y ultrasonido 
(US). Con el choque osmótico se obtuvieron las fracciones periplásmicas 
y citoplásmicas, mientras que con el ultrasonido se obtuvieron las 
fracciones solubles e insolubles. Se probaron los cuatro extractos. 
Como se observa en la figura 13, el control negativo de la fracción 
soluble es muy similar a las muestras problemas. Mediante estas dos 
metodologías se podría detectar si el anticuerpo es activo, ya que 
debería de estar en su forma nativa. 
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Flg. 12.- Inducción y purlllc•clón del scFv. En el panel A se muestra en un gel SDS-PAGE al 
15°~. en el cual se puede apreciar en el primer carril. el marcador de peso molecular: en el segundo 
carril, la cepa TG1 sin transformar; en el tercer carril, la cepa TG1 transformada e inducida; en el 
cuarto carril, el primer eluido de la columna de metales (pH 5.9) y en el quinto carril. el segundo 
eluido de la columna (pH4.5). En el panel B se muestra el Western Blot de Jo descrito en el panel A. 
Los marcadores de peso molecular se encuentran Indicados en el panel A. La flecha indica la 
presencia de la proteína recombinante 
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Flg.13.- ELISA de extrectoa celulares que contienen el scFv. En la gráfica se muestran 
1as barras representativas de la actividad de la fracción scFv. La primer barra representa el 
extracto periplásmico, la segunda representa el extracto citoplásmico celular, la tercera 
representa la fracción soluble celular obtenida por ultrasonido. la cuarta indica la fracción soluble 
obtenida por ultrasonido. Se pusieron dos controles negativos, uno de fracción soluble y otro de 
fracción insoluble obtenidos por ultrasonido de células transformadas con el plásmido pACIB.7. El 
control positivo esta representado por el anticuerpo BCF2 completo en una concentración de 3 
µgtmL. 
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DISCUSION 

Mediante los ensayos de neutralización in vivo pudo apreciarse algo que 
era totalmete inesperado. Este hecho es que el anticuerpo BCF2 fuera 
capaz de neutralizar la fracción soluble del veneno completo del alacrán 
Centruroides noxius Hofmann. Este es un dato no esperado, debido a que 
el veneno completo del alacrán es una mezcla de péptidos tóxicos 
(aproximadamente 100). Por este motivo, aunque el anticuerpo BFCF2 es 
capaz de neutralizar el efecto de la toxina Cn2 (Zamudio 1992). no se 
esperaba que neutralizara todo el veneno. La explicación probable para 
esto es que la toxina Cn2 es la toxina que se encuentra en mayor 
proporción dentro del veneno (7.5°/o) (Valdivia 1994) y es una de las más 
tóxicas (DLso de 0.25 µg/20 gr de peso de ratón). 

Por estos motivos, podría ser que al neutralizar a la toxina Cn2 con el 
anticuerpo BCF2, no se vea el efecto de las demás toxinas, ya que para 
observarlo se necesitaría una mayor dosis de veneno administrado. 
Tampoco puede descartarse la posibilidad de una neutralización por 
reactividad cruzada con las otras toxinas, ya que el anticuerpo BCF2 
puede reconocer otras toxinas (Zamudio 1992). 

El hecho de que el Fab del anticuerpo BCF2 sea capaz de neutralizar el 
veneno completo del alacrán Centruroides noxius Hofmann, lo convierte 
en una herramienta con muchas posibilidades para ser utilizado en el 
tratamiento terapéutico de la picadura de alacrán. Este ofrecería 
ventajas sobre el suero hiper-inmune utilizado actualmente, ya que el 
suero comercial necesita una dosis aproximada de 1 O veces mayor que 
el Fab de BCF2 para neutralizar la misma cantidad de veneno. 

Basados en el tipo de ensayo que se realizó para determinar la 
capacidad neutralizante tanto del anticuerpo completo, del fragmento 
Fab, como del suero comercial [F(ab')2], en la práctica, el Fab puede 
presentar una ventaja adicional sobre el suero comercial. Esta ventaja 
se basa en el tamaño de la molécula (50 KDa para el Fab y 1 00 KDa para 
el F(ab'}2). El Fab muestra una mayor capacidad de penetración a tejidos 
respecto a el antisuero comercial. Esta capacidad de penetración es de 
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suma importancia cuando se trata a un paciente que fué picado por un 
alacrán, ya que las toxinas una vez que son administradas pueden 
penetrar en los tejidos y realizar su acción. De esta manera, si se aplica 
una molécula neutralizante de gran tamaño y sin poder de penetración, 
solo neutralizará las toxinas que se encuentren en su entorno (torrente 
sanguíneo}, pero sin embargo, si se aplica una molécula neutralizante 
con mayor poder de penetración, esta podrá llegar al sitio de acción de 
la toxina y lograr una mejor depuración (Smith 1979, Colchar 1990, 
Haber 1992). 

Sin embargo, la producción de Fab de BCF2 por hidrólisis proteica para 
ser utilizado como terapia, representa altos costos. ya que se tiene que 
realizar por medio del cultivo de el hibridoma productor del anticuerpo 
BCF2, realizar la purificación del anticuerpo y hacer la digestión con 
papaína. Una vez hecho esto se procede a la purificación del Fab. Este es 
un proceso laborioso y que lleva varias semanas para realizarlo. 

Tomando en cuenta ésto y analizando las ventajas que podría ofrecer 
una molécula más pequeña, fué que se decidió realizar la clonación de 
Jos genes que codifican para las regiones varibles del anticuerpo 
neutralizante BCF2. 

La primer construcción realizada, tiene el péptido de un1on de Ja 
secuencia (Gfi4-Ser)3. Se seleccionó esta secuencia debido a que no se 
ha reportado que sea inmunogénico, tiene flexibilidad debido al alto 
número de glicinas que posée en su secuencia y no se ha reportado que 
este péptido de unión interfiera con la estructuración de las regiones 
varibles. Sin embargo, la secuencia de aminoácidos de Ja cadena ligera, 
posée una región rica en glicinas y serinas, esta región se encuentra en 
el FA3 de Ja cadena ligera, y son los aminoácidos 63 al 67 (Ver 
secuencia en resultados). Cuando se tiene esta región de serinas­
glicinas, no es recomendable utilizar este péptido de unión, ya que se 
corre el riesgo de que exista recombinación entre la secuencia de ADN 
que codifica para el péptido de unión y la que codifica para la región del 
FR3 de la cadena ligera (aminoácidos 63-67), si se llega a dar el caso, 
se pueden perder aproximadamente 120 pares de bases. Este fué el caso 
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con el cual nos enfrentamos, ya que en un princ1p10 teniamos producción 
del fragmento scFv en el plásmido pPACIB.3, sin embargo, al ocurrir la 
recombinación se perdió la expresión. Esto lo comprobamos por medio de 
una reacción de PCR, la banda obtenida tenía 100 pares de bases menos 
de lo que tenía originalmente. 

Se realizó la construcción en el plásmido pPACIB.7, el cual 
integrada la secuencia codificante para el péptido de unión, 
secuencia de aminoácidos es distinta a la de (Gli4-Ser)3 (Fig. 8). 

tiene 
esta 

Al realizar las inducciones para obtener la proteína se intentó realizar 
una purificación en condiciones nativas, sin embargo esto no fué 
posible, la construcción no se adhirió a la resina de afinidad por 
metales. Esto podría deberse a que las histidinas, que son las que 
interactúan con los iones de Ni2+, se encuentran insertadas en la 
estructura terciaria de la proteína. Para resolver esto se realizó una 
purificación en condiciones desnaturalizantes. Los resultados pueden 
observarse en la figura 1 O, donde empieza a aparecer la proteína de 
interés en el amortiguador con pH 5.9, sin embargo, se obtiene la 
mayoría de ella en pH 4.5. Basandonos en este resultado, podemos 
inferir que efectivamente, las histidinas se pueden encontrar 
internalizadas en la estructura del scFv. 

La desventaja de purificar en condiciones desnaturalizantes, es que se 
tiene que realizar un replegamiento in vitro , y esto en ocasiones es 
muy problemático. Lo ideal es obtener la proteína plegada en periplasma 
y poder purificarla en estas condiciones para probar su actividad. Por 
otra parte, al purificar la proteína en condiciones desnaturalizantes y 
realizar posteriores renaturalizaciones in vítro, no asegura que las 
histidinas no interactuen con la estructura terciaria de la proteína y 
afecten su actividad, ya que se encuentran en el extremo amino terminal 
de la proteína. Una probable solución, es la de realizar una construcción 
que codifique para las histidinas en el extremo carboxilo terminal de la 
preoteína. 
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Con los resultados obtenidos en el ELISA para detectar la actividad de 
la molécula expresada, no se puede concluir que el fragmento no esté 
activo, debido a que la proteína no se encuentra purificada y ademas 
pudiera estar muy diluida. Sería necesario purificar el fragmento por 
alguna otra metodología y obtenerlo plegado, para de esta manera poder 
realizar los ensayos de reconocimiento del antígeno y posteriormente 
de neutralización. En la figura ~ 3 se observa la gráfica indicando los 
valores obtenidos en el ELISA. Con este ELISA se esperaba encontrar 
buena actividad en la fracción periplásmica y en la fracción soluble, ya 
que la construcción esta diseñada para que el producto de expresión sea 
dirigido a periplasma, y se esperaría que este producto se encontrara 
soluble. 
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CONCLUSIONES 

- Se demostró que el fragmento Fab del anticuerpo BCF2, es capaz de 
reconocer a la toxina Cn2. 

- Se comprobó que el fragmento Fab del anticuerpo BCF2, es capaz de 
neut~alizar la tracción soluble del veneno total del alacran Centruroides 
noxius en ensayos realizados in vivo en ratones de la cepa CD1. 

- Se demostró que la capacidad de neutralización del Fab no disminuyó 
respecto a la de anticuerpo completo. 

- Se observó que se requiere nueve veces más del antisuero comercial 
que del fragmento Fab del anticuerpo BCF2 para neutralizar la misma 
cantidad de veneno, esto en términos molares. 

Se comprobó que la estrategia de construcción del gen codificante 
para un scFv, del tipo PCR-Ligación-PCR, no funciona para todos los 
casos, como se pudo observar en el nuestro. 

- Se concluyó que mientras exista la posibilidad de recombinación, ya 
sea por parte de una de las secuencias codificantes de la región variable 
con la secuencia codificante para el péptido de unión. O de una de las 
secuencias codificantes de la región variable con el vector, se debe de 
tratar de modificar alguna de ellas para evitar recombinación y perder 
de esta manera un fragmento del gen. 

- Se demostró que la metodología de PCR recursivo es eficaz para la 
construcción del gen codificante para una proteína del tipo scFv. 

- Se comprobó indirectamente, que la secuencia de seis histidinas se 
encuentra interaccionando con la proteína scFv. 

5.3 



Perspectivas 

PERSPECTIVAS 

Entre las perspectivas de este trabajo se prevean: 

- La purificación del fragmento scFv por medio de una columna de 
afinidad. 

- La purificación del fragmento por una columna de unión a metales y 
realizar una renaturalización in vitro. 

La demostración de que el fragmento scFv nativo, es capaz de 
neutralizar la acción de la fracción soluble del veneno total del alacran 
Centruroides noxius. 

- Si el fragmento scFv no resulta ser activo, realizar una construcción 
en la cual se encuentren las histidinas en el extremo carboxilo terminal 
de la molécula y volver a probar si es neutralizante. 

Finalmente, se espera producir el anticuerpo por fermentación, 
optimizar el sistema y eventualmente poder comercializarlo. 
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inventores de la misma Alexei F. Licea, Baltazar Becerril y Lourival D. Possani. 

Esta solicitud será presentada en breve ante las autoridades en materia de propiedad 
industrial. 

Sin otro particular se extiende la presente a los i 5 días del mes de octubre de i 996. 

Atentamente 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 

e::;;:::~ '3 de dlciemb'e de '996. 

IN.G. ELENA ARRIAGA ARELLANO 
SECRETARIA TECNICA DE GESTION 
Y TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA 

TELS. (52)(73} 114900. 114'890 Y 114700 FAX (52)(7'3) 172388 
APDO. 510..3. CUERNAVACA. MORELOS S2250, MEXICO 

- -----~---~:-- ·- -- ----:· --



Anexos 

ANEXOS 

62 



Modulation of cell membrane potential 
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'"'aca, L., A.. Licea, a:nd L. D. Possan.i. !\1odulation of cell 
membrane poten-:ial i.'"'l. cultured vascular endo:heliu.ni . • 4.m. 
J. Ph~·siol. 210 cCell Ph.~·siol. 39): CS19-CS24. 1996.-The 
present study eXplores -:he role oidifi"erent ionic conduc:a..'"'lces 
in t.he regu1a:fon ofme::'lbrane pot.ent.lal u.'"'lder res~ng condi· 
tions and a.~er braCyki...~L..,, lBK) or t.hapsiga:r¡;in (TG) s:irncla­
tion. ofcultured bo'\.'"i."le ao:r:ic endot.heHal cells. t.:nder res't.i.'"'lg 
conditions. t.he cell ::iernbra.."le po-:.e:-:t.ial observed '\.'-"as -62 = 
5 :rnV. The rr..~ cond~ct.ance ~'"'lder :hese condi':ions is a.'"'l 
inward.ly recti..~"in.g pot.assh::m <IRK) channel. Application of 
50 n.!\1 BK i.'"'lduced a :rar..sient h:yJ)e:-polariza:ion t.o -S7 = 4 
mV followed by a sus-::ained depola.ri::ation to -35 = 5 rnV. 
The transient h,.:>e:-pola.riza·don was elim..inat.ed by 1 ¡.:_\1 
nox:iust.oxin. a blocker of cakh:.n:l·act.ivated po:assi1.:..ln cha...'"'l· 
nels <Kc.). The !Fl.:s:ai..'""led depola.rizat:ion i..'"'lduced by BK was 
pre,•ent.ed by inc..:ba~-'"'lg t.he cells ''""it.h t.he calcit:.n'l cha.r-...,el 
blocker la....,t.ha..'"'l".:..."n.. TG evoked a sil':'"..ilar response in mem· 
brane potent.ial. whh t.he except.ion t.hat t.he onset of t.he 
hyperpolariza:.ion was slower co:::npared with BK The resuJ:.s 
present.ed here i.."'lQca-:.e that 'the cell rest.ing pot.ential is 
main't.ained at -62 = 2 n:.Y by the IRK channel. BK or TG 
s-:iznulation induces a t..ra.nsit:mt h,.-peTJ)olarization of" appTox::i­
mately -20m'\·produced by&ctivat.ion ofa Kc •. This hyperpo· 
lari:.ation is followed by a sus-:.ained depola.rizatio:n produced 
by acti,·a"tion of a c.e....lci'"..l.."n·Select.ive channel sensitive 't.O 

la..""lÜla.nu.m. 
bTadykinin 

T"r-E ROLE OF E.~'"'D07:-i~l..ll."':\! in the regulation of' vascular 
sm.ooth m.uscle tone is "''"idely accept.ed (7). Several 
agonist.s can modulat.e the act.ivity of t.he endot.helium. 
by binding to speciñ.c receptors in the plas1:0a me:n­
brane of these cells 9 result.ing in the acti,·ation of 
second m.essenger cascades <21). One ofthe final events 
is t.he rise in the intracellula.r calcium concent.ration as 
a result ofrelease ol calcium. from. intracellular compart.­
ment.s and calcium. infiux from. the e:ll..'"'t.racellular space 
(20). 

Bradyk.inin (BK) is a nonapeptide and is perhaps the 

129 179 26). These changes involve t.he acth·at.ion of 
severa] ionic conductances such as a calchll:n-activated 
potassium channel t3, 26) anda calcium-selec"tive chan­
nel (25). Ac'tivat.ion of these conductances result.s in 
fluc't.uations in the cell membrane potentiaL In guinea 
pig coronal'")• endothelial cells, BK induces a t.ransient 
hyperpolarization frolD. the rest.ing ,-alue of about. -50 
to -SO mV followed by a depolarizatfon t.o -40 mV (17). 
SilD.ilar results ha"\.·e been observed in porcine coronal"')• 
endot..helial cells in response to subst.ance P (23). In 
endothelium frorn rat. aor:.a, acet;rlcholine stimulation 
induces a transient hyperpolarization follo,,·ed by O!:cil­
lat.ions in the cell men:ibrane pot.ential <14). Tile mecha­
nisms underl~-ing t.he different responses t.o agonist.s 
reIJlain unc]ear. 

Changes in cell membrane potential play an im.por­
tant role in the regulat.ion of calcium homeost..asis in 
vascular endot.heliutt:i (13, 22) and human melanoma 
cells <18). Cell depolarization reduces calcium infiux, 
'"·hereas cell hyperpolarization increases calcium infiux 
(16, 22). Changes in the endot.helial cell membrane 
potent.ial can be transm.itt.ed to t.he underl)-ing smoot.h 
m.uscle through the 1:0yoendothelial gapjunctions C2). lt. 
has been prev"iously sho"'·n that. t.ransient. hyperpolar­
izat.ion of the endothelium by kinins is transmi:t.ed to 
t.he smooth muscle la:·er (2). Thus changes in the 
endothelial cell mem.brane potential ma)· play an im.por­
t.ant role in the vascular response t.o specific agonists. 

The relat.h·e cont.ribution of each one of 't.he ionic 
channels found in vascular endothelium t.o the ob­
SeT"'\.·ed changes in m.embrane potential has not been 
det.e:nnined t.hus far. The present st.udy t.akes ad,·an­
t.age of speciñc blockers for som.e oft.hese channels in an 
attem.pt t.o determine the relat.ive contribut.ion of each 
ionic conductance to the fl.uct.uations of DJembrane 
potent.ial observed after stimulation of single endothe­
lial cells '\.'\'"Ít.h BK or t.hapsigargin CTG), a specific 
inhibitor oít.he microsomal calcium-ATPase. 

best k.nov.·n member oft.he k.inin fam.ily that co:m.prises !\tETHODS 
severa! nat.urally occurring peptides (9). BK is an 
agonist. v."'ith acth-ity in a "'""ide ,·ariety oft.issues (9). In Cell prepcration. Bo"\."'ine aortic endotilelial cells <B.~C) 
gastrointestinal smoot..h muscle, BK st.im.ulates contrae- were pTepa.red accorcilng t.o met.hods pTe,-iously published (6). 
tilit.y C4). In epithelia, BK stin:iulat.es chloride secret:ion ;;~~:ll:e ..... ~~~~ ~ ~~fiuee~: ~e¡ ::e~=°fdi~~ei; 
(28). B~ has been sho"'-n to play a i:ole in ii;fi2J?1mation a.fter. Cella "·ere cult.ured using Dulbecco's mod.llied Eagle"• 
and pain ~1). In 'Vascular endot.?eliuni, BK St..J.lDulat.es :nediun:a CGIBCO) supplemented vdt.h lOc:.< heat·inacth·at.ed 
t.he secret1o:i of po't.e~t .vaso.act.1ve substances such as fetal bovine sel""\ll?l (HyClone, Loga.n, t.:T). 50 µg!ml strept.omy­
prostaglandins and rnt.nc cXJde (15). 6 3dn, 50 µgl:rnl penicillin, 50 µg/Inl neoJnycin, a.nd 2 In.'-! 

Agonísts, su ch as BK, al so induce COIDplex changes in glut.anline. The n:ionolayer wae :mechanically dispersed whh a 
the electrical propert.ies of .,,·ascular endothellUJ:IJ (2, 3, plastic pipet.t.e,. a.nd single cells were transponed t.o t.h~ 
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pat.c:h-clarnp dish, allo·wing cell reanachment to 'the dish for 
-30 nrin at 37cc. In experimenta "'·it.h 1,2-bis<2-a.mino­
phenoxy)et.hene-2\' ,."J r0'1• ,!\'' -te!.raacetic acid-acet.o,,."')-met.hyl es­
ter CBAPT.~·~1). cells were incuba'ted in 20 µ..'1 B .. t\.PTA·A:\1 
f"or 30 min at 37=c. Then 'the culturing med.iu::n v.•as replaced 
vdt.h 'the e,,.-:.racellular solution. Only single cells v.·ere utiliz.ed 
·in 'the studies t.o be descrlbed. 

Solutions. The int.racellular Cpipene) solu't.ion con-:ained <in 
nl!\1) 145 pot.assiu.."'ll aspal""~.at.e., 1 !\1sC1=• l0 .. '\.""-2-hydroxyet.hyl­
piperazine-.. "\.·'-2-e:hanesulfonic acid (HEPES). 5 !"aCL 2 
CaCh, and 2 et.hylene glycol-bis($-aminoet.h~·l et.her)­
·'"',2\T,:..,·• ,!\·'-'te:raacetic acid. <EGTA). The e,,.-:.racellular solu­
tion cont.a.ined Cin m~1) 145 !'aCl, ó KCl, 1 ~1gCl::, 2 CaC12 , 

and 10 HEPES. For experi:ments in low e"-""tTacellula.r calciu:n, 
'the 2 :n..'1 calciUD:J !rom t.he e"--.racellular solurion was re­
placed v.""it.h 2 ?l'l.::'1 EGTA. The pH i:n a1l solutions was adjust.ed 
t.o 7.2 and ':.he ·osmolarity t.o 290 mos).1. A rapid perf\lsion 
eyst.em was used t.o deliver t.he s-ubs:.ances described in 'these 
Et.udies. 

Reagen ts. All salt.s us-ed ''"ere analy:.ical p-ade (Si¡;ma). BK. 
TG, EGT.~ a.."""ld BA.PTA·-~1 "·ere purcha&.ed 5-om Calbiochem. 
~o~uno:C.n l~TX.) was ob-:.a.i:'led as pre,;ousl~· described (19), 
v.-it.h an addhional sepa.:-ation through hi¡;h-perfonnance 
liqu:id chrorea:ography usL--ig a ClS reverse-phase cohur..n 
(Vydac, His-peria. CA) in a 'Ya-:.ers. model 600E, chromat.o¡;ra­
pher ().1illipore. Bedford. ~1A ). -~linear g:-ad.ient. fro::n solution 
A [0.1% -::ri5uoroace:ic acid <TFA.l in v.·e:ter) t.o 6Qc;c solution B 
(0.lCjé TF.-'.in acet.o~i:rile) v.·as applied for 60 rnin. 

Electroph~·siology. Cell rnembrane poten'tial was measured 
in single endot.helial cells using t.he pa'tch-cla:np 'technique in 
current.-cla.nlp mode 00). Glass elec-:.rodes were ob:.ained 
after p--..llling a..~d fire polishing no. 7052 glass f\Vorld Preci­
sion lns't~ent.s). Elec--...rode resis't.ances in t.he order of 2-4 
!\Hl were used. The reference elect.rode was a.n .-'.g-AgCl plug 
connect.ed t.o 'the ba't.h s-olutic.r.. "'~ªa 150 :m.-""\1 KC1 a&arbridge. 
Juncrion po-:.en'tials were \:.s:ually <2 nlV a..."""ld were not. 
correc:ed. The a.."T.plifier u.sed was t.."'i.e .~opat.ch 200A tAxon 
lns'tn:..~ent.s ). ~feasureTnent.s were recorded on -:.ape using a 
PC!\i recorder (Veuer) .• .=....ñ.er a gi¡;aol"--~ seal was oh:.ained 
whh 'the a..--np1L41er in vol:.age-cla..--:-:p mode. t.he rne:brane was 
cüsrupt.ed by suc:ion :.o ¡;-a.in elec-:.rical access L"""lt.O t.he cell 
(,,•hole cell con...-9.gi.:.ra-:ion). Current.-volt.age relat.io:i.ships were 
ob:.ained in vohage-cla...~p mode .. .!U\er t.his, t.he a-~plL...::ier was 
sw-it.ched -..o cu.rren-:.-cla=r.p mode -:.o begin recorcii..."""lSS of cell 
memb:-a..."""le po"t.ential. L-nci.er t.hese concii-:ions, no c...:.rrent. was 
applied. ~~ experi.Inent.s were conduct.ed at. roo:n 'tempera­
'ture. 

RES"L""LTS 

lnu.:ard rectifi.er potassium channel controls niem­
brane potential in resting con.ditions. Under resting 
condi"t.ions, t.he ceU :IDembrane pot.ent.ial obseT\.·ed in 
90o/c of t.he ce11s explored "'"ªs -62 = 5 m."'\t (36/40); in 
t.he rex:naining cells (4./40), t.he cell membra.ne pot.ential 
obseT\.·ed ·was more depolarized (-3]. = 3 m"'\'"). Cells 
""--ith D:lembrane pot.ent.lals more depolarized t.han - 50 
mV ~-ere not. used in t.he present. study. In t.hese 
condi"'6ons, t.he main conduct.ance det.ect.ed in .,,-olt.age­
clan::ip experiment.s v.·as t.he inv.·ard rectifier pot.assium 
(lRK.) channel, v.·h..ich was re.,,-ersibly blocked by Dlicro­
molar concent.rations of e~-trace11ula.r ba..riUJ::D (Fig. l., A 
and B). This result. is in agreem.ent v."'"it.h previously 
published data on BAEC (3). Perfusion of single BAEC 
·with 100 µ."\1 bariu= blocked -90% of the current 
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Fig. 1. Effect. ofBa2- on cell membraPe pot.e:ot.ial <E=) under reni.P¡: 
cond.i'tio::a. A: example of curTen"t. recorcii.n¡:E in voltage-cl8.%np :mode 
in reepon&e "t.O voh.a¡:e s"t.eps írom -160 t.0 -SO ::nV in 20-mV st.eps 
"""it.h a du.ration of 400 ms. Hold.i.Dg pot.e:ot.ial was - 60 ro.V. Lcft: 
con-:rol; right: 1 ::ii.n af:.er eódition of 100 µ...'1 Ba:.-. Doned line. :z.ero 
cunent. le,"'el. B: current.-vohe¡e rela'tionsl-..ipE obt.ained from experi­
me:ot.E like one Ebow·:o i.D A. Bars on dat.a poil:iu represen't SD; where 
Xlot ehown, SD are e::naller 1.han s:--mbol. C: effec:"l of 100 ~1: Be2· on 
Err. of a Ein¡¡"le cell under cun"ent. clacp .. Salid bar, "lime in whic:h cell 
wae perlue-ed ~di.h Ba=-. SubEtanceE were applled t.o cell ue-iD¡;: a rapid 
perñisioll syste::n. 

:IDeasUl"ed at. Dlore hy-perpo1arized pot.entials t.han -120 
m."\.7 and result.ed in a shift. in t.he re,·ersal pot.ential 
t.ov..·ard -more positive values, as sbov..·n in t.he current.­
voltage relat.ionship cUM.·e in Fig. lB. The relDaining 
current after barium had a linear current.-,•olt.age rela­
t.ionship anda re.,,-ersal pot.ential of -15 = 5 m."'\.7 [n Cno. 
of experiment.s) = 5). Addhion of barium in current­
cla1:0p experiment.s p:-oduced depolarizat.ion of t.he cell 
men:ibrane po~ent.ial from. a cent.rol value of -61 = 3 
t.o -10 = 3 mV (n = 5, Fig. lC). Removing bariw:n 
slov.·ly recovered t.he ceU IDembrane pot.ent.ial, and, 
aft.er -2 min, t.he ceU hy-perpolarized t.o control '"alues 
before t.he add.it.ion ofbarium. (data not sho""-n). 

Fluctuations in rn.embran.e potential et..•oked by BK 
Sti=ulatfon of single BAEC "'-ith 50 n..."\1 BK resulted in 

6 
'A biphasic response in cell lllembrane potential (Fig. 
ZA.). Im.mediat.ely after BK st.illlulat.ion, t.he cell mem.­
brane pot.ent.ial hy-perpola.rized froDl. a control value 
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of -64 = 2 to -87 = 4 mV followed by a sustained 
depolarization to -35 = 5 mV (n = 5). The depolariza­
tion remained far -2 D1in and slo,,·]v returned to 
control values, even in the continued p:i-esence of BK. 
Repeated stimulation "'"'ith BK in the sam.e cell resulted 
in tnultiple biphasic responses of the cell membrane 
potential; ho·v.·e'\"er, the magn.itude of the response 
declined '"-hh each BK appücation CFig. 2B). In SO~ of 
the cells (4 oí 5). no response ,,·as detected after the 
fourth stiinulation ·w·'it.h BK. In 2 of 4 cells, the response 
could be recovered by m.aintaining the cell in BK-free 
solut:ion far 10 min (data not shov.-n). These result.s mav 
represent desenshization ofthe BK receptor, ,,·hlch haS 
been shov.."'11 t~ be a relath·ely fas't event C27). 

Approxim.ately 20% of all the cells tested díd not 
respond to BK stimulatjon. The lack of response may 
indícate that t.hose cells do not have funct.jonal BK 
receptors or that one or severa! of the steps in the 
inosjt.ol cascade system are impaired. 

Role of calcium-activated potassium channel in the 
h~perpolc.rization of mem.brane potential. l:nder rest­
ing conditions, addition of 1 µ_"\! NTX., a blocker of 
caldu.m-activated potassium channels (Kc.), had no 
effect on cell mem.brane potent:jal <Fig. 3). This result 
suggests that X'IX has no effect on the IRK channel, 
the J:Dain conduc:tance obsel"'\·ed jn resting concildons 
(Fjg. 1). In cells preincubated 'v:it.h :-.;TX, BK stiI:oula­
tion produced a sustained depolarization from. a control 
yaJue of -63 = 4 to -35 = 3 =V Cn = 4). Under these 
conciltions, XTX pre,·ent.ed the BK-induced hyperpolar­
ization previousl~· obsel"'\·ed in cells not. exposed to XTX 
(compare Fig. 2.A ,,;th F'ig. 3). The cell membrane 
pot.ential s]o,-.•ly returned toward control '·alues after 2 
cin of BK exposUJ"'e, e'·en in the cont.inued pre sen ce oí 
BK in the bathing solution Cda't.a not. sho,,·nJ. \Ve have 
previously sho·wn that. XTX is a speciñc blocker oí Kca 
in BAEC <24). Tiús resclt strongl~· suggests that the 
BK-induced hyperpolarization is mediated through ac­
tivation ofKc •. 

Fi¡r. 2. Reeponae• on cell E_ e"·oked by bTadyk.inin CBK>. A: ef!'ect of 
50 n..'5 BK on E. of • sll:i¡¡le cell. B: eff'ect. of muhiple. brief, 
conaec:uth·e applicat.iona of 50 n.'5 BK en a sú::J¡:-le cell U%:1deT CUrTent 
clamp. Solid baT&, tinle of'BK applicat.ion. Subst.ances were applied 1.0 
cell usll:ie a rapid periu.!lion syst.em. 

~"TX 1 µM 

BK ~o n!\1 

o Time (min) 3 
Fi¡:. 3. Eff'ect of'noxlustoxin l:S"I'X) on respo:ose to BK. Effect o! l µ..'"\.1 
XTX on respoi:iee iD Em to Etimuladoi:i "·i'th .50 n..'1 BK.. Solid bars. 
t.ime of XTX a.nd BK application. Subnances weTe applied to cell 
usiD¡: a re.pid perñu:ion syst.e:m. 

Lantlzanum. prevents depolarization of rnembrane 
potential eL•oked by BK. Under rest.ing conditions, lan­
thanUID had no effect on the cell membrane potential, 
suggest.ing that, at t.he concentrat.ion of 50 µ..'1, lantha­
num has no effect on the IRK channel <Fig. 4 ). At th.is 
conc:entration, lanthanum had no effect on ~. (dat.a 
not. sho,,·n). Hov.·ever, in BK-stimulat.ed cells, lantha­
num modified -:he BK response in tv.·o "·ays. First, 
lanthanum reduced the BK-induced h~·perpolarization. 
In lanthanum.-treat.ed cells, the membrane potential 
hyperpolarized from. a control '·alue of -61 = 3 
to -74 = 5 m"'V' (n = 4). This result contrasts ,,;th the 
result obtained in t.he absence of lanthanum in which 
t.he cells hyperpolarized t.o -87 = 4 XDV <Flg. 2). Second, 
in lanthanum.-t.reated cells, no BK·induced depolariza­
tion v.·as obse:rved (Fig. 4). -~ter the translent h~·perpo­
lariz.ation, the cell me:J:Obrane potential slov..·ly ret.urned 
to,,·ard control values. '\Ve have previously shov.·n that 
in BAEC lant.hanum is a pot.ent bloc:ker oíthe depletion­
activat.ed calcium current <J~•c) (25). Th.is result sug­
gests that the BK-induced depolarization is tnediated 
through the activation oí lcrac and conñrms pre,;ous 
reports inciicating that activation of calciUin influx 
tends to depolarize t.he c:ell tnembrane pot.ent.ial (16, 
22). 

In cells treated v.-it.h both lant.hanum. and XTX. no 
change in Illembrane potential ,,·as observed after 
stimulation v.-ith BK <Fig. 5) .• ~ second BK st.im.u}atlon 
aft.er lanthanum and XTX "·ere rem.oved from t.he bat.h 
solut.ion resulted in a biphasic response siID.ilar t.o the 
response presented in Fig. 2 (dat.a not sho,-.-n). This 
result. demonstrates t.hat the cells could produce a 
t.)"})ical membrane poten ti al response evoked by BK but 
such response was prevent.ed by t.he treatment v.;t.h 
lanthanum. and !\,-¡"X (Flg. 5). Thls result indicates that. 

o-. La'"' ~o r.a!\J 
-20~ 

~ -40-,,' ------~~~~~B~K··~-~~O~ru~l\~1~ .... ~~~ 
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EF&. 4. Effect ofLa3 .. on response to BK. Eff"ect ofpreincubatine "'-ith 
50 µ..'! La3- on TeEponae in E,,,,. to stil:Dulat.icn with 50 n..'"I\! BK. Solid 
bara, túne of La5- and BK application. Subst.ance• were applied 1.0 
cell usiDe a rapid peTñ1sion 2ystem.. 
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-100 --~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-º Ti:ne (min) 3 
Fje. 5. Effect of s:i:Duha::leous L'"lcubatjon '4-ít.h !\'"'TX a.nd La3- on 
respol:lse t.c> BK. Effect o{ l µ..'\f !'TX aDd 50 µ_.'\J La:!I- O!l response in 
E= t.o ninn:JatioD ""lili 50 n..'\J .BK. Sol.id bars, tj,me of~-r.\:. La:!-. and 
.BK applica'tioo. Subst.ances were applied 't.O cell usiJ:::l¡:- a rapjd 
peTfu!!ion syste::::i.. 

the t:"'·o maJn ~onduct.ances in,·oh•ed in the response in 
me:z:nbrane potential to BK stimuladon are .K:ca and Ier•e· 

Fluctuations in cell membrane potential evoked b,y 
TG. TG, a spedfic inhlbhor o:fthe microsomal caldu.m­
ATPase, acth•ates calcium infiux in B.~C b~- depleting 
the intracellu1ar caldum stores, therefore acth·ating 
Iaao (5). Stimulatfon of" single B.-'>.EC with 200 :n.'i TG 
resulted in a slo'"'" h~·perpolarization of the cell mem­
brane pot.endal from a control '·alue o:f -64 = 3 
to -53 = 4 m\7 folJo\\"ed by a s)o,,· depola.rization 
tou·ard control ,·a]ues (Fig. 6, n = 4). The onset of the 
TG-e\·oked hyperpolaMzation \\ºSS -20-30 s and con­
trasts ''ith the rapid h~·perpolarízation induced by BK 
(compare Fig. 2 \\ith Fig. 6). The changes in m.embrane 
potential in response to TG presented here resem.ble 
those previously reponed :for endo'thelium from rat 
aorta (14). 

Effect of' calcium influ.x on cell mernbrane potential 
/luc'!uations evoked b~· BJ<f and TG. To test the effect o:f 
ca1c-i 1 '"..lD in.flux in the .fiuctuations o:fmembrane poten­
tlal, a series of' experiments \\"as designed in \\·.hich :he 
e;..--rracellular calciUin concentration \\'as rapicily changed 
from 2 re..'! to a •olution con~ain.ing 2 =;\! EGTA <no 
added calciuro) and back to 2 m...'1 calciunl using a rapid 
perf'usion s~·stem. 

Remo,ing the ex:racellular calcium duríng the peak 
o:f the h~·perpolarization induced by BK and TG re­
sulted in a rapid depolarízation from -55 = 4 to -56 = 
3 mV for BK-treated cells (n = 4) and :from -80 = 4 
to -60 = 5 m'\7 '!'or TG-treated cells (n = 4) lFig. 7,A and 
B). Restoring the extracellular calcium concentration 
to 2 m:\1 resulted in further de,P.olar:ization of the 
membrane potential to -43 = 3 mV lor BK-treated 
cells and to -~6 = 4 lllV' for TGatreated cells CFig. 7, A. 
andB). 
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El< 50 n..'.1 

_:zg-:! m...1\f Ca:•:? TtlJ\.-1 EGTA 2 m!\f Ca:• 

~...:o; 
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a -so-1 ~' 

-100 
O Time (min) 3 

Flg. 7. Effect of' changing e:>."tracellular calciu.m in Eoi re.!ponse 
evoked by TG a:od BK. Effect of'chao¡:in¡: e:>.'tr.acellular solution from 
one co:ot.a.i.ning 2.5 m.::'t.I calciu::n to ene whh 2 n:i.~I EGT.A and :oo 
caJcjux:o added o:o ceU Eoi. A: effect o:fe)o."'tTaceUular caldw::c on E= ar a 
single ceU nimulated whh 50 :c....'I BK. B: effect of e)o."tTacelluJar 
ca)ciu:n o:o Err. o:fa si.llg]e ceU stimulated with 200 n.'! TG. SoUd bars. 
time oí' appl.icatjo:o of BK a:od TG a:od ti."lle i.o which eJ1."tracelJular 
so]utio:o W&E replaced usi:o& a rapid perfusion Eynem. 

To evaluate the ro]e oÍ intracellular calciulll in re­
sponse to BK and TG, a series of experiments \\•as 
perlormed in \\·.hich the cells \\'ere incubated "ith 20 
µ...'1 BAPTA-A.--.i as inclicated in ~:>:THODS. BAPTA·-~'I 
incubation prevents changes in the intracellular cal­
cium. concentration (25). To prevent the infiux OÍ cal­
ciu.n:t :from the e"'-""tracellular space, the calcium from the 
e>..'"'tracellular solution \,•as replaced ·with 2 m~I EGTA. 
Dnder these concütions, the hyperpo]arízation evoked 
by either BK or TG ""as either complete]~· abolished or 
greatly reduced. as sho\\·n in Fjg. S. The cell meDlbrane 
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Fje. S. E,,,,, response e'\'oked by TG and BK i.ll l.2-bis(2·a.m.inophe:oe>i.~·)­
et.hiu:.e-.1\"' -'ª .N' ... , •. ·tet:Taacet:i e acid-acetoJQ-m.1!1.hyJ ester CBAP'TA·A..'f)­
Joa d ed cella. Flurtuatio:os i:o cell Em iJ::i celJ. loaded "':ith 20 µJ\f 

Fie. 6. Response inEm evoked by'thapsi&a:r&i.n (TG> • .E~ect of200 D:\f BAPTA-.A...1\1 p:roduced by TG and BK.-4.: reEpo:o~e in E= of a single cell 
TG o:ci E. of' Ein¡:Je current-cl&tt:1.ped cells. Solid bars. time of TG6 &,·oked by 50 n.'1 BK. B: respo.tlae iD E.,,., ofa si:o¡;Je cell e'\'oked by 200 
applicatloJ:1. Substa:oces were applled to cell usbe a rapjd per.fusion :c....'f TG. Solld bara, 'til::De of' application of BK and TG usin¡: a rapjd 
system. perfu5io:o syst.em. 



potentja] changed fra=·-53 =' 4 to -68 = 3-=Vforcells· 
treated "ith BK (n = 4) and from .. -62 = 2 to -65 = 3· 
i:oV for cells.treated·-"ith-,TG:cn =-4). Unde·r these 
conditions, the depolarlzadon evoked bv BK or TG ''"as· 
not obsen•ed CFig. 8,A,a_,,dB), · · _ · _ ~ _ 

DlSC'CSSlO:S 

Under resting conditions, the ma.ín conductance ob­
served in B-~C ,,·as the IRK channel, as i.ve and others 
ha,•e pre'\'iously shov.-n C3, 26). Under these conditions, 
the cell membrane potential absen·ed in current.-clamp 
m.ode ·was -62 = 5 m\7: Similar values have been 
previously report.ed fer the same cell type (3). 
''~en one considers that. the %Da.in conductance un­

der resting conOidons is the IRK channel, it is puzzHng 
that the cell IDe?Dbrane potential in resting condidons 
is at. least. -:-20 m\7 depolarized from -:he e>.:pected 
pot.assiuz:n equilib?1um potential CEn:; Ref. 11). Hov.·ei.·er, 
BK stimulation :c:io,·ed the membrane potential el ose to 
the expected EK. 'Ibis indicates that the cell can be 
hyperpolarized t:o EK b1l't, under rest:ing cond.itions, 
something prevent:s the membrane poten ti al from reach­
ing EK. One possible explanation is that either an acth·e 
t:ransport system. or ionic conductance m.ay drh·e t:he 
membrane potential ª''·ay from Er;.. A sIDall nonselec­
tive cation current '\\'ould be su.ffident to depolarize the 
meD:lbrane potential a'\\·ay from Ex. Such nonselective 
current has been pre'\-iously obsel""\·ed in many endothe­
lia (12). In experiments in '\\'hlch the IRK channel '\\'as 
blocked '\\'lth ba.r::ium., a sm.all linear conductance '\\'lth a 
reversa] potentia) of -15 = 5 mV remained. Thls small 
linear conductance '\\-ith reversa] potential near O mv· 
may be responslble for pre,·enting the membra...""'le poten­
tia.l from reaching Ex. Thus it appears that, under 
rest:ing cond.:itions, a combination of IRK channel and 
the linear nonselecth·e conduct.ance determines the cell 
membrane potential of -65 mv· obsen·ed in th.is study. 
This observation is consistent '\\"'ith prev"iousl,y pub­
lished data intlicating that the current.voltage relation­
ship ofan endothelial cell can be ñtted '\\ith a sum ofthe 
equation fer the in,vard rectiñer CS) and a linear 
component v.."ith a reversal pot.ential near O m\- (12). 

St:imulation of single, current-clamped B_.\..EC '\V"ith 
50 ~I BK resulted in a biphasic response in the cell 
membrane potential. The :first phase of t.he response 
consisted of a rapid hyperpolarization fo]]o,,·ed by a 
sust.a..ined depolarization t.hat last.ed se,·eral minut.es 
befare returning slowly to resting values. The i:nitial 
phase ofthe response '\\"as prevent.ed b~· incubating t.he 
cells in l µ_"VI XTX., a blocker ofKc •. The second phase of 
t.he response '\\·as abolished with 50 µ_'I oft.he caldum 
channel blocker, lanthanum, or by replacing the e>..""tra­
cellular calcium '\\""Íth 2 ~i EGTA. A com.bination of 
lanthanum. and XTX pre,·ent.ed any change in the cell 
membrane pot.ential after stimulat.ion '\\ith BK. 

CS23 

=·ay be responsible for the ~K- and TG-jnduc~ liíB~Jar­
ization of t.he · cell mem.brane potential; ho\\(lever, '\\"e 
cannot discard the possibility that other conduct.ances 
may contribut.e to thls depolarization. In fact, other 
reports have sho'\\""Il ago?llst·activated nonse]ective cat-
ion channels ;n endotheHal cells (12). 

Similar biphasic responses in the cell membrane 
pot.ential have been reponed for guinea pig corona~· 
endothelial cells after stimulation \\ith BK (17) and in 
porcine coronar,)'" artery endothelial cells stimulated 
with subst:ance P C23). In endothelial cells from. rat. 
aorta, acetylcholine stim.ula"tion induced a biphasic 
response similar "to the response present.ed here, fol­
lo'\\·ed by oscillations in t.he cell membrane potential 
(14). 

Repeated, brief stimulations '\\ith BK on the same 
cell resulted in reduc"tion in the magn.it:ude of each 
response so that, by "the fourth appHcation,. no response 
in membrane potential '\\·as obt.ained in SO~ ofthe cells 
tested. This obsen·ation DJ.ay reflect desensitizatjon of 
the BK receptor, '\\'hich has been sho'\\·n to occur rapidly 
(27). The fact that mainta.ining the cells in BK-free 
so)ution fer se,·eral minutes recovered "the response to 
BK further supports t.his possibility. 

Calcium. p]ays a majar role in the fluctuat:ions ofthe 
cell membrane potential evoked by BK and TG. Thls 
conclusion is supported by experiments wit:h B.~TA­
A..'1-Joaded cells ;n wruch BK or TG sti=ulatfon evoked 
only a very small, transient: h,y:perpolarization and no 
depolarlzation '\\'as obsel""\·ed. B-4...PTA·.4....'1 is very effec­
ti"e in preventing changes in the intracellular calciUlll 
concentrat:ion in B.~C (25). 

Changes in the cell membrane poten't:ial play a 
dynamjc role in the regu.lation of calcium infiu.x in a 
'\"ariety of nonexcitable cells, such as endot.helial cells 
(13, 22), ma~t cells (16), and human melanoma cells 
(18). On t:he other hand, t:he influx of calcium has an 
important. depola.rizing effect en the cell membrane 
potential, as indicated in the experiments in '\vhlch 
lanthanum "'as used to block Ic:-•c and in "the experi· 
ments in '\\·hich the e>..-rracellular caldum '\\"as replaced 
"ith 2 =-'1 EGTA. The depolarizing effect of calciu= 
inf1ux is compensat.ed by the acti'\'ation of Kc., '\\·hich 
'\vould drive the membrane potentíal clase "t.o En.. This 
idea is consistent: '\\°"Íth the biphasic response in mem­
brane potential obsen·ed after BK or TG s"timula"tion. 
Intracellular calcium concentration peaks a fev.• sec­
onds after BK stimulatíon, '\\"hich results in ma.ximu.n:i 
acth·ation of K.c. C26). Thls result is consistent '\\°"Íth "the 
rapid hyperpolarization obser\'ed in the present study. 
-~ter t:he initial peak, caJciUDl declines slo'\\·]y to'\\·ard a 
susta.ined plateau, '\\'hich correlates '\\'"ith the sustained 
depolarization obsen·ed in the results presented here 
(!26). Finally, aft.er the plateau phase, the in't.racellular 
calcium declines slo\J\.·ly tov.·ard baseline, "·h.jch corre­
lates '\\ith the slo\\.· decline of membrane potendal 
to'\\·ard resting '·alues. 

\Ve have pre'\-i.ous]y shO'\\""Jl that deplet.ion of the 
int.racellular calciuni storage compartment "ith ago­
nists, such as BK., or inhibitors of the x:c..icrosomal 
calciUDl-ATPase, such as TG, activates a calciUlD­
selective current in BAEC (25). Th..is current, v.·hich is 
blocked "ith z:n.icromolar concentrations oflanthanum, 

Changes in meDJ.brane potential may not only contrib-
6ii'e to the modulation of calciUJn infl.ux but. may also 
affect the underly"ing muscle through the myoendot.he­
lial gap junctions C2). A bidirectíonal electrical commu-
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n.ícation betv.-een the smooth muscle and t.he endothe­
liUDl has been reported for pig corona.ry arteries C2). In 
t.hese studies, BK induced a biphasic response in 
JDembrane potential sim.ilar to the response presented 
he re. 
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