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PRESENTACION

El impacto que en la ciencia bésica ha causado la Ingenieria
Genética ha sido dramético. Actualmente se conoce con gran lujo
de detalle 1a estructura molecular de genes de organismos superiores
y se ha conseguido un sorprendente avance en el entendimiento de
los mecanismos que regulan su expresion. Grandes enigmas de la
Biologia Molecular, tales como las bases moleculares de la diversidad
de anticuerpos y del cancer, han sido o estdn siendo elegantemente
resueltos. En la industria, el impacto ha sido igualmente dramético,
como lo atestigua el surgimiento de cientos de compafiias privadas
dedicadas a la explotacién de esta nueva tecnologia para la produc-
¢ion bacteriana de proteinas de importancia biomédica. Reciente-
mente, se han dado ya los primeros pasos hacia la utilizacién de
esta poderosa tecnologia para lograr un mejoramiento genético sin
precedentes, de especies animales y vegetales, mediante la intro-
duccion de genes en células germinales o totipotenciales.

En nuestro pais, existimos muy pocos especialistas preparados
en el Area de ingenieria genética. Cientificos y autoridades de
mucha visién han iniciado ya un gran esfuerzo para implementar y
desarrollar la ingenieria genética en nuestro pais. Este importante
esfuerzo se ha limitado, en gran parte por la falta de especialistas




en otros campos, al 4rea de los vegetales (Centro de Investigacion
sobre Fijacion de Nitrégeno, U.N.A.M., en Cuernavaca, Morelos, y
la Unidad Irapuato del Centro de Investigacién y Estudios Avanzados
del IP.N., en Irapuato, Guanajuato) y al &rea de produccién bac-
teriana de proteinas de importancia biomédica (Centro de Investigacién
sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia de la U.N.A.M., en Cuer-
navaca, Morelos).

Actualmente se estd tratando de conjugar esfuerzos para inte-
grar grupos de especialistas que se dedican a la ingenieria genética
de organismos superiores y de] humano.

La ingenieria genética se puede aplicar ya en beneficio de la
salud de nuestra sociedad. Esto se consigue a través de estudios de
deteccion de genes ‘“‘enfermos” y su eventual erradicacién de nues-
tra sociedad, del diagnéstico prenatal de padecimientos genéticos e
inclusive, la deteccién oportuna de los diferentes cAnceres. Asi mis-
mo, no estd muy lejos la posibilidad de llevar a cabo terapia
genética.

Por todo lo anterior, consideramos en 1984 que era una nece-
sidad de méxima prioridad para nuestro pais desarrollar laboratorios
de ingenieria genética en todas sus especialidades y, en particular,
en las dreas que no se habian implementado en nuestro medio como
era el caso de nuestra Unidad de Laboratorios.

Por otro lado, habiéndose ‘concebido la ereacién de la U.L.LE.G.
(Unidad "de Laboratorios de Ingenieria y Expresién Genéticas) en
una Facultad de Medicina como la nuestra, con reconocido prestigio
académico nacional e "internacional, consideramos que era nuestra
obligacién realizar el esfuerzo pionero de impulsar e] desarrollo
en nuestra regiéon de las 4areas de mas dramaticos cambios y
avances cientificos de los afos recientes: La Biologia Molecular e
Ingenieria Genética de organismos superiores.

Han transcurrido ya casi tres afios desde que se inicié la
implementacién de la ULILE.G. En este tiempo, he tenido la for-
tuna de poder aglutinar a mi alrededor un equipo de colaboradores,
lo cual considero el logro més importante que he conseguido. Ha sido
gracias a ellos que hemos podido no solo iniciar, sino también avan-
zar en nuestros ambiciosos planes académicos y de investigacion
pioneros ‘en su naturaleza en el norte del pais. .

Los modestos logros que hemos alcanzado hubieran sido im-
posibles sin el valioso, decidido y entusiasta apoyo de las siguientes
personas: ...

Dr. Alfredo Delgado Arredondo, ex-jefe de nuestro Departamento
de Bioquimica.

Dra. Graciela Loépez de Garza, subdirectora de pregrado de
nuestra Facultad.

Dr. Oliverio Welsh Lozano, ex-subdirector de Investigacién y
Estudios de Postgrado de esta Facultad.

De gran valor fueron los apoyos y confianza depositados en
nuestro grupo por las siguientes instituciones y autoridades:

Dr. Ariel Valladares y su equipo de colaboradores de la Di-
reccion General de Investigacién Cientifica y Superaciéon Académica
de la S.E.P.

Dr. Manuel Ortega O., Subsecretario de Educacién e Investi-
gacion Tecnoldgica de la S.E.P.

Fondo de Estudios e Investigaciones Ricardo J. Zevada.

Una lista grande de investigadores de diferentes universidades
nacionales y extranjeras nos han brindado en repetidas ocasiones
su ayuda, estamos muy agradecidos con ellos, especialmente de aque-
llos con los que mantenemos excelentes relaciones:

Hospital M.D. Anderson,
Houston; Texas

Dr. Grady F. Saunders

Dr. Tien Kuo

Centro de Investigacién y
Estudios Avanzados de] I.P:N.

Dra. Isaura Meza

Dr. Patricio Gariglio

Centro de Investigacion sobre
Fijacién de Nitrégeno de la
U.N.AM. .

Dr. Federico Sanchez A.




Centro de Investigaciéon sobre
Ingenieria Genética y Biotecnologia

Francisco Bolivar Z.

Xavier Soberdn

Antonio Veldzquez Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la U.N.A.M.

Francisco J. Sanchez A. Laboratorios Clinicos de Puebla

Alejandro Ruiz

Pierre Chambon CNRS, Estrasburgo, Francia

Hans Matthes

Queremos también agradecer a todos aquellos departamentos
de esta Facultad de Medicina por la ayuda que en multiples ocasio-
nes nos han brindado. En particular a los Departamentos de Micro-
biologia, Quimica Analitica, Inmunologia, Encuadernacién, Biblioteca
y al Departamento de Farmacologia y Toxicologia. La desinteresada
ayuda que hemos recibido especialmente de estos Gltimos dos departa-
mentos, ha incluido valiosos donativos de reactivos, materiales y equi-
pos. De la misma manera expresamos nuestra gratitud al Departa-
mento de Investigaciones y Proyectos de la Rectoria de la U.A.N.L.
por su valiosa colaboracién en la adquisicion e importacién de mate-
riales y equipos de laboratorio, y a los Departamentos de Mantenimiento
de nuestra Facultad y Hospital Universitario por sus miltiples apoyos.

Aun no ha concluido la implementacion de la U.L.LE.G. Los
modestos logros que hemos alcanzado hasta ahora se deben no solo
al gran empefio que le hemos dedicado, sino también a la ayuda que
nos han brindado todos los sistemas de apoyo en los que est4 inmersa
la U.LLE.G. Sin embargo, para alcanzar las metas que nos hemos
fijado, se requerird todavia de un gran esfuerzo nuestro, que deber4
estar aunado a propdsitos de mejorar sustancialmente la imagen
de la docencia en postgrado en ciencias bésicas y la investigacion
cientifica de nuestra institucién.

El presente informe pretende darle una identidad a nuestro
esfuerzo, agradecer a las personas e instituciones que nos han apo-
yado y brindado su confianza y responde a la ausencia de] foro
adecuado para este proposito en la organizacién de nuestra institucion.

A continuacién informo sobre las actividades desempefiadas
hasta el presente por el equipo de investigadores que integramos
la U.L.I.E.G., quienes reiteramos a nuestros colegas nuestros mejores
deseos de colaborar y contribuir para impulsar el academismo y la
excelencia en la investigacién de nuesira Facuitad y Universidad.

Atentamente,

Bi6l. y Ph. D. Hugo A. Barrera Saldaia,
Investigador Nacional.




OBJETIVOS

1.—Desarrollar una Unidad de Laboratorios de Investigacién sobre
Ingenieria Genética de organismos animales superiores que cuente
con el personal cientifico, la infraestructura, equipo, materiales,
reactivos, acervos bibliograficos, facilidades de informaética y com-
putacién, que nos permita llevar a cabo investigacion de exce-
lencia en este campo.

2.—Formar especialistas a nivel de postgrado altamente capacitados
en e] dominio y utilizacién de las técnicas de Ingenieria Genética.

3.—Difundir e impulsar el uso de estas metodologias en nuestro me-
dio para la soluciéon de problemas de salud y nutricion.

4.—Contribuir al conocimiento de la Biologia Molecular del genoma
humano.

5.—Hacer participes a nuestros egresados de pre y postgrado de los
enormes potenciales que ofreceran en un futuro muy cercano los
conocimientos y técnicas de la Ingenieria Genética en el campo
de la salud humana.
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PERSONAL

Q.B.P. y D.C. Herminia Martinez R.

Q.B.P. y M.C. Diana Reséndez P.

Bi6l. y M.C. Roberto Montes de Oca L.

Bidl. Odila Saucedo Cardenas y
Bi6l. Felipe Amaya Manzanares

Bi6l. Ramiro Ramirez Solis

Q.B.P. Julie B. Silva Cudish
L.C.B. Blanca E. Aleman Garcia
L.C.B. Ma. del Refugio Hinojosa G.
Q.F.B. Rosa Ramirez de Araujo
Q.F.B. Ma. Adela Martinez Alvarez

M.C.P. Irma Villarreal Garza
Q.F.B. Alma A. Gonzélez Blanco
Ing. Alfredo Delgado Garza
Srita. Irma Quiroga Casados

Sr. Raiil Ramos Alvarez

Sr. Jesis Rodriguez Santos

Sr. Alberto Galindo Lerma

RESPONSABILIDAD

Postgrado y- Cultivo Celular

Proyecto sobre regiones
funcionales de hGH

Proyecto sobre Genes Foésiles

Proyecto sobre Proteinas
Recombinantes

Proyecto sobre e]
Pseudogen hPL-1

Colaboradoras en el
Proyecto sobre Errores
Innatos del Metabolismo

Seguridad Radioldgica
Administracion

Asesor de Computacién
Secretaria

Preparacion de materiales
Intendencia

Intendencia

TRABAJOS PUBLICADOS
DESDE 1984

POR LOS MIEMBROS

QUE ACTUALMENTE
INTEGRAMOS LA U.L.LE.G.

Reséndez-Pérez, D., Barrera-Saldaiia, H.A., Morales-Vallarta, M.R.,
Ramirez Bon, E., Leal-Garza, C.H., Feria-Velasco, A. y Sanchez-An-
zaldo, F.J. (1984). Purification of human placental nuclei by low
speed centrifugation. Placenta 5:523-532.

Leal-Garza C.H., Riojas-Valdez, V., Montes de Oca-Luna, R. y Garza
Chapa, R. (1984). Frecuency and association of NOR’s in a familiy
carrying a pericentric inversion of chromosome 14. Rev. Invest. Clin.
(Méx.) 36:283-286.

Leal-Garza, C.H., Montes de Oca-Luna, R., Baca-Sevilla, S. y Garza-
Chapa, R. (1984). Efectos citogenéticos del timidazol y emetina eva-
luados por la prueba de micronticleos en ratones. Arch. de Invest.
Med. (Méx.) 15:311-316.

Montes de Oca-Luna, R., Leal-Garza, C.H., Baca-Sevilla, S. y Garza-
Chapa, R. (1984). The effect of diphenylhydantoin on the frequency
of micronuclei in bone-narrow polychromatic erythrocytes of mice.
Mutation Research 141:183-187.

Saunders, G.F., Calabretta, B., Robberson, D.L., Barrera-Saldaiia, H.A.




and Lambrou, T.P. (1984). DNA restriction fragment length polymor-
phisms in human leukemic leukocytes. En ‘‘Research Perspectives in
Cytogenetics”. University Press., Baltimore, M.D. Pag. 1-16.

Baty, D., Barrera-Saldafia, H.A., Everett, R.D., Vigneron, M. y Cham-
bon, P. (1984). Mutational dissection of the 21bp repeat region of the
SV40 early promoter reveals that it contains overlapping elements
of the early-early and late-early promoters. Nucleic Acid Res. 12:915-932.

Vigneron, M., Barrera-Saldafia, H.A., Baty, D., Everett, R.D. y
Chambon, P. (1984). Effect of the 2Ipb repeat upstream element on
in vitro transcription from the early and late SV40 promoters. EMBO
J. 3:2372-2382.

Wildeman, A., Zenke, M., Schatz, C., Takahashi, K., Barrera Sal-
dafia, H.A., Gunstrom, T., Wintzerith, M., Vigneron, Mi. y Chambon,
P. (1985). SV40 promoter. En “Eucaryotic Transcription: The role of
cis and trans acting elements in initiation”. Editado por Yakov Gluz-
man. Cold Spring Harbor, Pag. 19-26.

Gidoni, D., Kadonaga, T., Barrera-Saldafia, H.A., Takahashi, K., Cham-
bon, P. y Tjian, R. (1985). Bidirectional SV40 transcription mediated
by tandem Spl binding interactions. Science 230:511-517.

Barrera-Saldafia, H.A., Takahashi, K., Vigneron, M., Wildeman, A.,
Davidson, I y Chambon, P. (1985). All six GC-motifs of the SV40
early upstream element contribute to promoter activity in vivo and
in vitro. EMBO J. 4:3839-3849.

RESUMENES PUBLICADOS
Y PRESENTADOS EN
CONGRESOS Y REUNIONES

Diana Reséndez Pérez, Salvador Said Fernandez y Fco. Javier San-
chez Anzaldo. Inhibicién por plomo de la sintesis de RNA en nicleos
de placenta humana, VIII Congreso Nacional de Farmacologia. Mon-
terrey, N. L., México, Marzo de 1984.

Barrera-Saldafia, H.A., Takahashi, K. y Chambon, P. El papel de la
region del 21 pares de bases en la expresion de los genes tempranos
de SV40. XV Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Bioqui-
mica. Mprelia, Mich., México, Noviembre de 1984.

Diana Reséndez Pérez, Salvador Said Fernindez y Fco. Javier San-
chez Anzaldo. Inhibicion por plomo de la sintesis in vitro de RNA
de nicleos de placenta humana. Desarrollo de un modelo experimen-
tal. Iv Encuentro Regional de Investigacién Biomédica. Monterrey,
N. L., México, Octubre de 1985.

R. Montes de Oca Luna, G. Martinez Tovar, F. Amaya Manzanares,
M.C. Salinas Carmona, M.A. Garza Elizondo, A. Delgado Arredondo
y H.A. Barrera Saldaiia. Genes para uricasa en humanos: Prepa-
racién de rastreadores moleculares. IV Encuentro Regional de In-
vestigacién Biomédica. Monterrey, N. L. Octubre de 1985.
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J. Carlos Garza, J. A. Heredia, R. Mercado y R. Montes de Oca.
Sensibilidad celular de médula ¢sea de ratén (Mus musculus linea
CDI) a dosis bajas de radiaciones gamma (%0Co) detectada mediante
la prueba de microniicleos. IV Encuentro Regional de Investigacién
Biomédica. Monterrey, N. L., México. Octubre de 1985.

E.L. Cab Barrera y H.A. Barrera Saldaiia. Construccion de un nuevo
vehiculo para clonacién y anilisis de la expresién de genes euca-
riGticos. XVI Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Bio-
quimica, Jalapa, Ver., México. Noviembre de 1986.

R. Ramirez Solis y H.A. Barrera Saldana. ;(Es el gen humano hPL-1
un pseudogen? XVI Congreso Nacional de Ia Sociedad Mexicana de
Bioquimica. Jalapa, Ver., México. Noviembre de 1986.

D. Reséndez Pérez, S. Said Fernandez, F.J. Sanchez Anzaldo y
H.A. Barrera Saldafia. Inhibicion por plomo de la sintesis in vitro
de RNA de ntcleos aislados de placenta humana. XVI Congreso Na-
cional de la Sociedad Mexicana de Bioquimica. Jalapa, Ver., México.
Noviembre de 1986.

J.B. Silva Cudish B.E. Alemdn Garcia, R. Ramirez Herndndez, M.R.
Hinojosa Garza, M.A. Martinez Herndndez, J.D. Gutiérrez Gomez y
H.A. Barrera Sadafia. Establecimiento de un sistema de diagndstico
de errores innatos del metabolismo en recién nacidos del Hospital
Universitario “Dr. José E. Gonzalez” en Monterrey, N. L. XI Congreso
Nacional de Genética Humana. Puebla, Pue., México. Noviembre de
1986.

R. Ramirz Solis y H.A. Barrera Saldafia. Genética en reversa en
el complejo genético de hGH y hPL. XI Congreso Nacional de Ge-
nética Humana. Puebla, Pue., México. Noviembre de 1986.

D. Reséndez Pérez, S. Said Fernandez, F.J. Sanchez Anzaldo y
H.A. Barrera Saldasia. Inhibicion total por efecto del plomo de la
transcripcion in vitro de RNA en nicleos aislados de placenta hu-
mana. XI Congreso Nacional de Genética Humana. Puebla, Pue.,
México. Noviembre de 1986.

E.L. Cab Barrera y H.A. Barrera Saldafia. pUANL: un nuevo vector
para la clonacién y el andlisis de expresion de genes eucarioticos.
XI Congreso Nacional de Genética Humana. Puebla, Pue., México.
Noviembre de 1986. i

RECONOCIMIENTOS
Y HONORES

Nuestra méaxima satisfaccion consiste en haber recibido en 1984
y 1985 los premios a los mejores trabajos de investigaciéon en las
areas de la Ciencias de la Salud (1984) y Naturales (1985), otorgados
por el H. Consejo Universitario de la U.A.N.L.

Especialmente honroso y satisfactorio ha sido el reconocimiento
nacional que se nos ha concedido al considerar a tres de nosotros
dignos de pertenecer a] Sistema Nacional de Investigadores. En 1984
un servidor recibié el reconocimiento como Investigador Nacional;
en 1985 el Bi6l. y M.C. Roberto Montes de Oca L. pasé a ser can-
didato a Investigador Nacional y, en 1986, fue aceptada la Q.B.P. y
M.C. Diana Reséndez P., también como candidato a Investigador
Nacional.

Ha sido también muy halagador el recibir invitaciones por parte
del CINVESTAYV, IPN, asi como de la UNAM, de] Instituto Tecnol6-
gico de Ciudad Victoria, Tamaulipas y de la Universidad de Texas
en Houston para impartir cursos y conferencias en sus dependencias.
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Consideramos también un reconocimiento que nos honra el hecho
de que tanto la S.E.P., la Fundacién Ricardo J. Zevada y, recien-
temente, el CONACYT, hayan aprobado y apoyado econémicamente
nuestros proyectos de investigacién. Asi mismo nos enorgullece que
nuestra Universidad haya reconocido oficialmente y otorgado la lega-
lidad correspondiente a nuestros programas de postgrado.

DONATIVOS Y CONVENIOS

Durante el tiempo que lleva de existencia la U.L.LE.G., la
administracién de nuestra Facultad de Medicina ha apoyado nuestros
programas de investigacién y postgrado. El apoyo ha sido en dife-
rentes renglones, incluyendo la remodelacién y construccion de labo-
ratorios, contratacién de personal no docente; apoyo con equipo, ma-
teriales, reactivos y viéticos. El apoyo en estos renglones para el
afio de 1984 fue de 1.0 millones de pesos y de 1.9 millones de pesos
para 1985, mientras que en 1986 recibimos un apoyo por 1.8 millones
de pesos.

En 1984, como respuesta al Programa Nacional de Educacion
Superior (PRONAES) formulado por la Subsecretaria de Educacién
Superior e Investigacién Cientifica de la SEP, se logré obtener un
apoyo economico por la cantidad de 8.8 millones de pesos para el
desarrollo de nuestro proyecto sobre genes fdsiles.

En 1985 y bajo el mismo programa PRONAES se consiguieron
apoyos por 10.5 millones de pesos para la continuacién del proyecto
sobre genes fosiles y para el establecimiento de un laboratorio de
cultivo celular y de embriones. El mismo programa en 1986 nos apoyo
con 1.09 millones de pesos.




También en 1985, nuestro proyecto sobre el desarrollo de la
Unidad de Laboratorios de Investigacion sobre Ingenieria y KExpre-
siébn Genéticas en humanos fue merecedor de un donativo de 4.5
millones de pesos por parte del Fondo de Estudics e Investigaciones
Ricardo J. Zevada.

Junto con los Dres. Meza y Gariglio se escribiv el proyecto
colaborativo de investigacion titulado: ‘“Desarrollo, Implementacion
e Intercambio de Técnicas de Ingenieria Genética”. Nuestros labo-
ratorios recibieron la cantidad de 1.7 millones de pesos por concepto
del apoyo otorgado a este proyecto por parte del Consejo del Sistema
Nacional de Educacién Tecnologica (COSNET) de la SEP.

Finalmente, y como una contraparte de los premios de inves-
tigacién otorgados a mi persona en 1984 y 1985 por parte del Consejo
Universitario de la UANL, nuestro Departamento recibié 3 millones
de pesos en 1984 y 4 millones de pesos en 1985 para apoyar nuestros
programas de investigacién.

En resumen, el apoyo econémico para infraestructura expe-
rimental que nos otorgé la Facultad de Medicina en estos dos afios
y medio consistio en 4.7 millones de pesos, mientras que el apoyo
externo ascendié a la cantidad de 33.6 millones de pesos.

24

LINEAS DE INVESTIGACION
EN DESARROLLO
Y SUS PROYECTOS

Dados los objetivos que nos planteamos, hemos enfocado nues-
tro esfuerzo a aplicar técnicas bioquimicas, de cultivo celular y de
ingenieria genética a cuatro lineas principales de investigacién. Los
proyectos de investigacion especificos dentro de estas cuatro lineas
estdn encaminados a producir resultados susceptibles de ser apli-
cados a corto, mediano y largo plazo, para el mejoramiento de
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nuestra condicién de salud y nutricion. Las lineas y proyectos se
describen a continuacion.

LABORATORIO LINEA PROYECTO

1.—Produccién de
Proteinas de
Importancia
Biomédica por
Ingenieria
Genética

Ingenieria Genética
y Biotecnologia

1A) Hormona de
crecimiento humana
recombinante

1B) Hormona de
crecimiento bovina
recombinante

Medicina Molecular  2.—Diagndstico
molecular de

enfermedades

2) Errores Innatos del
Metabolismo

Manipulacién y 3.—Genes Fosiles

Expresién de Genes

3) Investigacion de la
presencia de genes
“fosiles” en el genoma
humano

4 —Ingenieria de
Genes y
Proteinas

4A) Localizacion de
regiones funcionales en la
hormona de crecimiento
humana

4B) ;Es el gen humano
hPL-1 un pseudogen?

L

AVANCES Y
RESULTADOS OBTENIDOS
EN LOS PROYECTOS

Linea 1: PRODUCCION DE PROTEINAS DE IMPORTANCIA
BIOMEDICA POR INGENIERIA GENETICA

Pioyectos: 1A) Produccién de hormona de crecimiento humana
(hGH) recombinante

1B) Produccion de hormona de crecimiento bovina
(bGH) recombinante

Resumen: Las hormonas de crecimiento de mamiferos son proteinas
de alrededor de 191 aminoicidos responsables de su creci-
miento corporal. Son sintetizados en el 16bulo anterior de la
hipéfisis y estdn involucradas en la regulacién de diversos
procesos metabdlicos que incluyen el metabolismo del nitré-
geno, lipidos, minerales y carbohidratos.

El uso de las técnicas de la Ingenieria Genética ha permi-
tido la clonacién y expresién de diversos genes eucarifticos
en bacterias y con ello se ha logrado la produccién, por
fermentacion bacteriana, de proteinas de interés para la
medicina y la agroindustria a menor costo y -en abundancia.
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Resumen: Las hormonas de crecimiento de mamiferos son proteinas
de alrededor de 191 aminoicidos responsables de su creci-
miento corporal. Son sintetizados en el 16bulo anterior de la
hipéfisis y estdn involucradas en la regulacién de diversos
procesos metabdlicos que incluyen el metabolismo del nitré-
geno, lipidos, minerales y carbohidratos.

El uso de las técnicas de la Ingenieria Genética ha permi-
tido la clonacién y expresién de diversos genes eucarifticos
en bacterias y con ello se ha logrado la produccién, por
fermentacion bacteriana, de proteinas de interés para la
medicina y la agroindustria a menor costo y -en abundancia.
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Asi, se ha logrado la produccién por fermentacién bacteriana
de hormona de crecimiento humana (hGH) y hormona de
crecimiento bovina (bGH). A pesar de que las hormonas
recombinantes poseen un residuo de metionina extra en su
extremo N-terminal, generado por €] proceso de ingenieria
y clonacién, sus actividades biolégicas se mantienen normales.

Dada la enorme utilidad e importancia que representan bGH
y hGH, los presentes proyectos tienen como metas sintetizar
enzimaticamente (con la ayuda de transcriptasa inversa)
el DNA coraplementario (DNAc) al RNA mensajero (RNAm)
para cada una de estas hormonas y clonarlos en vectores
de expresion bacterianos.

Esta informacién genética se usard para programar bacte-
rias (E. coli) para que, por fermentacién, produzcan canti-
dades abundantes de hGH y bGH recombinantes.

Avances: Hemos estado colectando hipéfisis humanas extremando

precauciones con e] fin de obtener el tejido en el mejor
estado posible. Para evitar la degradacién de los Acidos
ribonucleicos, las hipéfisis son recuperadas en el mejor es-
tado posible y se mantienen almacenadas en nitrogeno liquido.
Mientras tanto, usando tejido de placenta humana como
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modelo, hemos estandarizado los procedimientos para la ex-
traccion de RNA total y para la obtencion de los RNAs men-
sajeros, con resultados satisfactorios. Asi mismo, con la co-
laboracion del Dr. Hans Matthes, del laboratorio del Profesor
Pierre Chambon en Estrasbhurgo, Francia, se ha sintetizado
quimicamente un oligonucle6tido complementario al extremo
3’ del RNAm para hGH. Este oligonucleétido nos servira de
iniciador en la sintesis enzimatica especifica del DNA com-
plementario al RNAm para hGH, paso critico previo a la
clonacién molecular de esta informacién genética.

Por lo que respecta al proyecto sobre bGH y dada la mayor
accesibilidad del tejido hipofisiario bovino, hemos alcanzado
las siguientes metas: 1) Se colectaron aproximadamente 40
g de tejido, 2) una vez estandarizadas las técnicas para la
purificacion de RNA totales, se procesaron aproximadamente
30 g de tejido obteniéndose alrededor de 28 mg de RNA
totales, 3) se caracterizo este RNA tanto por técnicas espec-
trofotométricas de luz ultravioleta como por electroforesis en
gel, aprecidndose en los resultados el buen estado del mismo,
4) se ha estandarizado la técnica de cromatografia de afi-
nidad para la purificacién de los RNA mensajeros, y 5) se
han realizado ensayos preliminares de la sintesis enzimética
de DNA complementario con buenos resultados, atestiguados
tanto por una buena produccién (~30%) como por la lon-
gitud (1,500 nucleétidos en promedio) de] DNAc sintetizado
in vitro.

Por otra parte, recientemente estuvimos en el Centro de In-
vestigacién sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia de la
U.N.AM. en la ciudad de Cuernavaca, Morelos para realizar
la sintesis quimica y la purificacién de cuatro oligonucle6tidos
que nos servirin de adaptadores en la clonacién molecular
del DNAc de bGH.

Finalmente, se estd trabajando en la construccién de deri-
vados tanto del pldsmido pBR322 como pUCI8, con el pro-
posito de generar los vehiculos de clonacién requeridos para
realizar las manipulaciones de ingenieria genética involu-
cradas en la estrategia que hemos disefiado para la clonacién
molecular y la expresién del DNAc de la bGH madura.




etapas. La primera consistiria en detectar algunas aminoa-
cidopatias en nifios hipotroficos. Con los datos que se ob-
tengan de esta primera etapa, se podrd fundamentar y
" llevar a cabo la segunda etapa que consistir4 en realizar un
tamizaje de diversas aminoacidopatias en la poblacién ge-
neral de recién nacidos en el Hospital Universitario “Dr. José
E. Gonzalez”. Este estudio nos permitir4 consolidar el esta-
blecimiento de un centro de referencia para el diagnéstico
oportuno de errores innatos del metabolismo en la regién
noreste de nuestro pais. Hemos iniciado la primera etapa
de este trabajo tomando muestras de sangre de nifios hipo-
troficos a la semana de nacidos, las cuales analizamos por
cromatografia unidimensional. En caso necesario, se ampliaran
estos estudios empleando tanto cromatografia uni y bidi-
mensional como pruebas quimicas cualitativas con muestras
de orina.

Linea 2: DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDADES

i

Proyecto 2: Errores Innatos del Metabolismo.

Resumen: Los errores innatos del metabolismo, que incluyen a las
aminoacidopatias, son enfermedades cuyas caracteristicas
clinicas y bioquimicas se atribuyen a mutaciones genéticas.
Estas conducen ya sea a una alteraciéon en la- funcién cata-
lizadora de una enzima especifica de la vig metabolica de
alglin aminoacido, o a cambios en la funcién de proteinas
no eziméaticas. Este tipo de padecimientos a pesar de ser
de origen genético y generalmente causantes de retraso men-
tal, se pueden controlar mediante una dieta adecuada. Por
ello es importante diagnosticarlas tempranamente para pre- Avances: Los resultados obtenidos desde Septiembre 8 de 1986 hasta
venir la apariciéon de daftos irreversibles. Debido a esto y a la fecha son los siguientes:
que se desconoce la incidencia de diversas aminoacidopatias
(como son: fenilcetonuria, enfermedad de orina de jarabe de Se han analizado 137 nifios hipotréficos que incluyen tanto
arce, homocistinuria y tirosinemia) en la ciudad de Monte- de 6 a 8 dias de nacidos como de mayor edad (hasta 3
rrey, hemos decidido realizar un estudio que abarcari dos meses).

ARAENRNRRNEXY
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De] total de nifios estudiados, 101 fueron detectados normales
a través de la cromatografia unidimensional de sus muestras
de sangre. A 18 nifios se les tuvo que ampliar su estudio
con una muestra de orina la cual se analizé mediante pruebas
bioquimicas y cromatografia en capa fina bidimensional.
Los resultados de éstos fueron normales.

Nos quedan por confirmar los estudios a 5 nifios, ya que
al realizar la cromatografia unidimensional de sangre se
detecté un amino4cido elevado en ambos casos. Por ello, en
estos momentos estamos en proceso de localizarlos en sus
domicilios para colectar una muesira de orina y poder ampliar
su estudio mediante las pruebas bioquimicas empleadas para
la deteccion de algunas aminoacidopatias y la cromatografia
en capa fina bidimensional.

Paralelamente a los estudios realizados en nifios hipotrofi-
cos, se han estado llevando a cabo estudios en nifios conside-
rados de alto riesgo, cuyas muestras nos llegan al laboratorio
procedentes de Urgencias Pediatricas del Hospita] Universi-
tario, asi como de otras instituciones (DIF, ISSSTE, consul-
torios particulares, ete.).

Los resultados obtenidos de estos estudios son los siguientes:

El total de nifios de alto riesgo que ha sido sujeto al tamiz
metabdlico es de 92, de los cuales 88 resultaron normales,
uno con resultados sospechosos (al cual se le esti localizando
para realizarle estudios confirmativos) y tres resultaron estar
afectados. De estos tiltimos tres, uno resulté con prolinemia
y los dos restantes con la enfermedad de orina de jarabe
de arce.

sobre el 4cido trico. Sin embargo, en el humano, debido a
la ausencia de actividad de uricasa, el 4cido frico se acu-
mula pudiendo ocasionar padecimientos como la gota.

E] propésito de esta investigacion es el de establecer las
bases moleculares que expliquen la desaparicion de la acti-
vidad de uricasa en la especie humana (o en el transcurso
de la evolucién del humano). Para cumplir con este propé-
sito son dos los objetivos experimentales més inmediatos:
1) determinar si en e] higado humano se sintetiza la enzima
uricasa en forma inactiva, y 2) determinar si en el genoma
humano se conservo una secuencia génica que codifique para
uricasa.

Avances: Objetiwo experimental No. 1.—La estrategia para cumplir

con este objetivo es producir antisuero contra dos uricasas
de mamiferos (rata y cerdo) y usarlos como rastreadores para
determinar si en el higado humano se produce una proteina
homodloga a ellos.

Linea 3: GENES FOSILES

Proyecto 3: Investigacion de la presencia de Genes “Fésiles” en el
genoma humano.

Resumen: Planteamiento del problema.—En la mayoria de los ma-
miferos, el producto final de la degradacién de las purinas
es la alantoina, la cual resulta de la accién de la uricasa
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Se ha logrado producir antisuero monoespecifico contra la
uricasa de cerdo (de ]a empresa Sigma Chemical Co.) y contra
-uricasa de rata. Esta tltima:se purific6 de acuerdo al pro-
cedimiento descrito por Watanabe y Suga en 1977; la proteina
obtenida con este procedimiento se someti® a un gel de
poliacrilamida-SDS del cual se electroeluyé la banda co-
rrespondiente a uricasa. Con ambas uricasas se inmunizaron
conejos, determinéndoseles la produccién de anticuerpos me-
diante un Ouchterlony. Utilizando el procedimiento del
“Western blotting”, a los antisueros se les determiné su es-
pecificidad haciéndolos reaccionar contra extractos de higado
de rata y cerdo, seglin correspondiera. Finalmente, con el
mismo procedimiento de Western blotting, estos - antisueros
Se reaccionaron contra extractos de higado humano, rata y
cerdo. Los resultados preliminares indican que en e] higado
humano se encuentra presente una proteina que pueda ser
reconocida por nuestros anticuerpos contra uricasa de cerdo
y rata.

Objetivo experimental No. 2.—La estrategia para cumplir con
este objetivo es obtener el DNA complementario (DNAc) al
RNA mensajero (RNAm) de uricasa de rata, y con este
DNAc determinar por hibridizaciéon de 4cidos nucleicos si
se encuenira en el genoma humano un gen homoélogo al
gen de la uricasa murina.
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E] DNAc se obtendra a partir de un banco de expresion
conteniendo los DNAs complementarios a los RNAs mensa-
jeros de higado de rata, clonados en vectores fagicos.

Con la finalidad de aislar del banco el DNAc para uricasa
murina usando una sonda radiactiva, se prob6 si el gen de
la uricasa de soya (dnica especie de donde hastg ?l}ora
se ha podido aislar el gen de la uricasa) podria hibridizar
con el RNAm de uricasa de rata. Para esto se realizd lo
siguiente:

Se purificaron RNAs mensajeros de higado de ;'ata y cerdo
y mediante el procedimiento de Northern se inmovilizaron
en papel filtro de nitrocelulosa; posteriormente se .hlbl:ldl-
zaron con el gen de uricasa de soya marcado radiactiva-
mente. Los resultados iniciales indican ausencia de hibridi-
zacion. Por consiguiente, para el aislamiento del pNAc_ a
partir de] banco de expresién, recurriremos al tamizaje in-
munolégico utilizando el antisuero contra uricasa de rata. Un
primer requisito para esto fue el demostrar que con nuestro
antisuero se pudo detectar hasta 1 ng de antigeno, usqqdo
proteina A marcada con !%I como sistema de detecc;on.
El siguiente experimento a realizar consistiri en tarrpzar
el banco de expresién para la identificacién y el aislamiento
del DNAc de uricasa murina. La obtencién del mismo nos
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permitird iniciar los estudios a nive] molecular sobre la
presencia o ausencia de secuencias génicas para uricasa en
humanos.

Linea 4: INGENIERIA DE GENES Y PROTEINAS

Proyecto 4A: Localizacién de regiones funcionales en la hormona de

crecimiento humana.

Resumen: La hormona del crecimiento humana (hGH) pertenece a

una familia de hormonas proteicas entre las que se encuen-
tran la prolactina (hPRL) y el lactogeno placentario humano
(hPL). Estas proteinas son globulinas con un peso molecular
de ~ 22,000 daltons que presentan un alto grado de homologia
en su secuencia de aminoécidos (85% entre hGH y hPL y
35% entre hGH y hPRL). Los genes para estas hormonas
se originaron a partir de duplicaciones de un gen ancestral
comun. Como producto de estas duplicaciones, los genes
hGH y hPL presentan un alto grado de homologia en la
secuencia de nucledtidos de sus RNA mensajeros (~95% ),
tienen la misma localizaci6n cromosomal en la regién q 22-24
del cromosoma 17 y presentan una organizacién similar en
Sus genes, con cinco exones y cuatro intrones en la misma
posicién. A pesar de estas similitudes, los genes que codifican

para estas hormonas son expresados en diferentes tejidos bajo
diferentes mecanismos de control.
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hGH y hPL comparten algunas funciones ya que ambas son
potentes lactogenos pero difieren principalmente en su capa-
cidad para promover el crecimiento. Hasta la fecha, los estu-
dios de las relaciones estructura-actividad de hGH se han
realizado mediante rompimientos proteoliticos de hGH y ané-
lisis funcional de los fragmentos generados. También se han
construido recombinantes entre fragmentos proteoliticos de
hGH y hPL. Sin embargo, con estas técnicas no ha sido
posible establecer relaciones finas en la estructura y funcién
de esta hormona.

Nosotros estamos utilizando las poderosas herramientas de
la ingenieria genética para localizar en un sistema de cultivo
celular las regiones funcionales especificas de hGH mediante
recombinacién en el tubo de ensayo entre porciones de los
genes para esta hormona y aquellas del gen para hPL.

Puesto que las principales regiones divergentes entre los
genes para estas dos hormonas se encuentran en los residuos
aminoécidos correspondientes al IV exdn, intercambiaremos
esta porcion génica para intentar identificar si en ella reside
una funcién que es especifica de hGH: su capacidad de
inducir la diferenciacién de fibroblastos a adipocitos.

Para cumplir con nuestros objetivos disefiamos la siguiente
estrategia: 1) Estableceremos las condiciones para la induc-
cién de la diferenciacién de fibroblastos a adipocitos en cé-
lulas transfectadas con €] DNA de los plasmidos recombi-
nantes portadores de los genes hGH y hPL, 2) Construire-
mos, mediante técnicas de ingenieria genética, genes recom-
binantes hfibridos entre hGH y hPL con el cuarto ex6n de
ambos genes intercambiado entre si, y 3) Analizaremos estos
plasmidos recombinantes en el modelo de diferenciacién de
fibroblastos a adipocitos.

Los conocimientos que se deriven de los estudios propuestos
en este proyecto nos ayudardan a conocer mejor la biologia
y evolucion moleculares de este importante complejo génico
codificante para hGH y bPL, y a elucidar las bases molecu-
lares del proceso de diferenciacién de fibroblastos a adipocitos
en respuesta a hGH.

Avances: Hasta la fecha caracterizamos y obtuvimos mediante téc-

nicas de ingenieria genética los DNAs de los plasmidos re-
combinantes que contienen tanto el gen hGH como el hPL.
Aunque este sistema génico o vector (pSVgpt) posee regiones
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de control de la transcripciéon derivados de SV40, los genes
hGH y hPL introducidos poseen sus promotfores naturales.
Introdujimos el DNA de estos plasmidos recombinantes
en células HeLa y fibroblastos 3T3, a las 48 h después de
la transfeccion obtuvimos los RNAs totales los separamos en
geles de formaldehido-formamida, los transferimos a papel
‘“‘zetaprobe”, los hibridizamos con una sonda radiactiva
(DNAc-hPL) y los dejamos exponer en una pelicula de ra-
yos X (autorradiografia). En paralelo, adicionamos los sobre-
nadantes y extractos de células 3T3 transfectadas con estos
pldsmidos a cultivos nuevos de fibroblastos 3T3 para intentar
asi inducir la diferenciacién a adipocitos. Los resultados
indican que - establecimos las condiciones para la deteccion
de RNAms especificos y que falta estandarvizar la expresién
de los genes transfectados en células eucariGticas, ya que
detectamos una banda Tinica solamente en el carril que con-
tenfa RNAs aislados de placenta humana (testigo positivo),
indicAndonos esto que la expresién de los plasmidos recom-
binantes que contienen los genes hGH y hPL en las células
fue muy baja o nula con el sistema utilizado. Por consi-
guiente, tampoco observamos diferenciacién al agregar los
sobrenadantes. Debido a lo anterior, estamos iniciando una
nueva serie de estudios como los arriba descritos, solo que
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en esta ocasion utilizaremos un sistema genético diferente
donde la expresién de los genes estard bajo el control del
promotor del gen de la mtaloteoneina. De no funcionar este
segundo sistema, pensamos recurrir al promotor y secuencias
potenciadoras de la transcripcién (‘‘enhancer’s”) del citome-
galovirus, recientemente descrito como 10 veces més potente
que e] sistema basado en vectores derivados del virus onco-
génico SV40.

Proyecto 4B: ;Es el gen hPL-1 un pseudogen?

Resumen: Técnicas de Ingenieria Genética nos han permitido ana-
lizar a nivel molecular la estructura, expresién y evolucion
del complejo génico codificante para las hormonas lactogé-
nica placentaria (hPL) y de crecimiento humanas (hGH).
Este complejo comprende aproximadamente 50,000 bases en
la regién q22-24 del cromosoma 17 y consiste de una familia
de genes constituidos por cinco genes arreglados en el si-
guiente orden:

5,-hGHN * hPLl % hPL2 "hGHV 3 hPL3 '3’

El gen hGH-N codifica para la hormona de crecimiento cir-
culante en sangre (forma de 22 kilodaltones) y su variante
de 20 kilodaltones (generada esta Gltima por un mecanismo
de procesamiento diferencial de] precursor del RNA mensa-
jero, de tal manera que se elimina una porcién interna de
la region codificante). La funcién del gen hGH-V en el
organismo es un enigma. Sin embargo, se han realizado
estudios introduciendo este gen mediante vectores de ex-
presién basados en el virus 40 de simio (SV40), a células
en cultivo y se encontré que el gen es activo y funcional
siendo responsable de la sintesis de una proteina que difiere
en 13 posiciones aminoacidicas respecto a hGH 22 kd. Re-
cientemente, inclusive, se logré detectar la expresién de este
gen hGH-V en placenta aunque en niveles muy bajos (en el
orden de 10-¢ respecto a los niveles de expresién de los genes
para hPL).

Los genes hPL-2 y hPL-3 son los responsables de la sintesis
de hPL, hormona que llega a producirse en placenta a tér-
mino hasta en un gramo por dia. Sin embargo, deleciones
genéticas que eliminan simultineamente los genes hPL-2 y
hPL-3,, asi como al gen hGH-V, sugieren que hPL no es una
hormona necesaria para el embarazo y crecimiento fetal,
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va que tanto el embarazo como el producto fueron normales
en estos pacientes. hPL-1 fue e] tnico gen tipo hPL que no
se perdi6 con la delecién de estos pacientes.. Sin embargo,
datos preliminares sobre la estructura y evidencias indirectas
sobre la expresion de este gen indican que posiblemente no
se exprese en placenta a término. Con el propdsito de deter-
minar la naturaleza del gen hPL-1 para replantear la impor-
tancia de hPL en ¢l embarazo y crecimiento fetal, este pro-
yecto tiene como objetivo construir plasmidos recombinantes
con los genes hPL-1 y hPL-3 para ser introducidos a células
en cultivo y analizar la expresién de estos genes. Con estos
estudios pretendemos analizar las propiedades y caracteris-
ticas del gen hPL-1 y la naturaleza de sus posibles produc-
tos génicos.

/

La estrategia general que diseflamos para obtener informa-
cién acerca del papel que juega la mutacién presente en el
sitio donador del procesamiento del intrén II del gen hPL-1
en su expresion, es la siguiente: Primero tener los genes
hPL-1 (problema) y hPL-3 (testigo positivo insertos en vee-
tores plasmidicos de expresién en eucariotes, luego inter-
cambiar entre ellos los fragmentos Pvu II-Sac 1 (~115 pb)
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dentro de los cuales se localiza la mutacién, posteriormente
transfectar estos genes tanto originales como recombinantes
en un sistema de células en cultivo y analizar por fltimo
su expresion a nivel de RNA por medio de la técnica lla-
mada “Northern”.

Avances: Hasta el momento hemos progresado en nuestra estra-
tegia, realizando lo siguiente:

I.—Se obtuvieron los plasmidos pSV2gpt con los genes hPL-1
y hPL-3 insertos en su sitio Eco RI.

II.—A partir de estos vectores se construyeron los genes
hPL-1 ‘“reparado” (con el segmento Pvu II-Sac I de
hPL-3) y hPL-3 “mutado’” (con el segmento homologo
de hPL-1).

ITIT.—Después de haber purificado el DNA de los cuatro
plasmidos, se procedis a verificar e] intercambio de las
regiones Pvu II-Sac 1 entre ambos genes. Dicha verifi-
cacién se realiz6 por dos maneras:

a) Digestion con la endonucleasa de restriccion Alu 1.—
Se basa en la presencia de un sitio Alu 1 en el frag-
mento Pvu II-Sac 1 de gen hPL-1, pero que esta
ausente en el hPL-3.

b) Secuenciamiento de nucledtidos de la region inter-
cambiada.— Realizado por el método de Sanger,
usando inhibidores de la sintesis de DNA.

IV.—Se han iniciado las primeras transfecciones (16 trans-
fecciones), sin embargo, no ha sido posible detectar nin-
guna sefial. Pensamos que esto se debe a la baja sen-
sibilidad de nuestro sistema por lo que hemos decidido
cambiar €] tipo de células. Hemos estado usando células
HeLa, y creemos conveniente cambiar a células COS,
en las cuales se ha demostrado que ocurre duplicacion
de plasmidos que como los nuestros contienen e] origen
de replicacién de SV40. Esperamos con esto aumentar
la cantidad de templado para la transcripcion y, por
ende, aumentar también la sefial proveniente de los
transcritos.




FORMACION DE
RECURSOS HUMANOS

Paralelamente al desarrollo de nuestros programas de investi-
gacién hemos perseguido formar especialistas en los diferentes niveles
académicos déndoles una preparacién sobre los conocimientos bésicos
y las fronteras en los estudios de Biologia Molecular del genoma
eucariote. Asi mismo, esta formacién teérica ha sido complementada
con una instruccion sobre las técnicas basicas de Ingenieria Genética
convertidas ya en herramientas muy poderosas para el estudio de la
célula.

A.—Cursos de apoyo a otras instituciones.

Los siguientes cursos teorico-practicos han sido impartidos:

1.—Curso de Bioquimica a los estudiantes de la Carrera de Bi6-
logo del Insituto Tecnolégico de Cd. Victoria, Tamaulipas.

2.—Curso sobre Técnicas de Ingenieria Geénética a los estu-
diantes de la maestria en Biologia Celular del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del IPN, en México, D. F.
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3.—Curso de Biologia Molecular de Eucariotes, impartido a
estudiantes de postgrado de la Facultad de Ciencias Biols-
gicas de la U.ANN.L.

4—Curso sobre Mutagénesis Dirigida, impartido en el Centro
de Investigacion sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia
de la U.N.AM., en Cuernavaca, Morelos.

1.—GENES: Regulacién de su expresion. Impartida cada se-
mestre a los alummos de nuestros cursos de Bioquimica.

2.—Genes, Ingenieria Genética y Biotecnologia. Presentada en
el 320. Aniversario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Septiembre 19 de 1984, Monterrey, N. L.

3.—Aplicacién de la Mutagénesis Dirigida de los Estudios de
Expresién Genética, presentada en la Unidad de Investiga-
cién Biomédica del Noreste del 1.M.S.8., Octubre de 1984,
Monterrey, N. L.

4.—Estudios de Transcripcién de los Genes Tempranos de SV40
usando Mutagénesis Dirigida en la Region Promotora, pre-
sentada en el Seminario de Investigacién en el Departamento
de Genética y Biologia Molecular, de] CINVESTAV, 9 de
Noviembre de 1984.

5.—Estudios de Expresiéon Genética en Humanos por Ingenieria
Genética. Aplicaciones y Potenciales. Presentada en la 1la.
Reunién Anual de Investigadores apoyados por el Consejo
Nacional del Sistema Tecnologico (CoSNET). Morelia, Mi-
choacédn, Noviembre 29 de 1984.

6.—Panorama de la Genética Moderna. Presentada en el Primer
Simposium Cultural de la Asociacién Nacional de Bidlogos,
A. C., Noviembre 30 de 1984.

7.—E] Papel de la Region del 21 pb en la Expresién de los
Genes Tempranos de SV40. Instituto de Investigaciones Bio-
médicas de la U.N.A.M., Diciembre 11 de 1984.

8.—Vector de Clonacién para Estudiar la Expresién de Onco-
genes Humanos. Segundo Taller de Discusiéon sobre Avances,
Limitaciones y Estrategias de programas de Investigacion
en Biologia Molecular, auspiciado por CONACYT, Tepoztlan,
Morelos, 1984.

9.—Role of the 21 bp Repeat on Expression of the SV40 Genome.
Impartida en el Hospital e Instituto del Tumor “M. D. An-
derson”, de la Universidad de Texas en Houston, Texas,
Enero 21 de 1985.

10.—Mutagénesis Dirigida en la Regién del 21 pares de bases de
SV40. Dirigida a los investigadores y alumnos del Centro de
Investigaciones sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia de
la UN.AM., en Cuernavaca, Morelos, Marzo 25 de 1985.

11.—Habia una vez un Gene... Presentada ante los miembros
de los Laboratorios Clinicos de Puebla, en Puebla, Puebla,
Agosto 22 de 1985.

12.—Biologia Molecular de la Hormona Lactogénica Placentaria
Humana. Presentada en el Ciclo de Conferencias Mensuales
del Hospita] Metropolitano “Dr. Bernardo Septlveda”, en
Monterrey, Nuevo Leén, Enero de 1986.

13.—Un nuevo Vector para Clonar y Expresar Genes Eucari6-
ticos y

14 —Genes Fosiles.

Estas dos tultimas presentadas en el Tercer Taller de Dis-
cusién sobre Avances, Limitacicnes y Estrategias de Pro-
gramas de Investigacién en Biologia Molecular, en Tepoztlan,
Morelos, del 27 de Febrero al lo. de Marzo de 1986.

45




15.—Ingenieria Genética y Sociedad. Presentada en el Ciclo de
Conferencias en la Semana de Biologia, en Ciudad Victoria,
Tamaulipas, del 21 al 25 de Abril de 1986.

16.—Efecto del plomo en la Transcripcién Génica en Placenta
Humana. Reunién Mensual de la Asociacion Mexicana de
Genética Humana, U.N.A.M., México, D. F., Julio de 1986.

17.—Habia una vez un gen... Reuni6n mensual de la Asociacion
Mexicana de Genética Humana. Instituto de Investigaciones
Antropoldgicas de la U.N.A.M., México, D. F. Octubre de 1986.

18.—Biologia Molecular de] Genoma Humano. Presentada en el
curso precongreso sobre Topicos Selectos en Biologia Mo-
lecular. XI Congreso Nacional de Genética Humana. Puebla,
Pue., Noviembre de 1986.

C.—Tesis de Investigacién.

Los diferentes investigadores que integramos 1a U.L.LE.G. hemos
participado a través de asesorias, consejos, instrucciones técni-
cas, etc. en los trabajos de tesis de licenciatura y postgrado de
estudiantes de las diferentes facultades de] 4rea biomédica de
nuestra Universidad, asi como de la Unidad de Investigaciones
Biomédicas del Noreste del I.M.S.S. De igual manera, actual-
mente se realizan en la U.LILE.G. los siguientes trabajos de
tesis de investigacion:
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NIVEL LICENCIATURA:

1L—pUANL: Un nuevo vehiculo molecular para la clonacién y
expresion de genes eucariéticos.

Tesista: Pasante de Q.B.P. Eddy Luz Cab Barrera

2—Patron de plasmidos de cepas GM de Bacillus thuringiensis
y la determinacién del pldsmido que codifica para la delta-
endotoxina.

Tesista: Pasante de Q.B.P. Laura Nelly Arzaga Tamez

3.—Similitud quimica entre las uricasas de algunas especies de
las clases del Subphylum Vertebrata.

Tesista: Pasante de BiéGlogo Alfredo Varela Echavarria

4.—Deteccion de secuencias de papilomavirus tipo 16 en carcinoma
cervicouterino.

Tesista: Pasante de Bi6logo Manuel L. Gonzalez Garay
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NIVEL MAESTRIA:

5—;Es el gen humano hPL-1 un pseudogen?
Tesista: BiGl. Ramiro Ramirez Solis

6.—Producciéon de la hormona de crecimiento bovina por Inge-
nieria Genética,

Tesistas: Bidl. Odila Saucedo Cardenas y
Bi6l. Felipe Amaya Manzanares

1

e T

NIVEL DOCTORADO

7.—Identificacién de un gen fési] en el genoma humano: Gen de
la uricasa.

Tesista: Biol. y M.C. Roberto Montes de Oca Luna,
Candidato a Investigador Nacional

8.—chglizacio’n de regiones funcionales en la hormona de cre-
cimiento humana que inducen la diferenciacién de fibroblastos
3T3 a adipocitos. :

Tesista: Q.B.P. y M.C. Diana Reséndez Pérez,
Candidato a Investigador Nacionaj
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D.—Tesis concluida

TITULO:
PUANL: Un nuevo vehiculo molecular para la clonacién y expre-
sién de genes eucariéticos.

RESUMEN:

El plasmido a partir del cual se derivé el vector construido en
el presente trabajo es el llamado: pBSVE. Este es un plasmido
que dentro de su secuencia tota] de DNA carece de sitios miltiples
de clonacién. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo era el de
expander el rango de sitios de clonacién f1tiles en el vector
de expresién como pBSVE. Utilizando el sitio Gnico de recono-
cimiento para la enzima de restriccién Bam HI, se introdujo un
fragmento de DNA conteniendo varios sitios tinicos de clonacién,
aumentando asi la versatilidad de este plasmido recombinante,
el cual se ha visto que es de mucha utilidad como vehiculo de
clonacién y expresion genética (1).

Para la realizacién de este proyecto se utilizaron algunas de las
técnicas bésicas de Ingenieria Genética. Se transfiri6 e] frag-
mento de DNA de 55 pb que contiene sitios multiples de clonacién
(proveniente del vehiculo de clonacién llamado pUC18) al vector
de expresién pBSVE. Adem4is, con la ayuda de enzimas de res-
triccién y electroforesis en gel, se determiné la orientacién en
la cual se incorpor$ el fragmento al vector. El nuevo plasmido
recombinante fue llamado pUANL y se le asignaron los ntimeros
1y 2 seglin su orientacion.

Con la construccién de este nuevo plasmido recombinante sera
mas facil infroducir algin gen eucariético apoyandose para ello
en los multiples sitios de clonacién tnicos del vector, y asf
estudiar la expresién del gen introducido, aprovechando las
caracteristicas propias del vector de expresién parenta] pBSVE.

El vecior de expresion pUANL presenta un gen de referencia
(gen completo de la /J-globina de conejo) para la estandarizacién
de los resultados de experimentos de transferencia transitoria
de genes a células en cultivo, el elemento potenciador (‘‘enhancer’)
de SV40 para incrementar la transcripci6n total, y muy cerca del
cual se incorpord la secuencia con sitios multiples de clonacién.
Ademés, presenta el gen de la resistencia a ampicilina para selec-
cién durante la amplificacién en bacterias, el origen de repli-
cacién en bacterias y e] origen de replicacién de pBR322.

1l.—Barrera-Saldaiia, H.A., et al. (1985). EMBO J. 4:3839-3849.
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DOCENCIA

Elaboramos los documentos para los proyectos de Maestria y
Doctorado en Ciencias con Especialidad en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética. Ambos documentos fueron aprobados por la Di-
reccién Genera] de Estudios de Postgrado de la U.A.N.L. y turnados
para su aprobacion correspondiente por el H. Consejo Universitario en
las siguientes fechas:

Maestria: 19 de Marzo de 1986

Doctorado: 19 de Septiembre de 1986.

El programa de Maestria requiere que el candidato apruebe el
examen de admision en las materias de bioquimica, fisicoquimica,
quimica orgdnica y matematicas o que curse los prerrequisitos
necesarios y obtenga una calificaciéon minima de 80. El candidato
deberd dedicar tiempo completo al programa y simult4neamente
desarrollard su trabajo de laboratorio y los cursos, que seran los
siguientes:

Principios y Metodologia de la Investigacion Cientifica
1020123807
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Didactica de la Ensefianza Superior
Biologia Molecular de la Célula

Métodos Fisicoquimicos de Investigacion Biomédica
Estructura y Expresién Genéticas
Técnicas de Ingenieria Genética
Microcomputadoras en Ingenieria Genética
Cultivo Celular

Practica Docente

Seminarios Bibliograficos

Tépicos Selectos en Ingenieria Genética I
Topicos Selectos en Ingenieria Genética II

Trabajo de Investigacion (Tesis)

La duracién de la maestria serd de un minimo de 2 aiios
a un méximo de cuatro.

A la fecha, tenemos dos estudiantes en la Maestria: El Biol.
Ramiro Ramirez S. y el Bi6l. Felipe Amaya Manzanares; un estu-
diante de la Maestria en Microbiologia se encuentra realizando su
tesis en la UL.LE.G.: la Bi6l. Odila Saucedo C.

El programa de Doctorado est4 planeado para formar recursos
humanos de alto nivel académico, - capaces de disefiar, organizar
y realizar investigacion de excelencia aplicando sus  conocimientos
tedricos y experimentales en Biologia Molecular e Ingenieria Genética.

Para ingresar al Doctorado, e] aspirante debers demostrar
conocimientos en mateméticas, fisicoquimica, quimica orgénica, bio-
quimica, inglés y Pprincipios y metodologia de la investigacién cien-
tifica.

i ienci ialidad en Bio-
berd tener la Maestria en Ciencias con especia en
logia Il)\/[eo]ecu]ar e Ingenieria Genética o ~adquirir los conocimientos
equivalentes y demostrarlos ante el Comité de Doctorado.

Ademas, debera desarroliar un trabajo de investigacion original
y de calidad para publicacién.

g ini il méximo de 4,
El programa durara un minimo de 2 afios y un &
dependierlxadogde si el aspirante cuenta ya con la Maestria o no.

i Doctorado, la Q.B.P.,

Hasta ahora tenemos dos estudiantes de ! '

M.C. Diana Reséndez P. y el Bidl. y M.C. Roberto Montes de (;ga

L. émbos estudiantes de gran calidad que ademés ya han sxdo. is-

tiil,guidos con el nombramiento de Candidatos a Investigador Nacional
del Sistema Nacional de Investigadores.

lanta de maestros,

Hemos logrado estructurar una muy buena p str

al contar ademgzr'ts de con los profesores de la (I;‘aciﬂtag ;&ieN I\I/.[.Edl;m;é
aestros invitados de otras F_‘acultades_ e la U.A. L. _

g?:asnilnsﬁtuciones como son el Instituto Mexicano del Seguro Social,

el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del I.P.N., etc.




COLABORACIONES
E IMPLEMENTACION DE
METODOLOGIAS

En el tiempo transcurrido desde la creacion de la U.L.LE.G.
al presente, hemos mantenido colaboraciones con diferentes labora-
torios de investigacién tanto nacionales como extranjeros. Los res-
ponsables de los grupos con los que hemos colaborado, asi como las
acciones colaborativas se describen a continuacion:

Dra. Isaura Meza
Departamento de Biologia Celular, CINVESTAV-IPN

Implementacién de técnicas de ingenieria genética

Dr. Patricio Gariglio
Departamento de Biologia Celular, CINVESTAV-IPN

Implementaci6n de técnicas de ingenieria genética y Estudios
de la biologia molecular del oncogen c-myc

Dr. Federico Sanchez Andrade
Centro de Investigacién sobre Fijacion de Nitrégeno, UNAM

Biologia y evolucién moleculares de genes para uricasa
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Dr. Scoft A. Wattkins
Departamento de Biologia, Universidad de Indiang

Estudios sobre la transcripcién in vitro de los genes hPL

Drs. Francisco Bolivar Zapata y Xavier Sobero6n
Centro de Investigacién sobre Ingenieria Genética y
Biotecnologia

Sintesis de oligonucleétidos y adaptadores necesarios en el
proyecto sobre la produccién de la hormona de crecimiento
bovina recombinante

Dr. Antonio Velazquez A.
Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.A.M.

Asesorias y entrenamiento para el programa Errores Innatos
del Metabolismo

Dr. Alejandro Ruiz L. y Dr. Francisco J. Sanchez A,
Laboratorios Clinicos de Puebla

Visitas y conferencias a nuestros estudiantes como parte de
asesorias y entrenamiento en el programa Errores Innatos
del Metabolismo

Dr. Tien Kuo

Laboratorio de Patologia Molecular, Hospital M.D. Anderson,
Houston, Texas

Experimentos de transfecciones en células COS para el
desarrollo del proyecto ;Es el gen humano hPL-1
un pseudogen?

Dr. Pierre Chambon y Dr. Hans Matthes
Laboratorio de Genética Molecular de Eucariotes, Centro
Nacional de la Investigacién Cientifica (CNRS)

a. Marsha Frazier ' i
gZpartamento de Oncologia Gastrointestinal, Hospital M.D.

Anderson, Houston, Texas

i6 io (DNAc)
boracién de bancos DNA complementario ( .
?IZStandarizacién de la metodologia para la sintesis de DNAc.

Dr. Walid Kuri Harcuch
Departamento de Biologia Celular, CINVESTAV-IPN

oria y apoyo experimental en el manejo de_l sngtema de
ﬁeeienciaz’iéx?o Zelular de fibroblasf:os 3T3 a adipocitos
que formar4 parte de la estrategia ‘experunen.tal
del proyecto Localizacién de las regiones funcionales
en la hormona de crecimiento humana.

Para apoyar dichas colaboraciones, ejecutar las estrategias

’ experimentales de nuestros proyegtos de investigacion y_bcorrrlr;)enxgz-
ponsabilidad de nuestra colaboracién con los grupos lgrrx a ronges
nados, una buena parte de nuestro. esfuerzo en los 1: tun(;s enréia g
ha concentrado en la implementacién, desarrollo y transfer

Estrasburgo, Francia

Sintesis de oligonucle6tidos necesarios en el proyecto
Hormona de crecimiento bovina recombinante
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técnicas de ingenieria genética. La siguiente es una lista y breve
descripcién de las metodologias implementadas.

1.—Aislamiento 'de RNAs mensajeros de tejidos.—Solo una fraccién
del genoma se expresa en cada tejido o tipo celular. La pobla-
cién de RNA mensajeros (RNAm) de una célula representa esa
fraccién del genoma siendo transerita activamente en la célula o
tejido en estudio. Para aislar los RNAm se procedié de la siguiente
manera: Los 4cidos nucleicos totales se obtuvieron homogenizando el
tejido en presencia de fenol y sarcosil, digiriendo con proteinasa K,
extrayendo con fenol y cloroformo y finalmente precipitando con
etanol a -20°C. Los RNAs de alto peso molecular se precipitaron
selectivamente - con acetato de sodio 3M. Los RNA mensajeros (poli
At) se seleccionaron por cromatografia de afinidad en oligo-(dT)-
celulosa.

2.—Produccién de antisueros.—Los anticuerpos, a manera de rastrea-
dores o detectores de moléculas especificas, son herramientas de
enorme valor en el estudio de la célula. Para obtenerlos, el antigeno
en cuestién fue emulsificado con adyuvante completo o incompleto
de Freund. Se inmunizaron los conejos siguiendo un esquema de inyec-
ciones intradérmicas, subcutdneas e intraperitoneales. La produccion
de anticuerpos se demostré mediante la técnica de difusién en agar
de Ouchterlony.

3.—Minipreparacion rdpida de pldsmidos.—Con el propoésito de ana-
lizar o confirmar las caracteristicas de los plasmidos manejados
o construidos por primera vez en el laboratorio utilizamos una técnica
rapida y reproducible que consiste en lo siguiente: A partir de 4 ml
de cultivo fresco crecido a 37°C por 18 horas y con agitacion
vigorosa, se obtuvieron paquetes celulares bacterianos que fueron
sujefos a congelacién y descongelacién. Se siguieron tratamientos
con lisozima, dodecil sulfato de sodio (SDS) y 4lcali. EI DNA bac-
teriano desnaturalizado por A&lcali fue precipitado y €l DNA del
plasmido recuperado del sobrenadante. Después de limpiarlo  por
extracciones con fenol-cloroformo, fue reconcentrado por precipitacién
con etanol. El RNA fue eliminado por digestién con RNAsa A.

4.—Preparacion @ gran escala de DNA de pldsmidos.—Una vez con-
firmada la identidad de los plasmidos, se procedié a prepararlos
en gran escala y con mayor pureza. Los paquetes celulares obtenidos
a partir de un litro de cultivo fueron sujetos a congelacién y des-
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i tratados con lisozima y una solucién de triton X-100.
Zorfst}tﬁl(zlzl ylisado se recuperé por centrifugaclér}‘el DNA c(liiel tgla;;
mido en el sobrenadante. Para limpiarlo se corrio un grad en o
densidad en cloruro de cesio y en presencia dg l?romuro tre t? corl
Después de extraer con alcohol isoamilico y dializar, se 'a'?acién
RNAsa A y proteinasa K, reconcentrando €l DNA por precipl

con etanol.

L Geidos mucleicos en gel de agarosa o polzaf:rzla-
fr’r.z?dﬁ.leflt.,go::lsl?stg:s de RNA fueron analizadas por electroforfsm eI;
gel de agarosa-urea-icido citrico. Las muestras de DNA dg a; oar?si
molecular (> 1000 pares de bases) sle ilnilz?rznl&ﬁ) gg;e;ees % ] gbases)’
mientras que las de bajo peso molecular 0 > )

liacrilamida. La visualizacién de amfio.s nucleicos
f:gr%elfrfed(}:n&o la tinci6én del gel con bromuro de et}d;o, seg}u;lor c}:l);
irradiacion con luz ultravioleta. El bromuro de etidio 1se m':acién
entre las bases nitrogenadas y fluoresce en respuesta a la exci

por la luz ultravioleta.

i i iacrilamida-SDS.—Pro-
— troforesis de proteinas en geles de poliacri
séingéecfggon desnaturalizadas en presencia de mercaptoe’ganol y do-
decil sulfato de sodio (SDS) y analizadas por electroforesis en geles
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discontinuos de poliacrilamida y SDS. Para la visualizacién de las
bandas de las diferentes especies moleculares se colore6 con azul
brillante de coomasie.

7.—Aislamiento de DNA de alto peso molecular de linfocitos y tejidos.—
DNA de alto peso molecular es el material a partir del cua] se pre-
paran bancos de genes o se realizan estudios de hibridizacién en
filtro para averiguar sobre la estructura de los genes. Para su pre-
paracién se procedié de la siguiente manera: los nicleos celulares
fueron obtenidos por homogenizacion del tejido y centrifugacién dife-
rencial y se resuspendieron en buffer de lisis. Se agregé SDS vy
proteinasa K, incubdndose toda la noche a 37°C. A través de varias
extracciones con fenol y cloroformo, tratamiento con RNAsa, reextrac-
ciones y precipitacién con etanol a 20°C, se recuperd el DNA de
alto peso molecular.

8.—Ingenieria del DNA con enzimas de restriccion y modificacion.—
Enzimas de restriccién y de modificacién (fosfatasa alcalina, polime-
rasa de DNA, ligasa de DNA, etc.) fueron utilizadas bajo las con-
diciones de reaccidn sugerida por la casa comercial proveedora de
las mismas. Con la ayuda de ellas se realizaron todas aquellas ma-

nipulaciones a nivel molecular de los 4Acidos nucleicos utilizados en
nuestros estudios.

9.—Recuperacion de fragmentos de DNA a partir de geles prepara-
tivos.—Aquellos fragmentos de DNA que fueron necesarios aislar en
forma pura para su utilizacién en subsecuentes experimentos, fueron
preparados a partir de geles preparativos de agarosa de bajo punto
de fusién o de geles preparativos de poliacrilamida. De los de agarosa
se extrajo el DNA al fundir el trozo de agarosa conteniendo la banda
del fragmento deseado y recuperando el DNA por extracciones con
solventes orgénicos y_precipitacién con etanol. De los de poliacrila-
mida se recuperé el DNA por electroelucién seguida también de ex-
tracciones y precipitacion.

10.—Subclonacion de los fragmentos de DNA en pldsmidos y otros ve-
hiculos moleculares.—Fragmentos de DNA obtenidos en forma pura
fueron ligados con el DNA de vectores utilizando reacciones de 10
a 20 microlitros conteniendo las condiciones de reaccién para ligasa,
el DNA del vector ( ~ 200 ng) y la cantidad del fragmento para guardar
una relacién molar de éste con e] vector de 2 a 10 veces en exceso.
La reaccién se incub6 a 14°C toda la noche, verificando el éxito
de la misma mediante el anélisis por electroforesis en gel.
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erias E. coli Cat + co’n_zpetentes.— Para

ito ecombinantes, se introducen estas
y prepa_racmnr ?: tlgcs:nircn: lggui?:n;formacién, misma que se desrc:lig
5 bactgrle:\sdg(r)l La cepa C600 o HB101 fue hechg compet(in(t)e ;())erll 1.
apta 121:1 de i)NA foraneo mediante el tratamiento a 4 i (t:ratadas
e hipoténica de cloruro de calcio. Las b.actenas as atann
solucién ll?ef)stas al producto de la reaccién de ligasa del vecs <
i‘fe?:gﬁ%m que se deseaba subclonar. Aqlllgélcaiin:ggtser;s gajeas >

ssmido recombinante fueron selec _ -
ii’a;torli1 ggntgﬁzﬁg el antibiético para cuya resistencia el vector por

taba un gen.

11.—Transformacion de bact

i j .—Una de las pruebas
ién in vitro de RNAs mensajeros.—Vl .oy
:ize.-l_: Ticr':tigfgfiz:i):d zde los RNA mens-ajerost que plgéacsarg;su dciglsm:gxe(;n gr;
idad de sintesis de proteinas. > ad
evalg:rn is::fo(;?rl::gién sobre la naturaleze_x de las prg;el_nasdecolgl;(f)léaitgzz
arm]t RNA mensajeros. Esta capacidad Ade sintesis B
2 1 oit,NAs totales y poli A+ (mensajeros) f}le analiza % artir
?: i::)csubacién de estos en un extracto libxie d:le c;ﬁg:ia: niox&terrlrll a(;cz;dgl "
i i j resencia de
g'e rcettifaurlggrllttzs g:n cazufrone]oe y35?nLgs proteinas sirétetizag%ss fmonge?:;
o i liacrilamida y / S
‘ sis en gel de polia SDS.

?arxi;inastr%(:;d%lsec;mizgdos para sujetarlos a gutorradlogl affa y asi

pl:)‘iler visualizar las proteinas sintetizadas in vitro.
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13.—Andlisis de genes y sus productos génicos.—De entre el conjunto
de las técnicas més poderosas de la ingenieria genética se encuentran
aquellas que por reacciones de hibridizacién de 4cidos nucleicos o
reacciones inmunolégicas nos permiten detectar una o pocas especies
moleculares de entre una mezcla que en ocasiones contiene hasta
millones de otras moléculas diferentes,

a).—DNA del gen.—La presencia de secuencias génicas especificas en
plasmidos u otros DNAs fue determinada mediante el método
de Southern, consistente en: la transferencia de los fragmentos
de DNA (separados en un gel de agarosa) a filtros de nitrocelu-
losa; la hibridizacién con sondas radiactivas; y la deteccion
de regiones homélogas a la sonda por autorradiografia.

b.—Transcritos de RNA.—La presencia de secuencias especificas en
los RNAs aislados se determing Por una técnica muy parecida
a la de ‘Southern” pero que por tratarse de RNA se llama
“Northern”. Otras diferencias incluyen el hecho de que el RNA
Se separa en geles de agarosa en presencia de agentes desnatu-
ralizantes, y la transferencia se hace inmediatamente después de

corrido el gel, omitiéndose los pasos de] 4cido, 4lcali y neutra-
lizaci6n.

¢).—Andlisis de proteinas.—La presencia de ciertas especies polipep-
tidicas en mezclas de proteinas especificas se determin6 por las
técnicas de inmunotransferencia o “Western blotting”. Aqui las
proteinas separadas en el gel de poliacrilamida y SDS fueron
transferidas por corriente eléctrica Yy una vez presentes en la
superficie del papel de nitrocelulosa, fueron detectadas por reac-

ciones del tipo antigeno-anticuerpo con acoplamiento a reacciones
enzimiticas o a radiactividad.
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