* Por Mariano All6 y Paola Bertucci

Hemos recorrido juntos un largo camino... viajamos al pasado muchas veces y tam-
bién lo hemos hecho hacia el futuro. Ahora estamos, verdaderamente, cerca de llegar
al final de este libro. Serdn cada uno de ustedes los encargados de escribir las tltimas
paginas... Por unos dias deberdn ponerse en la piel de un investigador, de un biélogo
molecular, se enfrentardn a problemas reales, se hardn preguntas, elaborardn hipé-
tesis y las pondrdn a prueba. Finalmente discutirdn con sus comparfieros, a esta hora
colegas, sobre las implicancias de sus respectivos trabajos. Defenderdn su hipétesis y
aprenderdn de las de los demds al igual que un investigador lo hace en un congreso.
Esperamos puedan disfrutarlo.

El capitulo, en realidad, va a estar dividido en varias actividades diferentes.

En primer lugar, el curso se dividird en varios grupos para que, cada uno, pueda loca-
lizarse en la resolucién de una situacién problemdtica expuesta.

El esquema de trabajo de cada grupo serd el siguiente:

1) Deberdn elegir un gen de la lista que se adjunta en el apéndice (“Lista de Genes”)
de este capitulo. Una vez elegido el gen tendrdn que bajar y analizar la secuencia
del mismo (podrdn bajarla desde la pdgina del INET www.inet.edu.ar) utilizando
un procesador de texto. Separando la secuencia en codones (de a tres letras desde la
primera) y, utilizando, la tabla del cédigo genético (adjunta también en el apéndice)
deberdn traducir todo el gen a su secuencia de aminodcidos. Hecho esto, buscardn
los sitios de terminacién o “STOP” en dicha secuencia.

2) Los miembros del grupo investigardn en internet sobre el gen elegido y elaborarin
un informe con toda la informacién que hayan podido adquirir. El mismo debe
especificarse la funcién del gen en humanos (al menos la que, actualmente, se cree
que tiene), la localizacién (en qué cromosoma estd), el niimero de aminodcidos de la
proteina (que podrdn sacar de los datos de la secuencia hasta la aparicién del primer
sitio de terminacién o STOP).

3) La hora de sumarte al club de los mutantes ha llegado. Cada grupo deberd modificar
la secuencia del gen (mutarlo, cambiar sus letras, agregar o quitar algunas segin las
indicaciones) de manera que se alterard su constitucién aminoacidica (la secuencia de
aminodcidos) lo que, probablemente, alterard la estructura y funcién de la proteina.

Grupo A. Deberdn cambiar una o dos letras consecutivas al inicio del gen de manera

que, una vez que éste sea traducido, aparezca un codén de terminacién entre los 5 y
10 primeros aminodcidos.
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Grupo B. Deberdn cambiar una o dos letras consecutivas al final del gen de manera

que, una vez que éste sea traducido, aparezca un coddén de terminacién entre los 5 y
10 aminodcidos anteriores al codén de terminacién original.

Grupo C. Deberdn ingresar una secuencia de nucleétidos (letras), elegida por los alum-

nos, de manera que se duplique la cantidad de aminodcidos antes del codén de ter-
minacién. La secuencia de aminodcidos agregada debe ser elegida de manera que no
sea la repeticién de la primera mitad.

4) Analisis de los mutantes.

Grupo A. La aparicién de un codén de terminacién prematuro, dentro de los primeros

10 aminodcidos, generard la pérdida de funcién de esa proteina. El gen se transcribird
normalmente, pero, cuando sea traducido producird un pequefio péptido (secuencia
de aminodcidos unidos) que nunca logrard cumplir con la funcién de la proteina
original. Sin embargo, recordemos que siempre contamos con dos cromosomas (uno
paterno y uno materno) y cada cromosoma tiene una copia de dicho gen (a excepcién
de los cromosomas sexuales X e Y). Si el gen mutado estd en un cromosoma, pero en
el otro existe una versién normal del gen, entonces esto no deberia generar un gran
problema para el organismo ya que tendriamos la proteina funcional gracias al alelo
“bueno” del gen. Pero... ;qué ocurriria si los dos alelos fueran mutantes? La proteina
dejarfa, “literalmente”, de existir en esa persona y, de acuerdo a su importancia, en el
organismo podrdn aparecer enfermedades con diferentes niveles de gravedad.

El siguiente informe que el grupo deberd elaborar constard de:

I. Una seccidén de analisis de secuencia, donde mostraran los datos de la secuencia de
ADN original del gen y su traduccién completa. Ademds, marcardn la aparicién
de codones de terminacién.

Mostrardn a su vez, la secuencia de ADN del gen mutante, con su traduccién
trunca. Hardn un esquema para explicar la diferencia de aminodcidos en cada
caso.

II. De acuerdo al tipo de mutacién generada, podemos decir que el alelo va a con-
vertirse en “recesivo”. Supongamos que un hombre llamado Daniel posee un alelo
de este gen normal y uno mutante, se casa y tiene hijos con una mujer (Claudia)
que también posee un alelo normal y uno mutante. Deberds realizar un esquema
grafico que muestre todas las posibles combinaciones de los alelos del gen en los
hijos de este matrimonio y especular qué tipo de enfermedades portarian (en las
combinaciones apropiadas) de acuerdo a lo que has aprendido sobre este gen. Es
decir, si el gen es importante para el desarrollo de los receptores de luz de la retina,
entonces, podrias especular que la falta parcial de esta proteina podria generar, en
una persona portadora de un solo alelo mutante (el otro seria normal), dificultades
en la vista, sin embargo, en una persona portadora de los dos alelos mutantes le
causaria ceguera.

Es importante remarcar que el objetivo de esta parte del informe no es que descri-
ban a la enfermedad real generada por la mutacién de dicho gen. Sino y, muy por
el contrario, lograr que los alumnos especulen, y propongan hipdtesis respecto a
cémo podrian generarse a partir del conocimiento previo de la actividad del gen.
III. Por dltimo, los alumnos deberdn imaginar una posible herramienta molecular

para resolver el problema y curar la enfermedad. En el apéndice se dejardn tres
estrategias posibles para el tratamiento de estas enfermedades de origen genético



(“Herramientas moleculares de tratamiento”). Deberdn optar por una de ellas y
elaborar un informe describiendo cudl ha sido la estrategia elegida. Explicando
por qué la han seleccionado en detrimento de las restantes. Finalmente, deberdn
imaginar un escenario de fase de prueba de esa herramienta en humanos y rea-
lizar un grafico de “torta” mostrando los porcentajes de mejoria en las personas
tratadas durante X tiempo con la herramienta elegida. El tiempo del tratamiento
también tendrd que ser elegido por los alumnos de acuerdo a algin criterio que
ellos mismo tendrdn que explicar.

Grupo B. La aparicién de un codén de terminacién prematuro, entre los 5 y 10
aminodcidos finales de la proteina, generard (al menos en nuestro ejemplo hipotético)
una protefna muy parecida a la normal, pero incapaz de disparar la funcién de la
proteina original. Por lo tanto, actuard en forma negativa, ya que competird con la
proteina normal (serdn casi idénticas) sélo que la mutante no hard nada. Por ejemplo,
en caso de una proteina de membrana (un receptor) a la cual se une una determinada
molécula “A” en respuesta a un estimulo. Cuando se encuentra la proteina normal
ubicada en la membrana, luego de que se le una la molécula “A”, disparard toda una
serie de eventos en el interior de la célula en respuesta al estimulo inicial. Pero cuando
se encuentre la proteina mutante en la membrana, la unién de la molécula “A” no
iniciard ninguna respuesta. Entonces, en un individuo que posea los dos alelos de este
gen, vamos a encontrar las dos proteinas en la membrana y por mds que existan pro-
teinas normales, las proteinas mutantes competirdn por la unién de la molécula “A”
opacando su funcién, inhibiéndolas de alguna manera. Este fenémeno es importante
porque, muchas veces, la presencia de un alelo normal no es suficiente para que no
se produzca una enfermedad, ya que el alelo mutante lo enmascara y acttia en forma
“dominante” sobre él. A veces suele llamarse a este tipo de dominancia “dominante
negativo’.

El siguiente informe que el grupo deberd elaborar constara de:

I) Una seccién de andlisis de secuencia, donde mostrardn los datos de la secuencia de
ADN original del gen y su traduccién completa. Ademds marcardn la aparicién
de codones de terminacidn.

Mostrardn, a su vez, la secuencia de ADN del gen mutante, con su traduccién
trunca. Hardn un esquema para explicar la diferencia de aminodcidos en cada
caso.

IT) De acuerdo al tipo de mutacién generada, podemos decir que el alelo va a conver-
tirse en “dominante negativo”. Supongamos que un hombre llamado Jorge posee
un alelo de este gen normal y uno mutante, se casa y tiene hijos con una mujer
(Cristina) que, también, posee un alelo normal y uno mutante. Deberds realizar
un esquema grifico que muestre todas las posibles combinaciones de los alelos
del gen en los hijos de este matrimonio y especular qué tipo de enfermedades
portarfan (en las combinaciones apropiadas) de acuerdo a lo que has aprendido
sobre este gen.

Es importante remarcar que el objetivo de esta parte del informe no es que descri-
ban a la enfermedad real generada por la mutacién de dicho gen. Sino, y muy por
el contrario lograr que los alumnos especulen y propongan hipétesis respecto a
cémo podrian generarse a partir del conocimiento previo de la actividad del gen.

IIT) Por ultimo, los alumnos deberdn imaginar una posible herramienta molecular
para resolver el problema y curar la enfermedad. En el apéndice se dejardn tres



estrategias posibles para el tratamiento de estas enfermedades de origen genético
(“Herramientas moleculares de tratamiento”). Deberdn optar por una de ellas y
elaborar un informe describiendo cudl ha sido la estrategia elegida. Explicando
por qué la han seleccionado en detrimento de las restantes. Finalmente, deberdn
imaginar un escenario de fase de prucba de esa herramienta en humanos y realizar
un grafico de “torta” mostrando los porcentajes de mejoria en las personas tratadas
durante X tiempo con la herramienta elegida. El tiempo del tratamiento también
tendrd que ser elegido por los alumnos de acuerdo a algtn criterio que ellos mis-
mos, tendrdn que explicar.

Grupo C. La insercién de una secuencia de nucledtidos (letras) duplicando la can-
tidad de aminodcidos antes del codén de terminacién, generard (en nuestro caso hi-
potético) una proteina completamente nueva, ademds de mds grande. Esta proteina
tendrd la funcién de la proteina original, sumada a la aparicién de una nueva funcién
producto de la insercién. Los alumnos deberdn suponer que la nueva funcién puede
ser tanto positiva como negativa para el organismo portador. Para ello deberdn imagi-
nar, dos escenarios y proponer dos nuevas funciones que puedan asociarse a la previa,
una de cardcter positivo para el organismo y la otra negativa.

El siguiente informe que el grupo deberd elaborar constard de:

I) Una seccién de analisis de secuencia, donde mostraran los datos de la secuencia de
ADN original del gen y su traduccién completa. Ademds, resaltardn la secuencia
insertada y marcardn la aparicién de codones de terminacién. Es importante que
no aparezcan codones de terminacién en la secuencia ingresada para respetar el
paradigma propuesto.

Hardn un esquema para explicar la diferencia de aminodcidos en cada caso.

II) De acuerdo al tipo de mutacién generada, podemos decir que el alelo va a conver-
tirse en “dominante”. Supongamos que un hombre llamado Ezequiel posee un ale-
lo de este gen normal y uno mutante, se casa y tiene hijos con una mujer (Grisel)
que también posee un alelo normal y uno mutante. Deberds realizar un esquema
grafico que muestre todas las posibles combinaciones de los alelos del gen en los
hijos de este matrimonio y especular qué tipo de enfermedades portarian (en las
combinaciones apropiadas) de acuerdo a lo que has aprendido sobre este gen. Y
qué beneficios aportarian en el caso de que la insercién fuese “positiva”.

Es importante remarcar que el objetivo de esta parte del informe no es que descri-
ban a la enfermedad real generada por la mutacién de dicho gen, sino y, muy por
el contrario, lograr que los alumnos especulen, y propongan hipétesis respecto a
cémo podrian generarse a partir del conocimiento previo de la actividad del gen.

I1I) Por dltimo, tomando el ejemplo en el cual la insercién fuera negativa, los alum-
nos deberdn imaginar una posible herramienta molecular para resolver el problema
y curar la enfermedad. En el apéndice se dejardn tres estrategias posibles para el
tratamiento de estas enfermedades de origen genético (“Herramientas moleculares
de tratamiento”). Deberdn optar por una de ellas y elaborar un informe descri-
biendo cudl ha sido la estrategia elegida. Explicando por qué la han seleccionado
en detrimento de las restantes. Finalmente, deberdn imaginar un escenario de fase
de prueba de esa herramienta en humanos y realizar un grafico de “torta” mos-
trando los porcentajes de mejoria en las personas tratadas durante X tiempo con
la herramienta elegida. El tiempo del tratamiento también tendrd que ser elegido
por los alumnos de acuerdo a algin criterio que ellos mismo tendrdn que explicar.
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5) La tltima tarea del grupo serd elaborar un péster de una dimensién mayor a 1,10 cm 0 O
de ancho x 1,50 cm de alto, al cual lo dividirdn en las siguientes dreas:

Titulo: miximo 10 palabras.

Autores: el nombre y apellido de los miembros del grupo.
Introduccién: breve explicacién y descripcién del gen elegido.
Resultados:

Parte 1. Esquema del gen original y el mutante con las secuencias de ADN y de ami-
nodcido (en el cédigo de una letra, por ejemplo A=Alanina, la tabla se encuentra en
el apéndice del capitulo).

Parte 2. Explicacién de la enfermedad generada en pacientes portadores de uno o dos
alelos mutantes.

Parte 3. Estrategia de tratamiento. Breve descripcion de la misma. Deberdn colocar
el gréfico de “torta” con los resultados hipotetizados del tratamiento en pacientes.

Discusién: un breve resumen de todo el trabajo y cudl ha sido el aporte principal
para la formacién de los alumnos segtin su propia opinién.

Bibliografia: detalle de la bibliografia utilizada durante el trabajo.

6) Se propone como actividad final que todos los grupos compartan su aprendizaje y el
nuevo conocimiento adquirido de manera similar a como lo hacen los cientificos en
los congresos. En una fecha previamente estipulada, cada grupo colgard su péster.
Cada miembro del grupo deberd explicar su péster al menos una vez a un compafiero
de otro grupo, y a su vez deberd observar, preguntar y aprender sobre los restantes
péster. De esta manera, todos habrdn defendido sus propias teorias y habrdn escu-
chado y discutido las de los otros grupos. Al final de ese encuentro el docente rea-
lizard una pequefa evaluacién cruzada, donde a cada alumno se le hardn preguntas
generales sobre los ejemplos y las problemdticas de algiin otro grupo y sobre cdmo la
resolvieron.
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