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E VOLUCION DIRIGIDA DE PROTEINAS

El objetivo central del grupo se refiere a la comprension de los
procesos de evolucion molecular en proteinas y al
establecimiento y desarrollo de metodologias relacionadas con
ellos asi como su aplicacion en biocatalisis. Las proteinas son
biomoléculas con un papel central en virtualmente todas las
transacciones bioldgicas. Esto hace que resulten altamente
relevantes como objetos de estudio. Las enzimas, en particular,
constituyen un grupo singularmente importante de proteinas, por la diversidad e importancia de sus
funciones cataliticas, que conducen todas las transformaciones quimicas en los seres vivos, asi como
por su aplicacién a la industria quimica, en el area conocida como biocatélisis. Durante mas de dos
décadas hemos contado con herramientas poderosas para la modificacion de la secuencia de proteinas
(mutagénesis dirigida). No obstante, la complejidad inherente a los sistemas macromoleculares mantiene
como meta distante la capacidad de predecir e implementar cambios de secuencia que resulten en
cambios propiedades, tales como estabilidad, especificidad de sustrato o, incluso, modificacion de la
reaccion quimica que lleva a cabo una enzima. Es cada vez mas claro, por otra parte, que el proceso
evolutivo, basado en variacion y seleccion (que dio origen a la extraordinaria diversidad natural de
proteinas que sustentan el fendmeno de la vida) puede ser utilizado para extender, en el laboratorio, las
funciones de estas mismas proteinas. Este enfoque se conoce hoy dia como evolucién dirigida. Los
elementos bésicos para integrar una tecnologia habilitadora en evolucion dirigida incluyen, por una parte,
las metodologias de mutagénesis, incluyendo Reaccidén en Cadena de Polimerasa (PCR mutagénica),
barajado de genes (gene shuffling, STEP) y empleo de oligonucledtidos sintéticos especiales
(especificamente en esquemas que operan a nivel de codén). Trabajamos, ademas, en la generacion de
sistemas combinatorios que nos permitan trabaja con nimeros muy elevados de variantes, a pesar de la
limitacién de la eficiencia de transformacion de E. coli . Por otra parte, hemos desarrollado sistemas para
la seleccion de proteinas con atributos deseados, especialmente aquéllas que se basan en estirpes
bacterianas con genes especificos eliminados. Los elementos de tecnologia mencionados se han puesto
en juego en el estudio de diversos sistemas enzimaticos modelo, entre los que destacan la beta-
lactamasa y los barriles TIM. El otro componente fundamental de la evolucion es la seleccion (o
bldsqueda, en el caso del proceso de laboratorio). En este ambito, trabajamos con actividades de la via
glicolitica y de tiamina fosfato sintasa como esquemas de seleccién, y hemos adquirido un sistema
robético para el manejo de colonias bacterianas y otro que posibilita la busqueda de alto rendimiento en
formato de placas de 96 pozos. Esta tecnologia habilitadora puede emplearse para abordar problemas
de biocatalisis con aplicacion practica, entre los que hemos abordado: la penicilino acilasa (util en la
produccion de penicilinas semisintéticas), la alfa-amilasa (que juega un papel central en la produccion de
jarabes a partir de almiddn) y las enzimas involucradas en la biosintesis de compuestos aromaticos. Nos




interesa estudiar los conceptos basicos que subyacen el proceso de evolucion molecular, utilizando
hipotesis que surgen de nuestros resultados actuales, tales como el papel de inserciones y deleciones, la
participacion de modulos estructurales (por ejemplo, las azas de los barriles TIM) y los conceptos de
flexibilidad y generalidad en la catalisis realizada por las enzimas primigenias (en colaboracion con el
grupo de Lorenzo Segovia). Recientemente hemos publicado avances especialmente en la puesta a
punto de nuevos métodos, tanto en el uso de DNA sintético, como en sistemas para obtener genotecas
de alta diversidad.
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L os oligonucledtidos sintéticos son una herramienta quimica

| indispensable en numerosas técnicas de Biologia Molecular. Se
utilizan como "primers" en la secuenciacién de DNA,
amplificacion de fragmentos especificos por PCR, mutagénesis
dirigida a un sitio, mutagénesis regional al azar y como sondas
" en la busqueda de secuencias nucleotidicas especificas.
& Actualmente estan siendo ampliamente utilizados en diagnéstico
clinico para evaluar enfermedades genéticas o bien identificar

: infecciones microbianas o virales. La Unidad de Sintesis es
responsable del ensamble de ollgonucleotldos para miembros del Instituto de Biotecnologia y en general
para cualquier Institucion publica o privada, destacando entre las instituciones de la UNAM, el Centro de
Ciencias Gendmicas, la Facultad de Medicina, la Facultad de Quimica, el Instituto de Fisiologia Celular y
el Instituto de Investigaciones Biomédicas. Instituciones externas a la UNAM, como el Instituto Nacional
de Salud Publica, CINVESTAYV, el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste y el Centro de
Investigacion Cientifica y de Estudios Superiores de Ensenada también son beneficiadas con el servicio.
De manera particular, en el presente afio se sintetizaron 3612 oligos, de los cuales el 31.5%
correspondié a Instituciones externas. La produccién total crecid 9.0% con respecto a 2003. Esta labor
requirio el acoplamiento de 98548 nucledtidos a traves de tres sintetizadores automatizados de DNA. En
cuanto al servicio de sequenciacion automatica de DNA, en 2004 se secuenciaron 7479 muestras,
representando un incremento de 44% con respecto a 2003. En la parte de Investigacion, confirmamos a
través de experimentos de clonacion de oligonucleétidos mutagénicos y numerables secuencias de
clonas, la composicion nucleotidica correcta de los 26 Fmoc-trimero amiditos sintetizados en 2002 y
determinamos al mismo tiempo su reactividad relativa con el fin de poder generar bibliotecas
homogéneas en la representacién de codones mutantes. Por tanto, esta coleccion de 26 unidades
mutagénicas nos permite contar ahora con una mezcla de 20 codones y otra de 20 anticodones para
hacer posible la modificacion de la cadena codificante o la cadena templado de un gen cualquiera 'y
probablemente por ensamble por PCR se podran explorar genes completos de manera mas eficiente a
como lo hace la naturaleza o los métodos de evolucién in vitro que existen hasta el momento. Por otra
parte, también concluimos el desarrollo de un método de mutagénesis capaz de generar deleciones
combinatorias a nivel de codon, con el fin de evitar el desfasamiento del marco de lectura y evitar la
produccién de proteinas mutantes truncadas.
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i E VOLUCION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA: UN
ENFOQUE EXPERIMENTAL Y BIOINFORMATICO

El tema central de investigacion de nuestro grupo comprende el
% estudio de los mecanismos evolutivos que operan en las
 proteinas. Adicionalmente, continuamos con nuestra linea sobre
el mecanismo molecular de activacion de la expresion de los

. genes transcritos por la RNA polimerasa con el factor sigma 54
(E354) Nuestras herramientas y estrategias de trabajo han combinado el trabajo experimental con los
estudios bioinformaticos, principalmente en andlisis de secuencias, la genémica comparativa y la
filogenia molecular. Nuestro modelo de estudio principal son las vias de sintesis de las vitaminas en los
organismos cuyos genomas han sido completamente secuenciados. Este modelo nos permite el estudio
de multiples casos de convergencia funcional (gene dissplacement). A continuacion describimos
brevemente los avances de algunos de nuestros proyectos:

Mecanismo de activacion de la transcripcion por Es54 El inicio de la transcripcion es un complejo
mecanismo en el que participan un gran niumero de proteinas, que involucra diferentes pasos. El objetivo
central de este proyecto es entender el mecanismo molecular de la activacién de los genes transcritos
por la RNA polimerasa asociada al factor sigma-54 (Es54). Esta forma de la RNA polimerasa presenta
varias caracteristicas que la distinguen del resto de las polimerasas bacterianas. Es54 tiene la capacidad
de reconocer un tipo Unico de promotores con secuencias conservadas a -24 y -12 nucledétidos del inicio
de la transcripcion, a diferencia del resto de los promotores conformados por secuencias a -35y -10
nucleétidos, y formar un complejo cerrado estable. Este complejo se isomeriza a un complejo abierto,
activo, exclusivamente en presencia de proteinas regulatorias de la familia de las Enhancer-Binding
Proteins. Estas proteinas son los Unicos reguladores bacterianos conocidos cuyos sitios de
reconocimiento se localizan a cientos de nucle6tidos del promotor, por lo que son funcionalmente
similares a los "enhancers" de los genes eucariotes. Al activar la transcripcion las EBP se unen a estos
sitios y contactan simultaneamente a Es54. Como resultado el DNA intermedio se dobla formando un
asa. Otra particularidad de la activacion por Es54 es el requerimiento de energia, la cual se obtiene de la
hidrélisis de ATP, catalizada por las EBP. Las EBP estan formadas generalmente por tres dominios
estructurales y funcionales distintos: Un dominio NH2 terminal con funciones regulatorias; el dominio
central, de 240 amino &cidos, que es el unico dominio conservado en todos los miembros de esta familia;
y un dominio COOH terminal con la funcién de reconocimiento e interaccion con el DNA. El dominio
central tiene todos los determinantes para la activacion de la transcripcion. Por medio de comparacion de
secuencias hemos detectado siete regiones altamente conservadas involucradas en diferentes funciones
que llevan a la activacion. Mediante estudios genéticos, bioquimicos y estructurales se ha demostrado



gue una de estas regiones, denominada C3, esté involucrada en el reconocimiento e interaccion
productiva con Es54. Esta regidn esta estructurada como un loop y mutantes aqui afectan
especificamente la activacion, sin tener consecuencias en las otras funciones Por otra parte, el factor
sigma 54 esta formado por tres regiones: la region | ha sido propuesta como el sitio de respuesta al
activador, en virtud de los fenotipos de activacidn alterada de mutantes en esta region. La region |l es
poco conservada y de tamafio variable. La region Il esta involucrada en el reconocimiento del promotor y
de la interaccion con el "core" de la RNA polimerasa. Para profundisar en el estudio del mecanismo de
activaciéon hemos abordado un enfoque genético basado en la generaciéon de mutantes alteradas
especificamente en la funcion de activacion de NifA y buscar supresoras en sigma 54. Esta estrategia se
basa en el hecho de que en un complejo macromolecular una funcién reducida, causada por una
mutacion en un miembro, puede ser compensada por un modificacion en un segundo miembro. Esta
compensacion puede ser alelo especifica, si se restauran contactos criticos requeridos para el ensamble
del complejo, revelando una intima interaccion proteina-proteina. Alternativamente, supresoras no alelo-
especificas pueden compensar indirectamente el defecto al aumentar la eficiencia o la estabilidad del
complejo. Contamos con una coleccién de mutantes en la regién C3 de las EBPs NifA y PspF incapaces
de activar la transcripcion. De esta coleccion, hemos obtenido supresoras al mutar rpoN, el gene que
codifica para sigma 54. Las mutantes mas relevantes mapean en la region | y algunas de ellas parecen
mostrar supresion especifica para la misma mutacion en soélo uno de los dos activadores.
Adicionalmente, contamos con algunas mutantes que muestran fenotipo de activacién en ausencia de la
EBP especifica. En colaboracién con el Dr. Martin Buck, del Imperial College, Londres, hemos
caracterizado las diferentes propiedades de estas mutantes a profudidad tanto in vivo como in vitro.

Analisis de las vias de biosintesis de tiamina en los genomas secuenciados. ¢ Como se generan
nuevas actividades enzimaticas?; ¢ Una misma actividad enzimatica puede llevarse a cabo en
estructuras protéicas diferentes con el mismo tipo de catélisis?; ¢ Existe alguna preferencia estructural
para ciertas actividades enzimaticas?; ¢ Es posible generar nuevas actividades con métodos de
mutagénesis y seleccion en el laboratorio?. Estas son algunas de las preguntas centrales en evolucion
molecular de proteinas. El estudio de los genomas totalmente secuenciados nos da la oportunidad de
analizar el metabolismo de un organismo en su conjunto. La experiencia acumulada en estos pocos afos
de la ciencia genémica sugiere que en algunos organismos operan vias metabdlicas con productos
codificados por genes no homoélogos a los previamente reportados en nuestros organismos modelo. Esto
significa que en varios organismos no se han encontrado todos los genes necesarios para las funciones
gue poseen. Estos resultados nos indican que algunas actividades enzimaticas se llevan a cabo con
proteinas de origenes evolutivos diversos y en muchos casos los genes que las codifican adn no han
sido identificados. Nosotros hemos propuesto que las vias de sintesis de compuestos que se requieren
en concentraciones muy bajas en las células, como las vitaminas, pueden ser blancos de eventos de
desplazamiento de genes. Esto es que una mutacion que afecte la actividad de alguna enzima
involucrada en la biosintesis de alguna vitamina, podria ser suprimida por otra mutacion que modifique a
otra enzima distinta y la haga capaz de llevar a cabo la actividad perdida. Es altamente probable que, en
caso de ocurrir dichas mutaciones, éstas resultarian, en el mejor de los casos, en actividades
extremadamente bajas. Sin embargo, si la enzima en cuestion se expresa abundantemente, es probable
gue se obtengan los niveles requeridos de la vitamina. Un posterior proceso evolutivo de optimizacion
resultaria en una enzima mas eficiente. Hemos estudiado la presencia de los distintos genes para la
sintesis de tiamina thi, en los genomas de los microorganismos totalmente secuenciados.
Sorprendentemente, practicamente a todos ellos les falta de una a méas de la mitad de los genes
reportados en E. coli, a pesar de que varios de ellos no requieren ser suplementados con tiamina. Esto
nos indica que estos organismos muy probablemente tienen las actividades enzimaticas en proteinas no
homologas a las reportadas para E. coli . Por medio de busqueda de genes comunes en operones thi, a



la coocurrencia y anticorrelacion de presencia de genes y de regiones regulatorias cajas thi , hemos
identificado varios probables genes thi nuevos o de los cuales s6lo se habia demostrado su participacion
en la sintesis de tiamina sin conocer la funcion especifica. Varios de ellos los clonamos y determinamos
su funcion in vivo y para un caso tambien in vitro. Estos resultados nos indican que en efecto, en las vias
de sintesis de tiamina han ocurrido multiples eventos de desplazamiento de genes y que enzimas no
relacionadas llevan a cabo la misma actividad catalitica. Nuestros andlisis de la probable estructura del
gene thiE de T. maritima sugiere que no tiene relacion estructural con los genes thiE reportados. Para
determinar si este nuevo gene thiE en efecto tiene una estructura distinta, hemos cristalizado y difractado
varias muestras de proteinas tanto de T. maritima como de P. furiosus . Actualmente, se esta trabajando
con estos datos para ver si son adecuados para resolver la estructura de dicha proteina. Este proyecto
es una colaboracién con el grupo de Eduardo Horjales.

Evolucion dirigida para generar cambios de especificidad y migracién catalitica de enzimas. Los
resultados descritos anteriormente nos indican que la actividad de tiamino sintasa se ha reinventado al
menos dos veces en la naturaleza. ¢ Podriamos evolucionar artificialmente a una proteina con una
actividad distinta a la actividad de tiamino sintasa?. Hasta ahora algunos grupos de investigacion han
logrado obtener variantes de una misma actividad enzimatica, como la ampliacion de la especificidad de
algunas enzimas o la modificacion de la estabilidad. S6lo en muy pocos casos se ha demostrado
migracion catalitica por evolucion dirigida e ingenieria de proteinas. En nuestra opinion, una limitante
muy importante en el éxito de la migracion catalitica ha sido el no contar con sistemas que nos permitan
seleccionar actividades vestigiales eficientemente. Ademas, la generacién y el nimero de variantes
reales estudiadas ha sido limitado. Consideramos que la seleccién de la actividad de tiamia sintasa
podria ser un método que nos permitiera obtener variantes con parametros cinéticos muy limitados. Es
de suponer que si se logran modificar las propiedades cataliticas de una enzima, éstas seran muy
probablemente de muy baja eficiencia. Con los sistemas convencionales de seleccion (resistencia a
antibidticos, produccién de algin amino acido) estas variantes no tienen posibilidad de ser seleccionadas
ya gue se les demanda una actividad muy robusta desde el inicio. Ademas, un problema recurrente ha
sido la aparicion de falsos positivos, sobre todo con resistencia a antibidticos. Esto problemas no se
presentan con la seleccion de la complementacion de la actividad de tiamino sintasa. Hemos construido
y caracterizado genética y fenotipicamente varias cepas de E. coli con deleciones precisas de varios
genes que participan en la sintesis de tiamina y biotina. Contamos con una coleccién de variantes
obtenidas por evolucion dirigida de la enzima triosa fosfato isomerasa (TIM monomeérica) que tienen la
capacidad de complementar la deficiencia del gene thiE . Hemos purificado algunas de estas variantes,
determinado sus parametros cataliticos y demostrado que tienen actividad muy limitada, pero especifica,
de tiamino sintasa. Estos experimentos requirieron de la sintesis de los sustratos, ya que no se
encuentran disponibles comercialmente. Estos sustratos son inestables y hemos tenido la necesidad de
sintetizarlos de nuevo para concluir el andlisis de dicha coleccion de mutantes. Por otra parte,
generamos una cepa de E.coli deletada del gene bioF con el objetivo de conseguir migracion catalitica
de hemA , un gene parélogo involucrado en la sintesis del grupo hemo. Estas proteinas tienen 30% de
identidad en su secuencia de aminoacidos y un mecanismo catalitico muy parecido. Ambas utilizan
fosfato de piridoxal como cofactor y sus substratos son un aminoacido y un acido carboxilico acoplado
con conezima A. Clonamos el gene hemA de B. japonicum y lo sometimos a varias rondas de
mutagénesis y seleccion en la cepa bioF . Contamos con variantes de hemA que a diferncia del gene
silvestre, complementa la auxotrofia pr biotina de dicha cepa. Para comprobar que el fenotipo de debe
realmente a una nueva actividad de la enzima codificada por las variantes de hemA montamos el método
y determinamos la actividad de BioF de la variante de la ultima ronda de evolucion dirigida. Esta clona
presentd aproximadamente 10% de la actividad de la proteina BioF silvestre. En el Gltimo afio hemos
obtenido mas mutantes con el fenotipo deseado y estamos determinando se propiedades bioquimicas.



Estos resultados nos indican que fuimos capaces de migrar la actividad entre genes paralogos con
relativa facilidad y que es posible después de unas cuantas rondas de mutagénesis y seleccion llegar a
actividades considerables. Otro proyecto relacionado consistié en hacer a la enzima BioA bifuncional.
Esta enzima, al igual que BioF y HemA, pertenece a las enzimas dependientes de fosfato de piridoxal y
la reaccion que cataliza es similar a la de BioF. Después de varias rondas de mutagénesis y seleccion,
identificamos una variante de BioA que es capaz de complementar el crecimiento de una cepa deletada
de los genes bioA y bioF , por lo que es muy probable que hayamos logrado hacer a esta enzima capaz
de catalizar dos pasos suscesivos en la biosintesis de biotina. Nuestro trabajo ahora esta centrado en
estudiar bioquimicamente a esta proteina. Finalmente, utilizamos a un gene no relacionado a bioF , ni en
secuencia ni en estructura, y lo sometimos a evolucién dirgigida. Este gene es la carboxiesterasa de P.
aeuruginosa . Interesantemente, contamos con un derivado de dicho gene que es capaz de
complementar la auxotrofia por biotina. Esta mutante presenta seis cambios de aminoacidos, ademas de
un codon de terminacion que ocasiona la pérdida de la dltima hélice de la proteina, en la vecindad del
sitio activo. Durante este afio realizamos una serie de experimentos de evolucion dirigida para
incrementar la actividad de esta variante, logrando obtener otras variantes con mejor fenotipo. En
conclusion, hemos logrado obtener variantes de diversas enzimas con cambios muy radicales en su
actividad catalitica por evolucion dirigida.

Bioinformatica gendmica Durante el afio continuamos con diversos proyectos de analisis de
informacion gendmica. En colaboracion con Alejandro Garciarrubio desarrollamos un software para el
analisis de recombinantes génicas por metodologias de recombinacion in vitro. En colaboracién con
Enrigue Merino desarrollamos un servidor que analiza el contexto gendmico de cualquier gene en los
organismos completamente secuenciados. También en colaboracién con E. Merino y con Mario Soberén
y Juan Miranda concluimos un andlisis de la organizacion y regulacion de los genes thi en todos los
genomas secuencados. En colaboracion con Gabriel Iturriaga analizamos la evolucion de las multiples
vias de sintesis de trealosa en los genomas secuenciados. En colaboracién con Edgar Vallejo, del
Tecnologico de Monterrey, eleboramos un sistema para evaluacion de filogenia molecular por la
combinacién de multiples criterios evolutivos. Todos estos proyectos generaron publicaciones o
manuscritos recientemente sometidos.

Mapeo global de inicios de transcripcion en E. coli . Iniciamos este proyecto, financiado por el NIH,
USA, en colaboracion con Julio Collado. Este proyecto consiste en identificar y mapear todos los inicios
de transcripcion en E. coli . Hemos implementado la metodologia, tanto de andlisis de la informacion
disponible, como experimental, para hacer el mapeo global en este organismo. Hemos mapeado
alrededor de veinte nuevos promotores y estamos en la etapa de escalar el proceso para concluirlo en
un plazo no mayor a cuatro afos, que es el término del apoyo financiero.
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Bordes P, Wigneshweraraj SR, Chaney M, Dago AE, Morett E, Buck M . 2004. Communication
between Esigma, promoter DNA and the conserved threonine residue in the GAFTGA motif of the PspF
sigma-dependent activator during transcription activation. Mol Microbiol, 54 , 489-506.

Ciria R, Abreu-Goodger C, Morett E, Merino E . 2004. GeConT: gene context analysis. Bioinformatics,
20, 2307-2308.

Morett E, Garciarrubio A . 2004. Shuffled: a software suite that assists the analysis of recombinant



products resulting from DNA shuffling. Biotechniques, 37 , 354-358.
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Grande A, Valderrama B, Morett E . 1999. Suppression analysis of positive control mutants of nifa
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' 88 ESCALAMIENTO DE PROCESOS DE FERMENTACION.
1" FISIOLOGIA Y BIOPROCESAMIENTO DE CULTIVOS
MICELIARES

El grupo se dedica al estudio de los factores hidrodinamicos que
B ocurren en fermentaciones, principalmente aquéllas de reologia
¥ compleja cuyas propiedades estan determinadas por la

“& presencia de polisacaridos o por biomasa de morfologia
filamentosa. El grupo estudia también efectos de escalamiento y algunos aspectos del desarrollo de
procesos de interés industrial. Se han usado varios modelos biolégicos; sin embargo, recientemente nos
hemos concentrado en Azotobacter vinelandii y Trichoderma harzianum . En el caso de los cultivos
miceliares, se llevan a cabo estudios encaminados a un mejor entendimiento de las relaciones
morfologia-diferenciacion celular-productividad. Desde el afio 2001, destaca nuestra participacion en el
desarrollo de bioprocesos para la produccion de agentes de control bioldégico. A continuacion se resumen
los avances mas importantes en las principales areas de estudio:

Estudio de los problemas de mezclado en bioreactores que involucran hasta cuatro fases . Un
proceso biotecnoldgico en el que esta involucrado el problema de la homogenizacion de varias fases, lo
constituye el proceso de produccion de aromas frutales por el hongo Trichoderma harzianum y en donde
se usa aceite de ricino como fuente de carbono para el microorganismo. Este proceso se usa como
modelo de estudio para entender los problemas de mezclado que se dan en biorreactores que involucran
hasta cuatro fases. Para caracterizar las dispersiones liquido-liquido y liquido-gas, usamos una técnica
basada en la observacién microscoépica in situ de las gotas de aceite y de burbujas de gas dispersas en
el biorreactor y su posterior procesamiento mediante analisis de imagenes. La inspeccion microscopica
detallada de la dispersion permite la identificacion de interacciones entre las diferentes fases y de
mecanismos de transferencia de masa muy complejos asi como la formacion de gotas multifasicas, es
decir, la presencia de burbujas dentro de las gotas de aceite y de microgotas que pueden estar dentro o
adheridas a las gotas de aceite. En este periodo, la caracterizacion e identificacion de la naturaleza de
las microgotas se hizo en un sistema modelo en presencia de proteina (0.002-0.5 g/L de BSA), utilizando
el sistema de analisis de imagenes y los conceptos de Optica paraxial, lo que permitid observar que las
microgotas estan dentro de las gotas de aceite y son de fase acuosa. Se observo que en
concentraciones <0.15 g/L de BSA, el 95 % de las gotas observadas son estructuras complejas, mientras
gue a concentraciones mayores, el porcentaje disminuye significativamente y que el diametro Sauter de
las microgotas varia de 140 a 160 micras en todos los sistemas, independientemente de la concentracion
de proteina. Asimismo, se implemento una técnica microestereoscopica para la visualizacion y analisis
cuantitativo de estas estructuras multifasicas de manera que se puede discernir con detalle si las



burbujas y microgotas que parecen estar dentro de otras realmente lo estan, y descartar traslapes de
imagenes provenientes de planos diferentes. Ademas, se desarrollaron y probaron los algoritmos que
permiten de forma semiautomatica la medicion en linea de gotas y burbujas en sistemas de tres fases.
Se encontro que la adicion de &cido ricinoleico, tiene un efecto sobre el kLa mucho mas drastico que el
observado en sistemas con proteina. De igual forma, se caracterizo la dindmica de formacion de
estructuras y de la emulsién aceite-fase acuosa.

Estudio de los principales aspectos que determinan la cantidad y las caracteristicas quimicas de
alginatos producidos por fermentacion Los alginatos son polisacéaridos utilizados como agentes
gelificantes y viscosificantes en las industrias de alimentos y farmaceéutica. Estos biopolimeros se extraen
de algas marinas pero también es posible producirlos por fermentacion, usando bacterias como
Azotobacter vinelandii . Desde hace varios afios, nuestro grupo ha estado interesado en el entendimiento
de los factores de la fermentacion que determinan la cantidad y la calidad del alginato, con el proposito
de mejorar el proceso biotecnoldgico y lograr eventualmente hacerlo competitivo industrialmente. En este
periodo se continuaron los estudios orientados hacia el escalamiento del proceso de producciéon. Entre
éstos, cabe mencionar el uso del consumo de potencia como criterio de escalamiento que permita
reproducir (en fermentadores de 1y 10 L) las condiciones que ocurren en matraces agitados. Se
continud el analisis de los perfiles de consumo de potencia y de transferencia de oxigeno que ocurren en
matraces agitados y el impacto que tienen sobre la sintesis y en la composicion del alginato. Se
evaluaron nuevas cepas de A. vinelandii con potencial para la sintesis de alginato y se avanzo en la
formulacion de un medio de cultivo que sea susceptible de ser usado en cultivos a mayor escala. Se
culminaron los estudios en cultivo lote alimentado relacionados con el efecto de la velocidad de
crecimiento y su impacto en el peso molecular del alginato. Finalmente, se avanzé en el entendimiento
del papel del alginato en la agregacion de A. vinelandii y se construyo y caracterizé una cepa con fusiéon
cydA::gfp que permite monitorear la disponibilidad de oxigeno en cultivos en matraces agitados.

Bioprocesos con cultivos miceliares . El estudio de las relaciones morfologia-diferenciacion celular-
productividad de procesos que involucran hongos filamentosos requieren de una caracterizacion rigurosa
de la morfologia y del estado metabdlico de los cultivos. Como modelo de estudio se ha estudiado la
produccion de 6 pentil-alfa-pirona (6-PP) por Trichoderma harzianum . La produccion de 6PP (aroma a
coco) ha sido limitada debido a la toxicidad que esta molécula tiene sobre el propio microorganismo
productor. Con el fin de maximizar la produccion de 6PP empleamos la fermentacion extractiva (con
hexadecano) y la elicitacion, usando micelio desvitalizado de Rhizoctonia solani . En este periodo, se
demostrd que el sobrenadante del medio agotado proveniente del cultivo de Rhizoctonia solani es tan
eficaz para elicitar la produccién de 6PP como el micelio de este microorganismo. Paralelamente a la
induccion de la producciéon de 6PP, se encontrd que tanto el micelio como las paredes celulares de
Rhizoctonia solani inducen la produccion de glucanasas y quitinasas por Trichoderma harzianum .
Nuestro trabajo demostré que la induccién de la produccion de 6PP sigue mecanismos paralelos a la
elicitacion de enzimas hidroliticas durante la interaccion micoparasitica Trichoderma-Rhizoctonia . Por
otra parte, se llevaron a cabo estudios de la biotransformacion de la 6PP en cultivos de Trichoderma
harzianum . Se demostro que la biotransformacion de la molécula ocurre intracelularmente. Asimismo, se
demostrd que la biotransformacion de la 6PP es de tipo microsomal y, a diferencia de la degradacién
extracelular, es constitutiva ya que ocurre con los microsomas obtenidos tanto con células obtenidas en
un medio de produccion de 6PP, como con células provenientes de un medio donde el microorganismo
no produce la molécula. Finalmente, se estudi6 la implicacién de una lipoxigenasa en la biosintesis de la
6PP. Se evaluaron dierentes inhibidores de lipoxigenasas y se encontré que el uso de piroxicam inhibe la
biosintesis de 6PP por Trichoderma harzianum . Estos resultados indican, de manera preliminar, la
posibilidad de que la via de biosintesis de la 6PP involucra una lipoxigenasa.



Desarrollo de procesos para la producciéon de agentes de control biolégico de enfermedades en la
agricultura . Este proyecto pretende el desarrollo de una tecnologia de proceso que permita la
formulacion de productos de control biolégico de enfermedades de cultivos agricolas de importancia en
nuestro pais. En este periodo, se produjeron (a nivel piloto) los antagonistas de C. gloesporioides en
formulaciones liquidas a base de células vegetativas y se aplicaron en un nuevo ciclo de produccién de
mango. Se logro controlar la antracnosis en niveles iguales o superiores que cuando se uso el fungicida
qguimico. Se desarroll6 un proceso de fermentacion para la produccién de esporas de dos cepas de B.
subtilis y se prepararon formulados sélidos usando el secado por aspersion. Estos formulados (con
considerables ventajas respecto a aquellos con células vegetativas) se aplicaron a cultivos de papa,
mango y papaya. En el caso de la papa se lograron incrementos en la producciéon de tubérculo de alta
calidad cuando se uso el formulado biolégico. En el caso del mango y papaya, los experimentos estan en
proceso. Se llevo a cabo la produccion y formulacién de esporas de seis cepas de Trichoderma spp.
aisladas por el CIAD-Culiacan. Estas formulaciones fueron evaluadas en el control de Fusarium
oxysporum en garbanzo. Una de estas formulaciones logré un control exitoso del patégeno, con un
incremento del 80 % en la produccion de garbanzo, comparado con el cultivo sin formulado. Se estudio
también la contribucion de el dafio térmico y la deshidratacion sobre la viabilidad y la vida de anaquel de
esporas de Trichoderma harzianum . Se demostr6 que la deshidratacion es el mecanismo principal del
dafio celular durante el secado por aspersion de las esporas.
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Desarrollo de tecnologias con anticuerpos . Un aspecto es el
= desarrollo de pruebas diagndsticas con anticuerpos
monoclonales tanto en formato de placas de ELISA como de
tiras inmunodiagnésticas. El otro es el desarrollo y mejoramiento
de anticuerpos terapéuticos, particularmente en el area de

’ venenos animales. Recientemente, en un esfuerzo multigrupal e
interdisciplinario, hemos iniciado la obtencion y evaluacion funcional de anticuerpos recombinantes para
el desarrollo de antivenenos.

Venenos de arafias . La diversidad de biomoléculas en el veneno de arafias es enorme. Estamos
caracterizando, estructural y funcionalmente, venenos de tarantulas (Fam. Theraphosidae), los que
contienen hialuronidasa, polipéptidos que actian sobre una gran variedad de canales para iones de
potasio y calcio, ATP y acilpoliaminas. También trabajamos en la produccién y caracterizacion
inmunoquimica de la alfa-latrotoxina de la viuda negra ( Latrodectus ) y de la necrotoxina de la arafia
violinista ( Loxosceles ) para contar con proteinas recombinantes que sirvan como inmundgenos en la
elaboracién de los antivenenos correspondientes.

Genética molecular y biologia celular de la ruta secretoria de Entamoeba histolytica . E.

histolytica , el protozoario causante de la amibiasis, es un organismo eucariote simple, carente de
estructuras subcelulares tipo mitocondria, peroxisoma y microtabulos citoplasmaticos; la existencia de
organelos tipo reticulo endoplasmico (RE) y aparato de Golgi en la amiba es aun motivo de debate. Sin
embargo, el dogma actual de la evolucion eucariota predice que el nucleo y el sistema endomembranoso
coevolucionaron y, por tanto, todo organismo eucariote deberia poseer estructuras funcionales similares
a RE y Golgi. Desde el punto de vista estructural, E. histolytica presenta un RE y aparato de Golgi, a lo
mas, poco desarrollados. Ademas, se ha demostrado que la amiba realiza funciones de glicosilacion y
secrecion de proteinas; en buena medida de ello depende su patogenicidad.

En los ultimos afios, nos hemos enfocado en la identificacion, clonacidn y caracterizacion de genes que
codifican para proteinas secretorias que puedan servirnos como marcadores moleculares de
compartimentos celulares tipo RE (Srp54, PDI, Sec61 alfa, STT3), aparato de Golgi (ERD2) y vesiculas
tardias (Rab8, RabGAP, RabGDI). Otros grupos han reportado la clonacion de otros genes de proteinas
secretorias como BiP (RE), Rab7, Rabl11, RabB y ARFL1 (trafico vesicular). La presencia y expresion de
estos marcadores evidencia funciones tipo RE y Golgi en la célula amibiana; no obstante, adn resta
identificar las estructuras celulares responsables de tales funciones. Asi las cosas, estamos describiendo



los compartimentos definidos por los productos de tales genes tanto en células fijadas (estructura de
voliumenes y subvolimenes) como en células vivas (dinamica de volumenes y subvolimenes) por medio
de microscopia de fluorescencia. Esta descripcion sera complementada con estudios de microscopia
electronica a fin de conocer las asociaciones estructurales finas. También, pretendemos caracterizar las
modificaciones en el arreglo y dindmica de los compartimentos secretorios y la mobilizaciéon de factores
de virulencia membranales o secretados como respuesta a la supresion de genes de la ruta secretoria
por medio de péptido acido nucleicos (PNAs) con actividad antimensajero y/o antigene.
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L IGANDOS NATURALES Y SUS BLANCOS DE ACCION

Nuestro laboratorio se dedica al estudio de componentes
del veneno de alacranes . El interés principal esta enfocado a
los péptidos que reconocen a canales idnicos e interfieren con
fenémenos relacionados con la comunicacién celular. Esta se ve
afectada por la presencia de substancias que llamamos
"ligandos naturales", porque se encuentran en organismos Vvivos
y tienen una accion farmacolégica importante al reconocer a receptores especificos de ciertas células, en
especial de células excitables del tejido muscular y nervioso. Los ligandos naturales al pegarse a sus
moléculas blanco bloquean, modulan o modifican su comportamiento, pudiendo causar transtornos
irreparables a la comunicacion entre las células y de éstas con el medio que las rodea. En los ultimos
aflos hemos enfocado nuestra atencion al estudio de las ergtoxinas, péptidos de 41-17, amino&cidos que
bloquean canales de potasio tipo ERG, pertenecientes a la familia de genes ether-a-go-go . El mal
funcionamiento de ciertos sub-tipos de canales ERG es responsable de arritmias cardiacas que pueden
llegar a ser fatales en los individuos que las padecen. En 2004 publicamos un trabajo en el cual se
reporta la solucion de la estructura tridimensional de la ergtoxina-1 (CnErgl), un péptido purificado del
veneno del alacran de Nayarit Centruroides noxius , por resonancia nuclear magnética (RNM). También
en este afio se resolvid la estructura tridimensional por RNM de otra toxina (Cn12) del veneno del mismo
alacran, que tiene efecto modulador sobre canales de sodio. Ardiscretina, una toxina aislada del veneno
del alacran Tityus discrepans , es otro péptido que reconoce canales de sodio de artrépodos que fue
caracterizado en este periodo. Varios trabajos se publicaron en los cuales reportamos el aislamiento,
clonacién de los genes y caracterizacién quimica-funcional de varias toxinas del veneno de alacranes,
gue reconocen distintos canales de potasio voltage dependientes, incluyendo una revision general sobre
el asunto. Una nueva clase de pequefios péptidos (Tetrapandinas), fue descubierta en el veneno del
alacran Pandinus imperator , capaz de inhibir los mecanismos de entrada de calcio ("store-operated
calcium entry") en células embrionarias de rifidon. Dos nuevas toxinas con efecto sobre el canal de calcio
sensible a rianodina también fueron completamente caracterizadas. En relacién a la hemolinfa del
alacran de Morelos Centruroides limpidus limpidus , un interesante péptido (Cll-dlp), relacionado con
fendmenos de inmunidad innata fue aislado y caracterizado. Se demostré que este péptido es un nuevo
miembro de la familia de las defensinas de insectos. Asimismo, varios trabajos fueron publicados en los
cuales se reportan componentes aislados del veneno del alacran Anuroctonus phaiodactylus de la familia
luridae, los cuales constituyen los primeros ejemplos en la literatura, en su género. Entre estos esta una
fosfolipasa heterodimérica glicosilada (Phaiodactilipina), una toxina a insectos (Phaiodotoxina) y un
modulador de canales de potasio de células de linfocitos T (Anuroctoxina). No menos importante fue el
esfuerzo realizado en la caracterizacion proteémica del veneno total de varios alacranes, entre ellos:




Tityus cambridgei y Tityus costatus . La colaboracién con otros grupos de la UNAM (Dr. Froylan Gomez-
Lagunas de la Fac. de Medicina, Dr. Federico del Rio-Portilla del Instituto de Quimica, Drs. Karlen
Gazarian y Carlos Larralde del Instituto de Investigaciones Biomédicas, Drs. Baltazar Becerril, Alejandro
Alagoén, Eduardo Horjales y Jean-Louis Chali del Instituto de Biotecnologia) produjeron publicaciones en
conjunto o constituyen importantes colaboraciones que se estan desarrollando en este momento con
nuestro laboratorio. También se debe mencionar la colaboracion con grupos de otras instituciones
nacionales (Dr.Mario Henry Rodriguez del Instituto Nacional de Salud Publica y del Dr. Fidel Hernandez-
Hernandez del CINVESTAV-IPN) y de varios grupos internacionales, como el grupo de los Drs. Carlos
Sevcik y Gina D"Suze de Venezuela, de los Drs. Carlos Schwartz y Elisabeth Ferroni Schwartz de Brasil,
de los Drs. Gianfranco Prestipino y Enzo Wanke de Italia, de los Drs. Héctor Valdivia y Mitchel Villereal
de Estados Unidos, de la Dra. Muriel Delepierre de Francia y del Dr. Jean Tytgat de Bélgica, para
mencionar solamente los mas importantes. Con la industria Mexicana continuamos el proyecto que tiene
por finalidad la expresién de toxinas recombinantes, a partir de los genes clonados, principalmente de
toxinas que reconocen canales de sodio, por su importancia médica. Para esto, el laboratorio cuenta con
la colaboracién, interés y financiamiento de los Laboratorios Silanes, S.A. de C.V. y del Instituto Bioclén
S.A. de C.V. (gracias a un Convenio firmado entre la UNAM y estas compaiiias). Durante el afio de 2004
nuestro laboratorio publicé 20 articulos en revistas indizadas, cuenta con 3 en prensa, ademas de la
terminacion de varias tesis de posgrado y de grado, dirigidas por personal de nuestro laboratorio. La
participacion en foros de divulgacion tanto internacionales como nacionales, también fueron actividades
desarralladas en el periodo, asimismo como la participacion en actividades docentes.
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8 FAGOS FILAMENTOSOS PARA EL AISLAMIENTO Y
| CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS CON FINES DE
DIAGNOSTICO Y TERAPEUTICOS. ESTUDIOS DE LAS
PROPIEDADES FIBRILOGENICAS DE LA FAMILIA DE
CADENAS LIGERAS LAMBDA 6

™ = 1

En nuestro grupo estamos interesados en la construccion y seleccion de bibliotecas de fragmentos de
anticuerpos desplegados en fagos filamentosos, para el aislamiento y caracterizacion de anticuerpos con
fines de diagndstico y terapéuticos. Actualmente estamos trabajando en el aislamiento y caracterizacion
de anticuerpos humanos neutralizantes del efecto del veneno de alacran, a partir de bibliotecas inmunes
y no inmunes. También estamos construyendo varias bibliotecas de anticuerpos murinos de las cuales
se puedan aislar anticuerpos neutralizantes del veneno de alacranes, arafias y abejas entre otros
animales ponzofiosos. A partir de la seleccion de estas bibliotecas, hemos aislado varios anticuerpos
humanos que reconocen a la toxina Cn2 (una de las mas toxicas y abundantes), del veneno de
Centruroides noxius . Es importante mencionar que neutralizando la toxina Cn2, se neutraliza el efecto
del veneno. Otros anticuerpos humanos que reconocen las toxinas CllI1 y ClI2 de Centruroides limpidus
limpidus (toxinas también abundantes y toxicas), estan siendo caracterizados a nivel de su capacidad
neutralizante. Por otro lado, también contamos con varios anticuerpos de ratdn que reconocen a la toxina
Cn2 con diferentes afinidades, algunos de ellos con una afinidad mayor que el anticuerpo BCF2, el cual
tiene una afinidad nanomolar por dicha toxina. Actualmente contamos con algunos fragmentos de
anticuerpo en diferentes formatos tanto humanos como de raton capaces de neutralizar a la toxina Cn2 y
al veneno total de Centruroides noxius . Estos anicuerpos estan siendo protegidos con sus respectivas
patentes y pronto seran sometidos a pruebas clinicas, previo a su uso en humanos. Finalmente, hemos
iniciado una nueva linea en la cual queremos contribuir al entendimiento de la influencia de la estabilidad
termodinamica de la region variable de las cadenas ligeras lambda 6, sobre la deposicion de las mismas
en forma de fibrillas en 6rganos especificos, enfermedad conocida como amiloidosis AL. Recientemente
hemos construido y expresado una regién variable completa basada en la secuencia de la linea germinal
lambda 6. Se han generado también algunas variantes de residuos propios de esta familia de cadenas
ligeras. Los resultados indican que la linea germinal no es intrinsecamente amiloidogénica. Los estudios
de algunas de las mutantes indican que la regién amino terminal esta implicada en la amiloidogenicidad
de las cadenas ligeras lambda 6. Hemos construido una mutante en la posicion 25, la cual podria estar
involucrada en un cambio de la estructura candnica del CDR1.
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|Ademés, debido al reducido niumero de

~ espectrometros de masas de alta resolucion y al
|interés por promover y facilitar la investigacion en el
area de protedmica en México, la UPRO-IBT se ha

s planeado como una unidad de servicio de
espectrometria de masas, abierta a otras entidades de
la UNAM y con proyeccion eventual a nivel nacional.

Objetivos

Fortalecer en el corto plazo la investigacion que desarrollan los diferentes grupos del IBT, mediante la
introduccion de la tecnologia de espectrometria de masas a sus proyectos.

Formar recursos humanos con una alta capacitacion técnico-cientifica en el area de analisis protebmico
basado en espectrometria de masas.

Prestar servicios de alta calidad a la comunidad cientifica y al sector productivo nacional, en el area de
identificacion y caracterizacion de proteinas.

Servir como base de referencia tecnoldgica a los laboratorios de espectrometria de masas/protedmica
gue existen actualmente en el pais y para aquellos que se formen proximamente.

Impulsar los estudios basados en enfoques integrales de andlisis, para consolidar el desarrollo de las
ciencias genomicas y la biologia de sistemas en nuestro pais.

Ofrecer las facilidades para desarrollar y optimizar métodos para la identificacién de biomarcadores y
para diagndéstico molecular de enfermedades relacionadas con la poblacion mexicana.

Dr. Cesar

: Encargado de la Unidad de Protedmica
Ferreira




Investigador
|Q.I. Oscar Villa  [Técnico Académico
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Sergio Agustin Roman
Gonzalez

@ Estudiante de Maestria en Ciencias
Bioguimicas

Tutor : Dr. Cesar Ferreira
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Saida Salas Castillo

@ Estudiante de Maestriaen Ciencias
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Tutor : Dr. Cesar Ferreira
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Dra. Elia Diego Garcia

@ |nvestigador en estancia postdoctoral

Grupo del Dr. Lourival Domingos Possani

Publicaciones recientes

Diego-Garcia,E. Batista,C.V. Garcia-Gomez,B.I. Lucas,S. Candido,D.M. Gomez-L agunas,F. Possani,L.D.
2005. The Brazilian scorpion Tityus costatus Karsch: genes, peptides and function Toxicon 45 273-283.

Rodriguez-de-la-Vega,R. Garcia,B. D'Ambrosio,C. Diego-Garcia,E. Scaloni,A. Possani,L.D. 2004.
Antimicrobia peptide induction in the haemolymph of the Mexican scorpion Centruroides limpidus
l[impidus in response to septic injury Cell Mol Life Sci 61 1507-1519.

Corona,M. Coronas,F.V. Merino,E. Becerril ,B. Gutierrez,R. Rebolledo-Antunez,S. Garcia,D.E. Possani,L.
D. 2003. A novel class of peptide found in scorpion venom with neurodepressant effects in peripheral and
central nervous system of the rat Biochimica et Biophysica Acta-Proteins and Proteomics 1649 58-67.
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Dra. Blanca I nes Garcia
Gomez.

@ |nvestigador en estancia postdoctoral
@ Nivel Candidato del SNI

Grupo del Dr. Lourival Domingos Possani

Publicaciones recientes

Diego-Garcia,E. Batista,C.V. Garcia-Gomez,B.1. Lucas,S. Candido,D.M. Gomez-L agunas,F. Possani,L.D.
2005. The Brazilian scorpion Tityus costatus Karsch: genes, peptides and function Toxicon 45 273-283.

Rodriguez-de-la-Vega,R. Garcia,B. D'Ambrosio,C. Diego-Garcia,E. Scaloni,A. Possani,L.D. 2004.
Antimicrobia peptide induction in the haemolymph of the Mexican scorpion Centruroides limpidus
limpidus in response to septic injury Cell Mol Life Sci 61 1507-1519.

Huys,|. Olamendi-Portugal, T. Garcia-Gomez,B.I. Vandenberghe,|. Van Beeumen,J. Dyason,K. Clynen,E.
Zhu,S. van der Walt,J. Possani,L. Tytgat,J. 2004. A subfamily of acidic alpha-K+ toxins J Biol Chem 279
2781-2789 [Oct 14 2003 Epub ahead of print].

Olamendi-Portugal, T. Garcia,B. Lopez-Gonzalez,l. van der Walt,J. Dyason,K. Ulens,C. Tytgat,J. Felix,R.
Darszon,A. Possani,L.D. 2002. Two new scorpion toxins that target voltage-gated Ca(2+) and Na(+)
channels Biochem Biophys.Res Commun 299 562-568.

Corona,M. Gurrola,G.B. Merino,E. Cassulini,R.R. Vadez-Cruz,N.A. Garcia,B. Ramirez-Dominguez,M .E.
Coronas,F.l. Zamudio,F.Z. Wanke,E. Possani,L.D. 2002. A large number of novel Ergtoxin-like genes and
ERG K(+)-channels blocking peptides from scorpions of the genus Centruroides FEBS Lett 532 121-126.

Campos,F. GarciaGomez,B.l. Solorzano,R.M. Salazar E. Estevez,J. Leon,P. Alvarez-Buylla,E.R.
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Covarrubias,A.A. 2001. A cDNA for nuclear-encoded chloroplast trandational initiation factor 2 from a
higher plant is able to complement an infB Escherichia coli null mutant J Biol Chem 276 28388-28394.

GarciaGomez,B.l. Campos,F.(error para xmagda) Covarrubias,A.A. 2000. Two bean cell wall proteins

more abundant during water deficit are high in proline and interact with a plasma membrane protein Plant J
22 277-288.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=21359374&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=21359374&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=20307427&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=20307427&dopt=Abstract

Instituto de Biotecnologia

Dr. Ricardo Canek
Rodriguez delaVega Cuellar

@ |nvestigador
@ Nivel | del SNI

Grupo del Dr. Lourival Domingos Possani

Publicaciones recientes

Rodriguez-de-la-Vega,R. 2005. A note on the evolution of spider toxins containing the ICK-motif Toxin
Reviews 24 383-395.

Rodriguez de laVega RC Possani,L.D. 2005. On the evolution of invertebrate defensins Trends Genet. 21
330-332.

Bagdaany,M. Batista,C.V. Vadez-Cruz,N.A. Somodi,S. Rodriguez delaVega RC Licea, A.F. Varga,Z.
Gaspar,R. Possani,L.D. Panyi,G. 2005. Anuroctoxin, a new scorpion toxin of the {apha}-KTx 6 subfamily
is highly selective for Kv1.3 over IKCal ion channels of human T lymphocytes Mol Pharmacol. 67 1034-
1044 [Epub 2004 Dec].

Rodriguez-de-la-Vega,R. Possani,L.D. 2004. Current views on scorpion toxins specific for K(+)-channels
Toxicon 43 865-875.

Rodriguez-de-la-Vega,R. Garcia,B. D'Ambrosio,C. Diego-Garcia,E. Scaloni,A. Possani,L.D. 2004.

Antimicrobia peptide induction in the haemolymph of the Mexican scorpion Centruroides limpidus
limpidusin response to septic injury Cell Mol Life Sci 61 1507-1519.

Rio-Portilla,F. Hernandez-Marin,E. Pimienta,G. Coronas,F.V. Zamudio,F.Z. Rodriguez-de-1a-Vega,R.
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Wanke,E. Possani,L.D. 2004. NMR solution structure of Cn12, anovel peptide from the Mexican scorpion
Centruroides noxius with atypical beta-toxin sequence but with alpha-like physiological activity Eur.J
Biochem 271 2504-2516.

Possani,L.D. Rodriguez-de-la-Vega,R. 2003. Response to Xu et al.: Hypothesis-driven science paves the
way for new discoveries. Trends Pharmacol .Sci 24 448-449.

Rodriguez-de-la-Vega,R. Merino,E. Becerril,B. Possani,L.D. 2003. Novel interactions between K(+)
channels and scorpion toxins Trends Pharmacol.Sci 24 222-227.

Batista,C.V. Gomez-Lagunas,F. Rodriguez-de-la-Vega,R. Hajdu,P. Panyi,G. Gaspar,R. Possani,L.D. 2002.
Two novel toxins from the Amazonian scorpion Tityus cambridgel that block Kv1.3 and Shaker B K(+)-
channels with distinctly different affinities Biochimica et Biophysica Acta-Proteins and Proteomics 1601
123-131.
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Norma Adriana Valdez Cruz

@ ex-colaborador y/o ex-alumno

Publicaciones recientes

Bagdaany,M. Batista,C.V. Vadez-Cruz,N.A. Somodi,S. Rodriguez delaVega RC Licea A.F. Varga,Z.
Gaspar,R. Possani,L.D. Panyi,G. 2005. Anuroctoxin, a new scorpion toxin of the {apha}-KTx 6 subfamily
ishighly selective for Kv1.3 over IKCal ion channels of human T lymphocytes Mol Pharmacol. 67 1034-
1044 [Epub 2004 Dec].

Valdez-Cruz,N.A. Batista,C.V. Zamudio,F.Z. Bosmans,F. Tytgat,J. Possani,L.D. 2004. Phaiodotoxin, a
novel structural class of insect-toxin isolated from the venom of the Mexican scorpion Anuroctonus
phaiodactylus Eur.J Biochem 271 4753-4761.

Valdez-Cruz,N.A. Davila,S. Licea,A. Corona,M. Zamudio,F.Z. Garcia-Valdes,J. Boyer,L. Possani,L.D.
2004. Biochemical, genetic and physiological characterization of venom components from two species of
scorpions. Centruroides exilicauda Wood and Centruroides scul pturatus Ewing Biochimie 86 387-396.

Valdez-Cruz,N.A. Batista,C.V. Possani,L.D. 2004. Phaiodactylipin, a glycosylated heterodimeric
phospholipase A from the venom of the scorpion Anuroctonus phaiodactylus Eur.J Biochem 271 1453-1464.

Corona,M. Gurrola,G.B. Merino,E. Cassulini,R.R. Valdez-Cruz,N.A. Garcia,B. Ramirez-Dominguez,M.E.
Coronas,F.I. Zamudio,F.Z. Wanke,E. Possani,L.D. 2002. A large number of novel Ergtoxin-like genes and
ERG K(+)-channels blocking peptides from scorpions of the genus Centruroides FEBS Lett 532 121-126.
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Corona,M. Valdez-Cruz,N.A. Merino,E. Zurita,M. Possani,L.D. 2001. Genes and peptides from the
scorpion Centruroides scul pturatus Ewing, that recognize Na(+)-channels Toxicon 39 1893-1898.
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Alexel Fedorovich Licea
Navarro

@ ex-colaborador y/o ex-alumno

Publicaciones recientes

Bagdaany,M. Batista,C.V. Vadez-Cruz,N.A. Somodi,S. Rodriguez delaVegaRC Licea,A.F. Varga,Z.
Gaspar,R. Possani,L.D. Panyi,G. 2005. Anuroctoxin, a new scorpion toxin of the { apha}-KTx 6 subfamily
ishighly selective for Kv1.3 over IKCal ion channels of human T lymphocytes Mol Pharmacol. 67 1034-
1044 [Epub 2004 Dec].

Valdez-Cruz,N.A. Davila,S. Licea,A. Corona,M. Zamudio,F.Z. Garcia-Valdes,J. Boyer,L. Possani,L.D.
2004. Biochemical, genetic and physiological characterization of venom components from two species of
scorpions. Centruroides exilicauda Wood and Centruroides scul pturatus Ewing Biochimie 86 387-396.
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Sonia Davila Ramos

@ ex-colaborador y/o ex-alumno

Publicaciones recientes

Valdez-Cruz,N.A. Davila,S. Licea,A. Corona,M. Zamudio,F.Z. Garcia-Vades,J. Boyer,L. Possani,L.D.
2004. Biochemical, genetic and physiological characterization of venom components from two species of
scorpions: Centruroides exilicauda Wood and Centruroides scul pturatus Ewing Biochimie 86 387-396.

Juarez K. Flores,H. Davila,S. Olvera,L. Gonzalez,V. Morett,E. 2000. Reciprocal domain evolution within a
transactivator in arestricted sequence space Proc.Natl.Acad.Sci U.SA 97 3314-3318.
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Dr. Miguel Corona Villegas

@ ex-colaborador y/o ex-alumno

Publicaciones recientes

Valdez-Cruz,N.A. Davila,S. Licea,A. Corona,M. Zamudio,F.Z. Garcia-Vades,J. Boyer,L. Possani,L.D.
2004. Biochemical, genetic and physiological characterization of venom components from two species of
scorpions: Centruroides exilicauda Wood and Centruroides scul pturatus Ewing Biochimie 86 387-396.

D'Suze,G. Sevcik,C. Corona,M. Zamudio,F.Z. Batista,C.V. Coronas,F.|. Possani,L.D. 2004. Ardiscretin a
novel arthropod-selective toxin from Tityus discrepans scorpion venom Toxicon 43 263-272.

Corona,M. Coronas,F.V. Merino,E. Becerril ,B. Gutierrez,R. Rebolledo-Antunez,S. Garcia,D.E. Possani,L.
D. 2003. A novel class of peptide found in scorpion venom with neurodepressant effects in peripheral and
central nervous system of the rat Biochimica et Biophysica Acta-Proteins and Proteomics 1649 58-67.

Corona,M. Gurrola,G.B. Merino,E. Cassulini,R.R. Valdez-Cruz,N.A. Garcia,B. Ramirez-Dominguez,M.E.
Coronas,F.I. Zamudio,F.Z. Wanke,E. Possani,L.D. 2002. A large number of novel Ergtoxin-like genes and
ERG K (+)-channels blocking peptides from scorpions of the genus Centruroides FEBS Lett 532 121-126.

Possani,L.D. Corona,M. Zurita,M. Rodriguez,M.H. 2002. From Noxiustoxin to Scorpine and Possible
Transgenic Mosquitoes Resistant to Malaria Arch.Med Res 33 398-404.

Possani,L.D. Merino,E. Corona,M. Becerril ,B. 2002. . 201-214.

Corona,M. Valdez-Cruz,N.A. Merino,E. Zurita,M. Possani,L.D. 2001. Genes and peptides from the
scorpion Centruroides scul pturatus Ewing, that recognize Na(+)-channels Toxicon 39 1893-1898.

Scaloni,A. Bottiglieri,C. Ferrara, L. Corona,M. Gurrola,G.B. Batista,C. Wanke,E. Possani,L.D. 2000.
Disulfide bridges of ergtoxin, amember of a new sub-family of peptide blockers of the ether-a-go-go-
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related K+ channel FEBS Lett 479 156-157 Correction 481 (3) 308.

Possani,L.D. Merino,E. Corona,M. Bolivar,F. Becerril,B. 2000. Peptides and genes coding for scorpion
toxins that affect ion-channels Biochimie 82 861-868.

Patentes

Corona, M., M.C. Garcia, N.A. Vadez, G. Gurrola, B. Becerril , L.D. Possani 2003 |nmundgenos

recombinantes para la generacion de antivenenos contra el veneno de alacranes del género Centruroides.
México. (en tramite)

Corona, M., M.C. Garcia, N.A. Vadez, G. Gurrola, B. Becerril , L.D. Possani 2003 Recombinant

Immunogens for the Generation of Antivenoms to the Venom of Scorpions of the Genus Centruroides.
Estados Unidos. (en tramite)

L.D. Possani B. Becerril M. Corona F. Ingerborg F. Zamudio E.S. Calderdn P. Litton B.M. Martin 1995
Producao de peptideos de escorpioes Tityus serrulatus, Tityus bahiensis e Tityus stigmurus, e respectiva
inmunizacao de cavalo, visando a obtencao de soros antiescorpionicos.UNAM-Fundacion Butantan Brasil.
(en tramite)
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M .B. Timoteo Olamendi
Portugal

@ Técnico Académico

@ Nivel Candidato del SNI

Grupo del Dr. Baltazar Becerril

Publicaciones recientes

Olamendi-Portugal, T. Somodi,S. Fernandez,J.A. Zamudio,F.Z. Becerril,B. Varga,Z. Panyi,G. Gaspar,R.
Possani,L.D. 2005. Novel alpha-KTx peptides from the venom of the scorpion Centruroides elegans
selectively blockage Kv1.3 over IKCal K(+) channels of T cells Toxicon 46 418-429 [Epub July].

Riano-Umbarila,L. Juarez-Gonzalez,V .R. Olamendi-Portugal, T. Ortiz-Leon,M. Possani,L.D. Becerril ,B.
2005. A strategy for the generation of specific human antibodies by directed evolution and phage display
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;. B IOLOGIA ESTRUCTURAL Y CRISTALOGRAFIA DE
MACROMOLECULAS

A partir de las primeras estructuras de macromoléculas
_a determinadas en la década de los 50, se ha desarrollado la
* ¥ Biologia Estructural como una rama de la ciencia cuyo objetivo
i‘ es la descripcion a nivel atdbmico de los fendmenos bioldgicos.
W Esta ha sido de fundamental importancia participando de

: “J8= manera decisiva en la generalizacion de la concepcion de una
Biologia basada en descnpuones moleculares, lo que ha llevado al desarrollo de la biotecnologia
moderna, la ingenieria genética, y la gendmica. Hoy dia, fendmenos tan diversos como la contraccion
muscular, la biosintesis de proteinas, la catalisis y la regulacion enzimética cuentan con descripciones
atomicas de razonable detalle. La biologia estructural utiliza un conjunto de técnicas que abarcan
técnicas de determinacién estructual (cristalografia de macromoléculas y resonancia magnética nuclear),
de modelizacion molecular y de simulaciones (dindmica molecular, métodos montecarlo, entre otros). En
nuestro laboratorio se utilizan algunas de estas técnicas y en determinacion de estructuras usamos la
cristalografia de macromoléculas. Por diversas razones, la biologia estructural se ha desarrollado muy
lentamente en toda Latino-América, aun comparando con el desarrollo de otras ramas de la biologia y de
la biotecnologia. Baste decir que los grupos de Latino-América con publicaciones en cristalografia de
macromoléculas no llegan a la decena. Por eso nuestro grupo ha debido asumir el reto de seleccionar
una serie de proyectos de interés y simultAineamente colaborar con otros laboratorios en la formacién de
recursos humanos en el area de biologia estructural. Hemos buscado abarcar una cierta diversidad de
temas, que permitird en un plazo corto generar varias lineas de investigacion en biologia estructural en
México, comprendiendo proyectos tanto basicos como con aplicaciones biotecnolégicas. En el area de
estudios estructurales sobre la regulacion enzimatica hemos avanzado recientemente en la comprension
del mecanismo de la transicion alostérica de la glucosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli , trabajo que
constituyo la tesis de doctorado del Dr. Enrique Rudifio-Pifiera, actualmente Investigador en nuestro
laboratorio. Hemos logrado asociar las oscilaciones moleculares encontradas en los cristales del
conférmero T con el caracter concertado de la transicion, a través de suponer que el conférmero T en
solucion es un estado oscilante. Este resultado se suma a la descripcidn estructural detallada de dicha
transicion obtenida con anterioridad en nuestro laboratorio. Hemos también avanzado en la
caracterizacion de un fragmento Fab del anticuerpo monoclonal BCF2, midiendo tanto cinéticas de la
interaccion antigeno-anticuerpo tanto para el Fab digerido como para el fragmento recombinante
purificado a partir de su sobreexpresion en E.coli . Como parte de un trabajo de interpretacion estructural
de los cambios generados en los procesos de seleccion por evolucion dirigida, hemos determinado la
estructura de una mutante de monoTIM con actividad recuperada usando evolucion dirigida en el
laboratorio del Dr. Xavier Soberén. Por otra parte, el conocimiento de los genomas completos permite la




identificacion de vias metabdlicas en las que un gene parece no existir o0 no corresponde con sus
homologos en otros genomas. Asi el laboratorio de Dr. Enrique Morett ha identificado genes analogos
(que cumplen la misma funcion pero no presentan homologia de secuencia) lo que plantea muchas
preguntas estructurales de gran interés sobre el surgimiento de las funciones biologicas (convergencia y
divergencia de las soluciones estructurales). Con esta perspectiva, hemos comenzado la determinacion
estructural de la enzima ThiDE de T. maritima . Los estudios estructurales sobre las proteinas que
forman fibras amiloides, constituyen una de las bases para comprender y lograr controlar enfermedades
como el mal de Alzhaimer o la enfermedad de las Vacas Locas. A partir de un proyecto sobre la
amiloidosis generada por cadenas ligeras de anticuerpos, que desarrolla el laboratorio del Dr. Baltazar
Becerril, hemos afrontado la determinacion de la estructura cristalografica de una de estas cadenas
ligreras y planeamos relacionar esta estructura con diagramas de difraccion de fibras amiloides de la
misma proteina, para comprender de esta forma las causas que llevan a la formacion de estas fibras.
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