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Manipulacién (Ediciéon) del genoma del embrién humano un mundo
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Buenos Aires. IQUIBICEN.CONICET. Buenos Aires. Argentina
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Antes de que Bernard pudiera contestar el ascensor se detuvo.- jAzotea! Gritdé una voz
estridente-. El ascensorista era una criatura simiesca, que lucia la tanica negra de un
semienano Epsilon- Menos. jAzoteal-dijo mientras abria las puertas de par en par. La palida luz
de la tarde le sobresalté y le obligd a parpadear. jOh azoteal- repiti6 como en éxtasis. Era
como si subita y alegremente hubiese despertado de su sombrio y anonadante sopor-. jAzotea!
Con una especie de perruna y expectante adoracion levanto la cara para sonreir a sus
pasajeros. Entonces sono un timbre, y desde el techo del ascensor un altavoz empezo, en tono
suave pero imperioso, a dictar érdenes...-Baja-dijo-. Baja. Planta decimoctava. Baja, baja.
Planta decimoctava. Baja, ba...El ascensorista cerré de golpe las puertas, pulsé un botén e
inmediatamente se sumergi6é de nuevo en la luz crepuscular del ascensor; la luz crepuscular de

su habitual estupor. En la azotea reinaban la luz y el calor...

Aldous Huxley, Un Mundo Feliz [1]

Recientemente se publico un articulo que describia la generaciéon de cambios en el genoma de
embriones humanos [2]. El experimento estaba disefiado para modificar un gen defectivo de (3-
globina y la tecnologia aplicada era relativamente simple. El camino que inici6 dicha tecnologia
comenzé un tiempo atras con el descubrimiento de secuencias palindromicas cortas y repetidas
regularmente (clustered regularly interspaced short palindromic repeat, CRISPR) en el genoma
de Escherichia coli [3]. Las mismas se encuentran también en el genoma de numerosas
bacterias y arqueones, y tienen la particularidad de ser idénticas a otras secuencias presentes
en el DNA de fagos o plasmidos. Estan ademas generalmente asociadas a una nucleasa, como
por ejemplo la llamada Cas9. Las secuencias CRISPR almacenan informacién de infecciones
previas y cumplen por lo tanto una funcién de inmunidad tendiente a bloquear la accién de DNA
entrante proveniente de fagos o plasmidos mediante la sintesis de RNAs homdlogos que
forman un duplex cuya destruccion es mediada por una nucleasa [4,5]. Del conocimiento y su
aplicacion en bacterias al salto a plantas, animales y humanos no pas6é mucho tiempo. Es que

una vez conocida la secuencia del gen a transformar es posible generar el RNA guia
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correspondiente asociado a una nucleasa, y asi producir cortes en la secuencia elegida que
luego sera reparada ya sea por union de los extremos generados o por recombinacién con un
fragmento de DNA que lleve determinada secuencia de interés [6]. Estos procedimientos y sus
modificaciones se extendieron, entre otros, a diversas especies bacterianas, y también a ratén,

trigo y células humanas [7] y a la hasta ahora ultima barrera: el embridon humano.

En el mencionado trabajo que aparecié en Protein & Cell (luego de ser rechazado por Nature y
Science) en abril de 2015 los autores utilizaron para sus experimentos cigotas tripronucleares,
originadas mediante fertilizacion in vitro, que resultaron de la fusion de nucleos de un évulo y
dos espermatozoides. El gen blanco elegido, HBB, codifica para la B-globina. Algunas
mutaciones en este gen causan B-talasemia. CRISPR/Cas9 resultd eficaz para generar cortes
en HBB, sin embargo la posterior recombinacion resulté a baja frecuencia y generé mosaicos.
En sintesis el experimento vali6 para examinar la eficiencia de los mecanismos de

recombinacién implicados en este particular sistema.

Ante la premura por introducir cambios en el genoma de nuestra especie, que es evidente que
necesita algunos, y ante la falta de regulaciones al respecto, tanto legales como éticas,
miembros de las Academias de Ciencia de Estados Unidos, Reino Unido y China se reunieron
en diciembre de 2015 con el fin de elaborar un consenso sobre las normas a las cuales
deberian ajustarse estas manipulaciones. Una conclusion importante fue que los casos
exitosos de edicion del genoma de embriones no deben dar lugar a embarazos. También
sefalaron los riesgos que poseen estos experimentos entre los cuales estan Il)los errores en la
edicion y la aparicion de recombinaciones no esperadas, Il) la propagacién de mutaciones a
poblaciones no implicadas y a las proximas generaciones lll) las consideraciones éticas y
morales que surgirian por la alteracién de la evolucién humana. La declaracion total se puede

obtener en linea [8].

Es oportuno sefalar un problema idiomatico .Las publicaciones en inglés usan el término editar
al referirse a estas manipulaciones. Segun el Oxford Dictionary y el Diccionario de la Real
Academia Espanola, editar se refiere a la eliminaciéon o adicién de determinadas partes de un
escrito, libro, pelicula, programa de television, para que luzca mejor o se ajuste a los tiempos
de exhibicion. La representacion de la secuencia del DNA es en letras (que por suerte son sélo
cuatro) con las cuales se trabaja en la computadora o simplemente con lapiz y papel para
introducir los cambios necesarios. Pero el DNA real no esta compuesto por letras sino por

ribosas, fosfatos, bases, ¢ es correcto tratarlo como diario, pelicula, novela?

Aldous Huxley publicé en 1932 un libro llamado Mundo Feliz. En el mismo se describe la
manipulacion in vitro de embriones para formar una sociedad compuesta por distintas clases
segun sus capacidades fisicas e intelectuales. Los individuos se dividian en: alfa, beta, gamma,

delta y épsilon con sus distintas subclases mas y menos, de manera de tener un mundo
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ordenado y feliz en el cual cada uno cumpliera con las actividades correspondientes desde las
mas elevadas por individuos alfa, hasta las mas simple por individuos épsilon. Todos ellos
satisfechos de su destino y ayudados por una droga especialmente disefiada. Por supuesto

habia que controlar errores como el del ascensorista que amaba la luz.

Es dable esperar en un hipotético mundo feliz generado por CRISPR que los épsilon menos

evolucionen, tal cual lo hicieron nuestros antepasados.
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La musica: quimica, emocién y cerebro
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La musica, expresion humana exclusiva, es singularmente abstracta. No traduce significados
cognitivos concretos, pero evoca, en cambio, emociones intensas. No se comprende tanto
como se siente. No es indispensable para vivir, pero satisface nuestros mas profundos
anhelos de emocion. La emocién probablemente precedié a la cognicion, el canto y la danza

al lenguaje hablado, el lenguaje metaférico al literal o cientifico, y la poesia a la prosa [1].

La emocion musical se manifiesta fisicamente por la exaltacién de un sector del sistema
nervioso auténomo (o sea independiente de la voluntad):el sistema adrenérgico. Este genera
adrenalina, hormona de la excitacién y los impulsos, que causa taquicardia, aumento de la
presién arterial y del ritmo respiratorio, transpiracion palmar, dilatacion pupilar y tension
muscular. Estas manifestaciones fisicas no se diferencian de las causadas por otras
emociones, como las afectivas, miedo, peligro o erotismo. La onda de activaciéon adrenérgica
es el gran amplificador comun. Por eso, podemos percibir que una persona se encuentra

"emocionada", pero no podemos saber por qué [2].

Como sabemos, el sistema nervioso estd integrado por neuronas. La comunicacion
interneuronal se hace por sinapsis, transmisién quimica a través del minimo espacio
intersinaptico existente entre una neurona y otra. La sinapsis se efectia por medio de
neurotransmisores, sustancias quimicas que por impulso de la neurona presinaptica se liberan
al espacio intersinaptico y actian sobre receptores especificos situados sobre la membrana
de la neurona siguiente, postsinaptica, desencadenando un nuevo impulso. El
neurotransmisor modifica la permeabilidad i6nica de la membrana, originando un potencial
eléctrico, yse inactiva rapidamente, una vez logrado el impulso, ya sea por degradacién, o por
recaptacion por parte de las terminaciones presinapticas, hasta que la neurona es estimulada

de nuevo.

Hay multiples neurotransmisores. Los mas relevantes son acetilcolina, adrenalina, dopamina y
serotonina. Dan lugar a sinapsis colinérgicas (que regulan la cognicion), adrenérgicas (que
controlan funciones vegetativas, emocién, excitacion e ira), dopaminérgicas (sinergia motora y
conducta) y serotoninérgicas (estado de animo y afecto).El funcionamiento de estos sistemas

puede ser consciente o inconsciente.

Tal obra musical nos “conmueve”, nos “estremece” o nos “hace llorar", y entonces la vivimos
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como fuente de gran placer y belleza. La emocidn es intensa, el placer es fisico y espiritual.
Otras veces, la reaccién emocional es de desagrado y rechazo. Pero es dificil que una obra

musical nos deje indiferentes.

Ya Wiliam James y Carl Lange sugirieron que esta reaccion emocional se manifiesta
inicialmente en un nivel inconsciente. Se origina en un estimulo externo, emocional y
ascendente (bottom up, es decir, de abajo hacia arriba), inconsciente, con repercusion fisica y
psicolégica involuntaria (“me puso la piel de gallina”, “me hizo llorar”), que finalmente alcanza
un nivel consciente en nuestra corteza cerebral. Esta evalla entonces la naturaleza de ese
estimulo, e induce la vivencia consciente, cognitiva y descendente (top down, de arriba hacia
abajo), de placer/aceptaciéon o desagrado/rechazo, que es la “sensaciéon” subjetiva que

advertimos como corolario de la experiencia [3].

Hay varias estructuras cerebrales que intervienen en el desencadenamiento de esta reaccion

emocional, y se encuentran en la base del cerebro.

Una es el hipotalamo, situado sobre la hipdfisis, que regula funciones vegetativas, emociones,
hambre, temperatura corporal y suefio. Ademas, controla la actividad hormonal de dicha

glandula, que a su vez coordina la de las restantes glandulas endécrinas.

La estacion intermedia, generadora e inductora de la reaccion adrenérgica, se encuentra en el
tronco cerebral y es el llamado locus coeruleus, interconectado con las estructuras superiores,

cerebrales, e inferiores, medulares, mediadoras de la reaccion emocional.

Situada en la profundidad del I6bulo temporal, adyacente a la linea media, también la
amigdala (llamada asi, como la de la garganta, por su forma de almendra) interviene en la
percepcion del placer musical: cuando escuchamos una melodia que nos causa placer, se
activa la amigdala izquierda y se desactiva la derecha. Lo contrario ocurre con la musica
disonante, que induce sensacion subjetiva de displacer. La melodia constituye el gran
componente emocional de la musica. Si se la elude, como ocurre con la musica atonal,

predomina la sensacion de displacer.

Pero ademas, la amigdala regula las sensaciones de alarma y miedo, (vivencia de la musica
que sugiere suspenso o peligro), el aprendizaje emocional, la conducta sexual, la
consolidacion de la memoria de largo plazo, la relacién entre emociones, cognicién y la toma
de decisiones, y, en ultima instancia, la cognicién social. Por sus abundantes interconexiones
con las restantes estructuras y también con la corteza cerebral, la amigdala es el gran

regulador de la vida emocional humana.

La musica placentera estimula asimismo el nucleo accumbens, que se vincula a sensaciones
de recompensa, risa, placer, adiccion y miedo, y se activa también con la excitacion sexual, la
cocaina, y el chocolate, de frecuente consumo en los espectaculos musicales. “Sexo, drogas y

rock and roll” tienen asi su razoén de ser.
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Por ultimo, la nocion consciente de nuestras reacciones emocionales despunta en la
insula, uno de los lobulos del cerebro, y finalmente se integra y analiza en otras areas de

la corteza cerebral.

Hipotalamo, locus coeruleus, amigdala, y nucleo accumbens son asi los grandes mediadores

inconscientes de nuestras emociones, y la corteza su evaluador consciente.

Pero al unificar, intensificar, contagiar y sobre todo sincronizar sus efectos, la desinhibicion
conductual que la musica genera resulta mayor que la provocada por otras emociones. Induce
mayor comunicacion entre las personas, mayor estimulacién afectiva, mayor contacto emotivo

y mayor activacion fisica.

Y todo por un neurotransmisor: jla adrenalina!
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La contribuciéon de la hipétesis amiloide a la comprensiéon de la

enfermedad de Alzheimer: una vision critica
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Resumen

El depdsito del péptido amiloide B (AB) en el cerebro es una caracteristica prominente de varias
enfermedades humanas. Es un proceso heterogéneo en términos de factores causales,
fenotipo bioquimico, localizacion y manifestaciones clinicas. AB se acumula en el parénquima
cerebral o dentro de las paredes de los vasos cerebrales, y se asocia con demencia, siendo la
mas frecuente la enfermedad de Alzheimer (EA), o con accidente cerebro-vascular, tanto en
variantes hereditarias como esporadicas de estas patologias. AB es normalmente generado por
todas las células y liberado como un péptido soluble, sin embargo, en condiciones patoldgicas,
se auto-agrega en el cerebro formando oligémeros solubles o fibrillas insolubles que pueden
ser toxicos para las neuronas y las células vasculares. En los ultimos 20 afos la hipétesis de
trabajo que dominé el campo de investigacién en EA se conoce como "hipdtesis de la cascada
amiloide". Esta hipotesis postula, en su forma mas simplificada, que el depésito de AB en el
cerebro es la causa de la enfermedad y que su eliminacién revierte la patologia. Vamos a
resumir en este articulo las bases genéticas de la EA y examinaremos la valides de la
"hipétesis de la cascada amiloide" en la patogénesis de EA. También vamos a poner en
perspectiva la utilizacién de la "hipétesis de la cascada amiloide" para el disefio de agentes

terapéuticos racionales para la EA.

Palabras clave: Amiloides, Alzheimer, Demencia, Genética, Terapia

Summary

The deposition of B amyloid peptide (AB) in the brain is a prominent feature of many human
diseases. It is a heterogeneous process in terms of causal factors, biochemical phenotype,
location and clinical manifestations. AB accumulates in the brain parenchyma or within the walls
of cerebral vessels, and is associated with dementia, the most frequent one is known as
Alzheimer’s disease (AD), or stroke, in both hereditary and sporadic variants of these
pathologies. AB is normally generated by all cells and released as a soluble peptide, however,
in pathological conditions, it self-aggregates in the brain forming soluble oligomers or insoluble
fibrils which may be toxic to neurons and vascular cells. In the past 20 years the working

hypothesis that dominated the field of research in AD is known as "amyloid cascade
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hypothesis". This hypothesis postulates, in its simplest form, that the deposition of A in the
brain is the cause of disease and its elimination reverses the pathology. In this article we will
summarize the genetic basis of AD and examine the validity of the "amyloid cascade
hypothesis" in the pathogenesis of AD. We will also put into perspective the use of the "amyloid

cascade hypothesis" for the rational design of therapeutic agents for AD.

Keywords: Amyloids, Alzheimer, Dementia, Genetic, Therapy

Diversas enfermedades complejas estan asociadas al plegamiento anormal de proteinas,
dentro de las que se incluyen enfermedades neurodegenerativas muy comunes como la
enfermedad de Alzheimer (EA) y el Parkinson (PD) o muy poco frecuentes como las demencias
asociadas a mutaciones en el cromosoma 17 (demencia frontotemporal) o en el cromosoma 13
(demencia tipo Britanica o Danesa) o las enfermedades pridnicas. Todas estas patologias
tienen en comun la aparicion en el cerebro de agregados insolubles de proteinas denominados
“amiloides”. Un amiloide es una proteina “auto-ensamblada” que presenta morfologia fibrilar,

propiedades tintoriales especificas y una conformacion 3-plegada [1].

La localizacién de los depdsitos de amiloide puede ser intra o extra-celular y en el caso de las
enfermedades neurodegenerativas la sintomatologia clinica depende del area cerebral
afectada. En este sentido, en la EA la principal estructura cerebral comprometida es el
hipocampo y la corteza asociativa, es por eso que la manifestacion clinica mas frecuente es la
pérdida de memoria, mientras que en PD los depdsitos se localizan en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra y la manifestacion clinica es temblor y alteraciones en la

marcha.

En los ultimos 20 afios la hipdtesis de trabajo que dominé el campo de investigacion en
enfermedades neurodegenerativascon depdsito de amiloidese conoce como "hipétesis de la
cascada amiloide". Esta hipotesis postula que el depdsito de amiloide en el cerebro es la causa
de la enfermedad. Por lo tanto, si la formacion de amiloide es un proceso de evolucidon
progresiva y predecible, interrumpir el proceso evitaria la enfermedad [2]. Para validar esta
hipétesis se necesitaron desarrollar modelos animales que reprodujeran amiloidosis cerebral y
deterioro cognitivo y sin duda fue la enfermedad de Alzheimer (EA) la patologia con amiloide

cerebral mas ampliamente estudiada utilizando diversos abordajes experimentales.

Discutiremos en este articulo las bases genéticas de la EA y examinaremos la valides de la

"hipotesis de la cascada amiloide" en la patogénesis de la EA.

La EA es un desorden clinico y genético heterogéneo. Existen 2 variantes, la mas frecuente
esta estrechamente asociada a la edad, se la conoce como esporadica de inicio tardio (LOAD
del inglés, late-onset sporadic Alzheimer’'s disease). Es una enfermedad muy prevalente (~19
% para los mayores de 75 afios) cuyo curso promedio es de 8-10 afios. Debido al aumento en
la expectativa de vida se ha convertido en un serio problema de salud publica. Presenta

factores de riesgo genético y ambiental. El principal factor de riesgo genético asociado a esta
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variante es el alelo 4 del gen de la Apolipoproteina E el cual se ha validado en poblaciones de
diversas ancestrias incluida la poblacién argentina [3]. Debido al avance tecnoldgico logrado en
la secuenciaciéon genética mediante el uso de plataformas de alto rendimiento ha sido posible
realizar en los ultimos 5 afios estudios del tipo GWAS (del inglés Genome Wide Association
Studies) utilizando un gran numero de muestras (proveniente de poblacion europea y/o del
norte de américa) en disefios del tipo caso-control (> 20.000 sujetos/grupo) y secuenciando un
gran numero de genes (entre 300.000 a 3 millones de variantes genéticas). El resultado de
estos estudios sugiere que algunos polimorfismos de nucleétido unico (SNPs, del inglés Single
Nucleotide Polymorphism) estarian asociados al riesgo de padecer la enfermedad, aunque
precisan ser validados en poblaciones de diversas ancestrias. Con este objetivo, en nuestro
laboratorio reclutamos los pacientes con alteraciones cognitivas (casos), e individuos sin obvias
disfuncién clinica (controles) y determinamos SNPs asociados a LOAD disponibles en bases de
datos (http://www.alzgene.org, http://www.ebi.ac.uk/gwas/), y SNP bialélicos asociados a la
ancestria. Actualmente estamos validando los SNPs seleccionados (mediante procesamientos
estadisticos apropiados), como de mayor prevalencia en nuestra poblacién para establecer un

patrén de riesgo genético que permita generar un algoritmo con utilidad diagndstica.

La otra forma de EA se la conoce como variante familiar de inicio temprano (FAD, del inglés
Familial Alzheimer's Disease) y esta causada por mutaciones en alguno de estos 3 genes:
proteina precursora del amiloide 3 (APP), presenilina 1 (PSEN1) o presenilina 2 (PSEN2). Las
mutaciones en estos 3 genes son altamente penetrantes y de baja frecuencia y solo
corresponden al 5 % de todos los casos de Alzheimer. Si bien hay pocas familias reportadas en
el mundo como portadoras de EA familiar, en argentina nuestro laboratorio en colaboracién con
equipos médicos especialistas en neurologia cognitiva describimos 2 familias con EA de inicio
precoz asociada a mutaciones en PSEN1 [4] y PSEN2 [5]. Disponer de estos sujetos abre
posibilidades para encarar investigaciones traslacionales innovadoras para diagnostico y

tratamiento de la EA.

En cualquiera de sus 2 variantes, EA se caracteriza clinicamente por un periodo inicial de
deterioro cognitivo de 2-3 afos de dificil diagndstico y una posterior declinacion grosera y
progresiva de la memoria y el desarrollo de afasia, apraxias y agnosias que reflejan el dafio en

el hipocampo y la neocorteza asociativa.

A nivel anatomopatolégico, los cerebros muestran en estadios avanzados de la enfermedad,
atrofia generalizada y a nivel histolégico presentan depositos extracelulares de péptido amiloide
B (AB) conocidos como “placas seniles” o “placas neuriticas”, depositos intracelulares de
proteina Tau-hiperfosforilada conocidos como “ovillos neurofibrilares” o “degeneracion
neurofibrilar’, neuritas distroficas, pérdida de sinapsis, gliosis y depésitos vasculares de A en
corteza y leptomeninges. Recientemente se ha demostrado en estadios tempranos de la

enfermedad depdsitos intraneuronales de AR [6].

Desde la identificacién desde hace ya mas 20 afios de la primera mutacion en el gen del APP

[7] la "hipétesis de la cascada amiloide" gand enorme importancia sobre la base de la evidencia
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genética y bioquimica. Todos los sujetos portadores de mutaciones en alguno de los 3 genes
vinculados con EA de inicio temprano, desarrollan demencia y depositos cerebrales de AB.
Todos los animales transgénicos (desde el ratén a la mosca) portadores de 1 0 mas genes
vinculados con EA familiar presentan amiloidosis cerebral y deterioro cognitivo. Estudios
preclinicos desarrollados en ratones transgénicos mostraron que la inmunizacion con
anticuerpos anti-AB reduce los depdsitos cerebrales y mejora la performance cognitiva. Con
estos resultados, se encararon ensayos clinicos en sujetos afectados con EA con la expectativa
de observar mejoras a nivel neuropatolégico y comportamental. Sin embargo, los resultados de
los ultimos ensayos clinicos dirigidos a reducir los niveles de A extracelular en sujetos con EA
esporadica sugieren que esta estrategia no tuvo el impacto esperado sobre la progresién de
EA. Se logré disminuir la carga de amiloide cerebral, pero no se mejoré la capacidad cognitiva y
en muchos casos se obtuvieron respuestas adversas que obligaron a suspender los ensayos

[8].

Basicamente hoy en dia se reconoce que el papel de AR en EA pareciera ser mas complejo y
sin duda el depdsito extracelular de AB no es unico responsable de generar EA. Si bien los
motivos del fracaso de estos ensayos clinicos, algunos de ellos con graves deficiencias en su
disefo, pueden deberse a que se probaron en pacientes con pérdida neuronal avanzada y el
cerebro severamente dafado, estos resultados abren interrogantes sobre la posibilidad de
pensar que tal vez el depodsito extracelular de AP juega un papel protector activo en el
envejecimiento del cerebro y por lo tanto, eliminarlo empeora el cuadro, en lugar de mejorarlo.
También esta claro que, independientemente de si AB es protector o toxico, los ensayos
clinicos que modulen los niveles cerebrales de AP seguiran siendo de gran interés para la

busqueda de una intervencién terapéutica racional para la EA.

Con pruebas que indican que la cantidad de amiloide insoluble depositado en el cerebro en
forma de placas seniles correlaciona mal con el deterioro cognitivo, y con las evidencias de que
los ensayos clinicos tendientes a eliminar AR extracelular no mejoraron la performance
cognitiva, los esfuerzos de investigacion se centraron en los ultimos afios en estudiar la
toxicidad de las formas solubles de AR, también conocidas como oligémeros de AB. Después
de una década de estudios, ahora se cree que la forma mas biolégicamente activa de AB, o sea
la més toxica, es el oligdbmero soluble. Sin embargo se requieren esfuerzos especificos para
comprender el mecanismo molecular que vincula a los oligémeros de AB con la vulnerabilidad

neuronal especifica, el deterioro cognitivo y finalmente la neurodegeneracion.

La oligomerizacion y acumulacién cerebral de AB depende de 2 parametros: la concentracion
local y el tiempo. El estado estacionario del AR monomeérico en el cerebro es el resultado de un
equilibrio bien controlado entre su produccién y eliminacion; hoy en dia se cree que la EA
esporadica puede reflejar defectos en los mecanismos de eliminacién de AB, mientras que la
EA familiar presenta una produccion de AB mas eficiente. Se ha demostrado recientemente que
la cinética de la produccion de AR es similar entre controles y pacientes con EA de inicio tardio.

Sin embargo, existe una falla en la depuraciéon de AB en comparacion con los controles, lo que

10



Revista QuimicaViva - Numero 1, afio 15, abril 2016 - quimicaviva@gqb.fcen.uba.ar

indica que los mecanismos de catabolismo cerebral de AB pueden ser de importancia critica en
la EA esporadica [9]. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que la principal proteasa
cerebral encargada de degradar a AB, la enzima degradadora de insulina (IDE, del inglés
Insulin Degrading Enzyme) esta desregulada en EA [10-13]. A nivel sub-celular determinamos
que IDE presenta una localizacién ubicua [14, 15] existiendo una variante mitocondrial cuya
expresion esta regulada por la biogénesis mitocondrial [16]. Estos estudios identificaron por
primera vez, un mecanismo molecular que vincula la degradaciéon mitocondrial de AB con la
funcionalidad mitocondrial sugiriendo que la desregulacion de esta via podria inducir el
deterioro cognitivo en estadios tempranos de la enfermedad. En concordancia con esta
hipétesis se ha demostrado que la acumulacién intraneuronal de AB correlacionan con areas
cerebrales que presentan menor captacion de glucosa y expresion reducida de genes del
metabolismo energético, sugiriendo una vinculacioén directa entre el depésito intraneuronal de
AB, la disfuncion mitocondrial y el deterioro cognitivo [17]. En nuestro laboratorio, utilizando
ratas transgénicas que presentan acumulacion intraneuronal de AB y una amplia gama de
trastornos conductuales y cognitivos similares a los descriptos en sujetos en estadios iniciales
de la EA [18] demostramos que el depdsito intraneuronal de AB promueve las deficiencias
bioenergéticas disminuyendo la capacidad respiratoria mitocondrial mediada por déficits en la
actividad enzimatica del complejo | de la cadena respiratoria. Estas fallas pudieron revertirse
administrando por via oral un compuesto antioxidante y estimulador de la biogénesis
mitocondrial [19]. Estos resultados avalan la importancia de explorar otras hipotesis,
alternativas a la de la cascada amiloide, para la comprension del rol de AB en estadios

tempranos de la EA.
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Resumen

La calidad de la estructura del cerebro es establecida tempranamente durante el desarrollo
embrionario y los primeros afos de vida a través de una serie de interacciones dinamicas en las
cuales las condiciones ambientales y las experiencias personales tienen un impacto significativo en el
establecimiento del programa de expresién genético. Uno de los estimulos del medio ambiente mas
importantes para el individuo consiste en la calidad de su nutricién. Una alimentacién deficiente
durante este primer periodo de vida redunda en un desarrollo inadecuado del cerebro. En este trabajo
se analiza el papel de las modificaciones epigenéticas como potenciales mecanismos que explican de
qué modo las experiencias tempranas de un individuo van modulando el desarrollo del cerebro con

consecuencias que perduran durante toda la vida.

Palabras claves: experiencias tempranas - desarrollo del cerebro — epigenética — malnutricion —

comportamiento y cognicion.

“Memories from childhood. Early life experiences and epigenetics”
Summary

The quality of brain architecture is established early in life through a series of dynamic interactions in
which environmental conditions and personal experiences have a significant impact on the
establishment of genetic programming. Nutritional adequacy is an important environmental stimulus.
Deficient nutrition during early life impairs brain development. In this work we analyze the role of
epigenetic modifications as a potential mechanisms that explains how early life modulates brain

development and are associated with lifelong consequences.

Key words: early life experiences — brain development — epigenetics — malnutrition — behavior and

cognition.
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“Frente a las enfermedades que genera la miseria, frente a la tristeza, la
angustia y el infortunio social de los pueblos, los microbios como causa de
enfermedad son una pobre causa”

Ramoén Carrillo

Como todo organismo vivo, somos el resultado de dos historias que determinan nuestra biologia. Una
historia evolutiva que ha construido nuestro genoma durante centenares de miles de afos y que nos
define como especie. Y también una historia del desarrollo, la que comienza en el mismo momento de
nuestra concepcién y que reune el conjunto de interacciones con el medio ambiente. Es la historia
que enfrenta nuestros genes con el mundo que nos rodea y que constituye el bagaje de experiencias
que va tallando nuestra personalidad. Ambas historias se encuentran en el punto en que estas
experiencias modulan la expresion génica alejandonos del determinismo como especie al que nos
ancla nuestro genoma dando paso a la construccién de lo que nos define como sujetos individuales,

Unicos e irrepetibles.

Si bien en cualquier etapa de la vida somos capaces de absorber estimulos del ambiente, los
periodos pre- y postnatales son cruciales para modular el desarrollo y programarlo en consecuencia a
los diferentes estimulos recibidos. Esta habilidad de un organismo para adaptarse al medio externo
se denomina plasticidad definida como la capacidad del genotipo para producir diferentes fenotipos
en respuesta a las diferentes condiciones del ambiente. El periodo de maxima plasticidad se ubica

durante el desarrollo temprano es decir desde la concepcién hasta los primeros afos de vida [1, 2]

Desarrollo del cerebro y el medio ambiente

El impacto de estas experiencias tempranas es excepcionalmente fuerte sobre la arquitectura del
cerebro por lo que el periodo de vida perinatal y la infancia son etapas que ofrecen una gran
oportunidad, pero también una gran vulnerabilidad, para su desarrollo [3]. El cerebro sobresale por
tener un desarrollo particularmente acelerado. El proceso de neurogénesis multiplica el nimero de
neuronas las que, a través del crecimiento axonal y las prolongaciones dendriticas, se comunican
entre si permitiendo la formacion de complejos circuitos cerebrales. Luego de este periodo de rapida
proliferacion, sigue la apoptosis del exceso de neuronas formadas y la poda de ciertas sinapsis,
disminuyendo el niumero de conexiones y aumentando la eficiencia de estos circuitos. Paralelamente,
una red de células gliales sostiene y abastece a las neuronas que se van mielinizando para potenciar
la transmisién de los impulsos nerviosos. Un conjunto de estos circuitos bésicos comienza a
especializarse para dar origen a las cortezas visual y auditiva con las que podemos analizar
imagenes, asociarlas con sonidos y comenzar el desarrollo del lenguaje y de funciones cognitivas

complejas. Estos eventos ontogénicos se deben ir sucediendo en un orden determinado, ya que se
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van construyendo uno sobre otro, de tal modo que, pequefias perturbaciones en estos procesos,

tendran efectos profundos y duraderos sobre la estructura y funcionalidad del cerebro [4].

Un ambiente que promueva el crecimiento, con una nutricibn adecuada y pleno de estimulos
cognitivos y emocionales, va dando forma al cerebro en desarrollo para lograr una estructura
altamente integrada y capaz de desarrollar multiples y complejas funciones. Por el contrario, un
ambiente adverso, con pobres condiciones nutricionales y escasas o nulas interacciones sensoriales

y sociales, resulta en un cerebro débil incrementando las probabilidades de dificultades posteriores.

Para hacer frente a la adversidad

El desarrollo saludable de un infante depende de la capacidad de su organismo de responder
rapidamente ante una situacion de estrés y de la habilidad de apagar esa respuesta cuando la fuente
de estrés ha sido eludida o eliminada. Este sistema de respuesta al estrés se desarrolla
fundamentalmente en la etapa perinatal y en la primera infancia. Mientras que experiencias
estresantes moderadas y de corta duracién pueden ser consideradas positivas ya que son
importantes y necesarias para adaptarnos gradualmente a las exigencias del ambiente, el estrés
proveniente de situaciones graves y de larga duracion tienen consecuencias toxicas [5, 6]. Cuando
este nifio no dispone de un soporte parental que amortiglie estas experiencias adversas, ellas se van
integrando al desarrollo del cerebro aumentando las probabilidades de la aparicion de dificultades en
el aprendizaje y de trastornos fisicos y mentales. Las experiencias adversas en la nifiez tales como el
desapego materno, la negligencia en el cuidado parental, la pobreza extrema, la violencia y el
maltrato son fuentes de estrés toxico y tienen un efecto acumulativo e irreversible a menos que se
actue tempranamente en la atenuacion de las causas y sus consecuencias [7, 8]. Cuanto mas

adversas sean las experiencias en esta etapa temprana, mas incierta la salud del individuo adulto.

Un cerebro saludable no es solo importante para un procesamiento efectivo de los continuos
estimulos que recibimos del medio externo sino también es necesario para realizar los ajustes entre
los diferentes estados comportamentales y nuestro cuerpo a través de la comunicacién bidireccional
con los sistemas neuroenddécrino, auténomo, inmune y metabdlicos. Este control que ejerce nuestro
cerebro sobre el cuerpo promueve las actividades adaptativas y permite poder hacer frente a diversas

situaciones que desafien nuestra seguridad e integridad como individuos|[9].

Construyendo el epigenoma

La estrecha relacion entre calidad de vida pre y postnatal con la salud fisica y mental de un individuo
posteriormente en su vida adulta es una certeza indubitable. Surge entonces como valida una
pregunta acerca del modo en que estas experiencias tempranas son incorporadas en nuestro cerebro

a nivel celular y molecular y cual es el motivo de su persistencia.
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Todas las células de un organismo multicelular son genéticamente idénticas pero estructural y
funcionalmente diferentes debido a la expresion diferencial de sus genes. Estas diferencias en la
expresién génica son causadas principalmente por mecanismos epigenéticos, mecanismos que a
través de marcas quimicas sobre el DNA regulan la expresion de los genes sin alterar su estructura
primaria, y que se mantienen a través de las sucesivas mitosis dando origen al proceso de
diferenciacion [10]. Ademas, en la ultima década, se ha demostrado que los mecanismos
epigenéticos se activan en respuesta a estimulos ambientales ejerciendo un efecto sobre las
capacidades fisicas y mentales de un individuo a lo largo de toda su vida aun cuando el estimulo
causante haya desaparecido [5, 11, 12].Por lo tanto, podemos considerar que el genoma tiene dos
capas de informacion: la secuencia del DNA heredada de nuestros padres la que se conserva a lo
largo de toda nuestra vida y es idéntica en todos los tejidos y las marcas epigenéticas que son

especificas de cada una de las células y tejidos.

La regulacién de la expresién génica a través de mecanismos epigenéticos permite la integracion de
las senales ambientales con el genoma facilitando la adaptacion de un organismo a los potenciales
cambios del medio ambiente, confiriendo plasticidad a la rigidez del genoma. En otras palabras,
podemos decir que los mecanismos epigenéticos son el medio a través del cual un organismo
programa sus respuestas comportamentales en la vida adulta de acuerdo a las experiencias

ambientales de las que ha sido objeto en una etapa temprana de su desarrollo [13-15].

El epigenoma, entonces, refiere al conjunto de marcas epigenéticas o moléculas que gobiernan la
accesibilidad al DNA o al RNA regulando la actividad de la maquinaria transcripcional o traduccional
resultando en la expresion activa o el silenciamiento de los genes. El estudio de estos mecanismos y
su relacién con los estimulos medioambientales constituye una de las areas mas dinamicas de la
biologia celular y molecular, especialmente en las neurociencias [16, 17]. Los principales mecanismos
epigenéticos involucran las modificaciones en el nucleo de histonas sobre el que se empaqueta el
DNA formando la estructura cromatinica, la metilaciéon del DNA, la accién de moléculas de RNA no
codificantes y los cambios en la organizacion nuclear de la cromatina y el posicionamiento de los

nucleosomas [18-20].

Malnutricion como adversidad temprana

Uno de los estimulos del medio ambiente mas importantes para el individuo consiste en la calidad de
su nutricion. En efecto, la nutricion durante el desarrollo y el principio de la vida extrauterina
constituye una de las variables mas importantes que influyen sobre la formacién, crecimiento y
organizacion funcional de un organismo [21-23]. Una alimentacion deficiente durante este primer
periodo de vida redunda en un desarrollo inadecuado del cerebro, érgano que esta genéticamente
programado para crecer mas rapidamente que el resto del organismo, conduciendo a cambios en su

estructura y funcién [24]
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Segun datos de 2014, las Naciones Unidas estiman que 805 millones de personas sufren algun grado
de desnutricion, es decir cerca del 12% de la poblacion mundial. Se calcula que mas de 1/3 de estas
personas corresponden a mujeres en edad fértil [25]. Numerosas evidencias demuestran que la
desnutricion en el periodo prenatal y de lactancia resulta en la modificacion de las funciones
cognitivas y socio-emotivas y disturbios en el aprendizaje y memoria incrementando el riesgo de
enfermedades psiquiatricas tales como la depresion, desérdenes de la personalidad y esquizofrenia
[26, 27]. Estudios clinicos realizados en nifios expuestos a malnutricion proteica muestran cambios en
el comportamiento que se mantienen aun en la etapa adulta. Estos cambios involucran problemas de

atencién, hiperactividad, agresividad y otras conductas antisociales [28—30].

Este estatus nutricional deficiente tiene efectos profundos sobre el epigenoma modificando la
expresion de genes involucrados en el disefio del perfil metabdlico e intelectual del individuo. Desde
el aspecto metabdlico, el cerebro demanda una mayor cantidad de energia por unidad de peso que el
musculo, aproximadamente 15 veces mas. Mas aun, el 25% de la energia utilizada como adultos es
consumida por el cerebro, un porcentaje mucho mayor que los demas primates. Este consumo de
energia por el cerebro llega a ser del 50 al 80% [segun la edad] durante el primer periodo de vida.
Este hecho senala la importancia de una nutricibn adecuada para el desarrollo del cerebro [31].
Desde un punto de vista del intelecto, la malnutricion interfiere con la motivacion del nifio y su
capacidad de concentracién y aprendizaje. El nifio malnutrido tiene un avance muy lento y asi
continda hasta que no puede enfrentarse a la situacion escolar. Entonces, ademas de los efectos

sobre su desarrollo cerebral se suma la pérdida irreversible de oportunidades [32]

Las desgraciadas consecuencias de la malnutriciéon en etapas tempranas sobre las capacidades
intelectuales y sociales de un individuo y su persistencia a lo largo de toda su vida representan un
costo econdmico enorme y humano inconmensurable. Como la malnutricion estda asociada
generalmente a situaciones de pobreza y por ende a un escaso acceso a las distintas etapas
educativas, da lugar, entonces, a un encadenamiento de circunstancias que se potencian en el
tiempo y conducen a un circulo desdichado del que es muy dificil salir. La intervencion del estado es
obligatoria y fundamental para tratar de recuperar estas amplias franjas de ciudadanos que se ven

privados de una vida acorde a sus potencialidades [33].

Entender los mecanismos mediante los cuales la adversidad nutricional en etapas tempranas de la
vida causa modificaciones persistentes en el epigenoma aumentando el riesgo de la apariciéon de
trastornos en la salud mental es un area de estudio fundamental de la neurobiologia y psiquiatria
modernas. Esto colaborara en el disefio de estrategias farmacolégicas y psicolégicas adecuadas para
la reversion de una programacion epigenética deficiente provocada por condiciones ambientales
adversas y deberia recibir una atencion prioritaria en futuras investigaciones. Finalmente, cabe
aclarar que la malnutriciéon infantil es sélo un emergente de la condicion multifactorial de la pobreza
por lo que nada podra reemplazar a la medida mas importante que debiera tomarse, la erradicacion

de la pobreza y la marginacién social.
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Resumen

La adicién de bacterias nativas metabolizadoras de hidrocarburos se ha convertido actualmente en
una metodologia efectiva para biorremediar ambientes contaminados con petréleo. Por tal motivo
se aisl6d y evalud la capacidad de cinco cepas bacterianas de una zona de manglar del Peru, para
biodegradar los hidrocarburos del petréleo. Las bacterias fueron identificadas mediante el gen
rRNA 16S y cultivadas en medio mineral Bushnell Hass suplementado con petréleo. Ademas se
realizé un ensayo de bioaumentacion durante 28 dias en un suelo de manglar que contenia 9,6 %
de hidrocarburos totales de petréleo (HTP). Las secuencias del gen rRNA 16S de las cepas
bacterianas estuvieron 100 % relacionadas con Bacillus aryabhattai y Vibrio fluvialis, y 99% con
Acinetobacter venetianus, Arthrobacter mysorens y Exiquobacterium profundum. A excepcién de la
cepa relacionada con B. aryabhattai todas fueron capaces de crecer en el medio mineral
suplementado con petréleo. La concentracion inicial de HTP en el suelo tratado con el experimento
de bioaumentacién se redujo entre 77 a 82 % con la aplicacién de las cepas relacionadas a V.
fluvialis, A. venetianus, A. mysorens y E. profundum, los que fueron estadisticamente mayores a
la reduccion de 68 % obtenida con el control negativo. . Estos resultados demostraron que en el
manglar, existen cepas bacterianas con capacidad para degradar el petréleo y con alto potencial

para ser usadas en procesos de biorremediacion.

Palabras claves: Bioaumentacién, contaminacion por petréleo, hidrocarburos totales, bacterias

del manglar
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Efficiency of bacterial strains isolated from mangroves to bioremediate

petroleum-contaminated soil

Summary

The addition of native bacteria metabolizing hydrocarbons has now become an effective
methodology for bioremediation of oil-contaminated environments. Therefore it was isolated and
evaluated the capacity of five bacterial strains in a mangrove area of Peru, to biodegrade
petroleum hydrocarbons. Bacteria were identified by 76S rRNA gene and grown on Bushnell Hass
mineral medium supplemented with petroleum. Moreover, a bioaugmentation assay was conducted
for 28 days in mangrove soil containing 9,6 % of total petroleum hydrocarbons (TPH). The 16S
rRNA gene sequences of bacterial strains were 100 % related to Bacillus aryabhattai y Vibrio
fluvialis and 99% with Acinetobacter venetianus, Arthrobacter mysorens y Exiquobacterium
profundum. With the exception of the strain related with B. aerabhattai, the rest of the isolated
strains were able to grow in mineral medium supplemented with petroleum. The initial
concentration of HPT in the soil treated with the experiment of bioaugmentation was reduced
between 77-82% with the application of related strains to V. fluvialis, A. venetianus, A. mysorens
and E. profundum, which were statistically greater than removal of 68% obtained with the negative
control. These results demonstrate that in the mangroves, there are bacterial strains with ability to

degrade petroleum and high potential for use in bioremediation processes.

Keywords: Bioaugmentation, oil pollution, total hydrocarbons, bacteria mangrove

Introduccion

A pesar de su importancia econémica, la actividad petrolera es una de las actividades humanas
que causa grandes impactos sobre el medio ambiente [1]. Diversos eventos de contaminacion han
ocasionado grandes dafios en los ecosistemas marinos fragiles, tanto a nivel mundial [2,3] asi
como en paises de la region [4] y el Peru [5]. Incluso algunos de ellos tales como Sucumbios en la
amazonia ecuatoriana [1] y la cuenca del rio Corrientes en Peru [6], aun persisten como pasivos
ambientales generando conflictos sociales que afecta la credibilidad de las empresas petroleras [1,
4y 6].

Si bien la atenuacion de una cantidad de hidrocarburos en un ecosistema contaminado puede
darse de forma natural mediante evaporacion, foto-oxidacion, emulsion, dispersion y
biodegradacion [7], en la mayoria de los casos ésta no es suficiente para remediar los sitios
contaminados, incluso algunos productos de la foto-oxidacion son compuestos mas téxicos que los
hidrocarburos originales [8]. Mas aun en el caso de los manglares, que debido su alta
productividad y su abundante detritus organico [9], los hacen un sitio preferencial para la
acumulacion de hidrocarburos [4], siendo necesario la aplicacion de tecnologias que aceleren

eficientemente el proceso de remediacion.
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En este sentido los procesos bioldgicos, vienen siendo utilizados con éxito para la remediacion de
sitios contaminados con petréleo ya que su desarrollo puede ser aplicado con un bajo costo
economico [10]. Asi mismo, diversos estudios han demostrado que entre los procesos bioldgicos
existentes, la bioaumentacién con cepas microbianas nativas o aisladas de un mismo ambiente
que se pretende biorremediar es un método eficiente y viable para la recuperacién de estos
ambientes [11-13].

Si bien solo una pequefa parte de la comunidad microbiana puede ser cultivada [14], el
aislamiento e identificacion de bacterias es importante para entender el rol de estos
microorganismos para la metabolizacién de los hidrocarburos del petréleo [15]. Mediante las
técnicas dependientes de cultivo en medios minerales como Bushnell Hass suplementado con
diferentes tipos de hidrocarburos [16], se ha aislado y determinado la habilidad de una amplia
variedad de géneros bacterianos para degradar diferentes tipos de hidrocarburos en diferentes
ambientes como el suelo [11 y17] agua marina [18-20] y manglar [4 y 21].

La aplicacion de estas bacterias mediante bioaumentacion ha logrado reducir entre 45y 73 % la
concentracién de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) en suelos [22 y 23]. Entre los géneros
aislados con mayor capacidad de biodegradacion de hidrocarburos se encuentra Pseudomonas
[24, 11 y 21], Vibrio [16, 18 y 19] Marinobacterium, Marinobacter, Cycloclasticus [25],
Rhodococcus [15 y17], Acinetobacter [22 y 25], Bacillus [11 y 21], Sphingomonas [27 y 28],
Arthrobacter [29] y Alteromonas [30].

En este sentido el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la capacidad de biodegradacion de
hidrocarburos del petréleo de cepas bacterianas aisladas a partir de una zona del manglar de

Puerto Pizarro, Tumbes.

Materiales y Métodos

Aislamiento microbiolégico.

El aislamiento de bacterias fue realizado a partir de cinco sub-muestras de 10 gramos de
sedimento de una zona de manglar con presencia de hidrocarburos ubicados a 3° 30" 6,68 de
latitud sur y 80° 23" 39,73"" de longitud oeste, contigua al desembarcadero artesanal de Puerto
Pizarro, Tumbes, Peru (Figura 1). Las cinco sub-muestras fueron mezcladas y enrasadas a 100 ml
con solucion salina (0,85 %) en un matraz estéril a partir del cual se realiz6 diluciones hasta 108,
De cada dilucién se sembré una alicuota de100 pl en el medio microbioldgico R2A, el cual fue
suplementado con 0,25 % de petroleo crudo y se incubd a temperatura ambiente por 24 horas.
Cada cepa bacteriana fue sometida a un proceso de purificaciéon mediante siembras continuas en
medio R2A. Las cepas bacterianas aisladas fueron codificadas inicialmente de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas (BMRt, FMIt, IPF1, IGF2, TcPF) y conservadasa 4 °C en los medios

R2A (medio sdlido) y Luria Broth (LB) (marca Oxoid, Reino Unido) hasta su respectiva utilizacion.
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Figura 1. Ubicacion geografica del punto de muestreo, A: Zona de manglar del desembarcadero
de Puerto Pizarro, Tumbes, Peru.

Identificacion molecular de las cepas bacterianas

La extraccion de ADN de cada cepa bacteriana, se realiz6 a partir del 1 ml de cultivo bacteriano
incubado por 24 horas y a temperatura ambiente en el medio Luria Broth. Se utiliz6 el protocolo
de extraccion de ADN bacteriano con CTAB [31]. La amplificacion del gen rRNA 16S se realiz6
con los iniciadores F8 (5"-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3") y R1509 (5-
GNTACCTTGTTACGACTT-3") propuestos por [32]. Las pruebas de PCR fueron realizadas en un
volumen de reaccion de 50 pl en un equipo termociclador (marca Biometra, Alemania), utilizando
el kit de PCR Tag DNA Polymerase recombinant (marca Thermo Fisher Scientific, EE.UU), de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se consideré una programaciéon de amplificacion de
35 ciclos, que consistieron, de 94 °C por 30 segundos en desnaturalizacién, 57 °C por 30
segundos en hibridacion y 72 °C por 45 segundos en polimerizacion. Los productos obtenidos,
fueron migrados electroforéticamente en un gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio
(0,006 % v/v) (marca Merck, Alemania) y finalmente observados en un transiluminador ultravioleta

(marca H.W. Kassel).

La secuenciacion fue realizada sobre 15 ul de los productos de la PCR utilizando los iniciadores
universales F518 (5"-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") y R800 (5-TACCAGGGTATCTAATCC -
3") en el Laboratorio Macrogen (Maryland, USA). Las secuencias obtenidas fueron editadas y
alineadas en el programa informatico MEGA 5. La identificacion de las cepas bacterianas fue por

andlisis de las secuencias en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) mediante la herramienta de andlisis Basic Local Alignment Tools (BLAST)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Cultivo microbiolégico en medio mineral suplementado con petréleo

En el laboratorio se desarrolld un cultivo microbiolégico en 50 ml del medio mineral Bushnell Hass
Broth (marca Microgen, India) suplementado con 500 ul de petréleo crudo (donado por la empresa
BPZ Energy, extraido de la plataforma marina de Tumbes) como unica fuente de carbono por seis
dias a temperatura ambiente y con agitacidon constante de 200 rpm en un equipo Shaker (marca
Labnet, EE.UU). El experimento fue realizado por triplicado en 21 matraces considerando las
cinco cepas aisladas (BMRt, FMIt, IPF1, IGF2, TcPF) una mezcla de las cinco cepas bacterianas
que fue codificada como M5 y un control negativo. Se monitored diariamente el crecimiento por

observacion directa del cambio de coloracién en el medio de cultivo.

Ensayo de bioaumentacion

Se realizé por triplicado en 21 cajones de madera instalados en un area cercana al manglar de la
Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la Universidad Nacional de Tumbes, Peru.
Para esta actividad, se mezcld suelo de manglar con petréleo crudo y se envié 3 muestras de 2
kilogramos solicitada por el Laboratorio Labicer de la Universidad Nacional de Ingenieria en Lima
para la determinacion de la concentracion de hidrocarburos totales mediante cromatégrafo de
gases Varian 450-GC. Las muestras tuvieron en promedio 9,6 % de hidrocarburos totales. De esta
mezcla se agrego 0,1 m® en cada cajon y se instalé adicionalmente dos baldes de 16 | que
contenian agua del estero en recirculacion con la finalidad de mantener siempre humedo el
sustrato (Figura 2). A cada cajén (exceptuando los correspondientes al control) se le agregé cada
tres dias 50 ml de un cultivo bacteriano de las mismas cepas consideradas en el experimento de
laboratorio, durante 28 dias. Los cajones correspondientes al control recibieron el mismo volumen
del medio de cultivo estéril, durante el mismo periodo de tiempo. Al final del experimento se obtuvo
aleatoriamente de cada unidad experimental 5 sub muestras de suelo que fueron mezcladas hasta
obtener una muestra final de 2 kilogramos, solicitada por el Laboratorio Labicer de la Universidad
Nacional de Ingenieria en Lima para la determinacion de la concentracién de hidrocarburos
totales. La capacidad que tienen diferentes cepas sobre la biodegradacién de hidrocarburos fue
determinado mediante analisis de varianza, complementado con la prueba de Duncan, todas ellas

con a=5 %.
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Figura 2. Ensayo de biorremediacion de suelo de manglar contaminado con petréleo. A)
Disposicién de los cajones conteniendo el sustrato contaminado con petréleo, se aprecia los
baldes para abastecimiento y recojo del agua, B) Vista del sustrato humedo contenido en uno de
los cajones.

Resultados

Aislamiento de bacterias

Se contabilizd en total 8,0x10° de UFC/g de suelo. De este grupo, las cinco cepas de bacterias
aisladas (Tabla 1), tuvieron una similitud en sus secuencias del gen rRNA 16S de 100 % con
Bacillus aryabhattai (KC934850.1), y Vibrio fluvialis (JQ650110.1) y de 99 % con Acinetobacter
venetianus (AB859738.1), Arthrobacter mysorens (AJ639831.1) y Exiquobacterium profundum
(AY745848.1).

Tabla 1. Morfologia de las colonias e identidad filogenética de las cepas bacterianas aisladas de
sedimento de una zona de manglar.

Cédigo Color de Forma de Tamaio de
. . . Identidad filogenética
de cepa colonia colonia colonia
BMRt Blanca Redonda Mediana Bacillus aryabhattai
FMIt Fluorescente Irregular Mediana Exiquobacterium profundum
IPF1 Fluorescente Irregular Pequena Acinetobacter venetianus
IGF2 Fluorescente Irregular Grande Vibrio fluvialis
TcPF Fluorescente Conceéntrica Pequefia Arthrobacter mysorens

Cultivo microbiolégico en medio mineral suplementado con petréleo

Tanto el tratamiento que contuvo la mezcla de las cinco cepas de bacterias estudiadas (M5) asi

como los tratamientos con las cepas individuales relacionadas con Vibrio fluvialis (IGF2),
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Acinetobacter venetianus (IPF1), Arthrobacter mysorens (TcPF) y Exiquobacterium profundum
(FMIt), tuvieron la capacidad de crecer en el medio mineral suplementado con petréleo. Mientras
que la cepa relacionada a Bacillus aryabhattai (BMRt) asi como el control negativo no mostraron
crecimiento manteniéndose el color del medio microbiolégico transparente durante el periodo de

ensayo.

Ensayo de bioaumentacion

El suelo de manglar mezclado con petréleo tuvo una concentracién promedio inicial de HTP de
9,6 %. Después de los 28 dias que durd el ensayo de bioaumentacion los tratamientos con las
cepas IGF2 (Vibrio fluvialis) TcPF (Arthrobacter mysorens), IPF1 (Acinetobacter venetianus) y
FMIt (Exiquobacterium profundum) produjeron respectivamente una disminucion de 82 %, 81 %,
77 % y 77 % de la concentracion inicial de los HTP (Tabla 2). Estos valores fueron
estadisticamente mayores que el control negativo (C-), el cual que alcanzé un 68 % de remocion
de los HTP. Asi mismo al final del proceso, las caracteristicas organolépticas de color y olor del
suelo impactadas por la contaminacion de petréleo mejoraron hasta tener las caracteristicas

cercanas a un suelo normal.

Tabla 2. Concentracion porcentual de hidrocarburos totales (HTP) en el suelo a los 28 dias de

iniciado el experimento segun tratamiento de suelos de manglares de Tumbes, Peru

Promedio + desv. Remocion de HT
Tratamientos

estandar (%)
Control negativo 3,038+0,142a* 68
BMRt 2,523+0,126ab 74
TcPF 2,178+0,313bc 77
IPF1 2,171+0,612bc 77
FMIt 1,833+0,421bc 81
M5 1,743+0,064c 82
IGF2 1,713+0,107c 82

* Letras iguales representan valores estadisticamente similares de

acuerdo a la prueba de Duncan con a = 0,05.

Discusién

El presente estudio determind la capacidad de las cepas bacterianas |GF2 (Vibrio fluvialis), 1PF1
(Acinetobacter venetianus), FMIt (Exiquobacterium profundum) y TcPF (Arthrobacter mysorens) aisladas
del manglar, para crecer en un medio microbiolégico mineral teniendo al petréleo como unica fuente
carbono. Estas cepas redujeron significativamente la concentracion de HTP mediante bioaumentacién en

un suelo contaminado con petréleo (Tabla 2).
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Los géneros que estan relacionadas con las cepas bacterianas encontradas en presente estudio (Vibrio,
Acinetobacter, y Arthrobacter), también han sido identificados en trabajos previos como bacterias con
capacidad de biodegradacién de hidrocarburos, como por ejemplo el reporte de Acinetobacter para
degradar hidrocarburos totales [22 y 33], degradadoras de alcanos [26] y de alifaticos [17]. El género
Arthrobacter ha sido relacionado con la degradacién de los hidrocarburos aromaticos policiclicos como el
flureno [29], asi como de hidrocarburos aromaticos mas complejos como el 4-nitrofenol [34]. En el caso
del género Vibrio, se han aislado cepas marinas de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio fluvialis, con
capacidad para degradar fenantreno [35], Vibrio splendidus con capacidad para degradar naftaleno y
fenantreno [18] yVibrio cyclotrophicus con capacidad para degradar a los PAH [19]. Generalmente estas
bacterias han sido aisladas de ambientes diferentes al manglar por lo que los resultados encontrados en
éste estudio ademas de contrastar la capacidad de estas bacterias para biodegradar los HTP también

amplian la distribucién ecolégica de este tipo de bacterias.

En el ensayo de bioaumentacion desarrollado en la presente investigacion se observo, que la cepa que
produjo la mayor disminucién en la concentracion promedio de HTP fue IGF2 (Vibrio fluvialis) que
disminuy6 los HTP desde 9,6 % hasta 1,7 £ 0,1 %, representando un 82 % de remocion total de los HTP.
El porcentaje de remocion de HTP durante este trabajo fue mayor a lo obtenidos por Menezes vy
colaboradores [22] y Przystas y colaboradores [23] los que de forma independiente lograron una
remocion de alrededor de 73 % utilizando consorcios bacterianos. La capacidad de especies del género
Vibrio para la degradacion de hidrocarburos también ha sido demostrado por Geiselbrecht y
colaboradores [18], quienes encontraron que Vibrio spp. tuvo un crecimiento mayor sobre un medio con
hidrocarburos que otras cepas de Cycloclasticus spp. Esto muestra que Vibrio es capaz de mantener un
crecimiento acelerado, probablemente debido a un aprovechamiento mas eficiente de los hidrocarburos
totales lo que explicaria porque fue capaz de reducir en mayor grado los niveles de HTP en el presente
proyecto.

La disminucion de HTP observado en el control negativo, se podria deber a la accion de la microbiota del
suelo [2 y 33] asi como también a factores fisicos como la luz solar y la temperatura ambiental, los que
pueden contribuir con la evaporacion, fotoxidacion, emulsion, dispersion y biodegradacion de los
hidrocarburos [4 y 7]. Esta accion natural se vio reforzada con la adicion de las cepas bacterianas
aisladas ya que claramente se pudo observar (Tabla 2) que todos los tratamientos tuvieron un
rendimiento mayor al control negativo, sobre todo por las cepas IGF2 (Vibrio fluvialis), FMIt
(Exiquobacterium profundum), IPF1 (Acinetobacter venetianus) y TcPF (Arthrobacter mysorens). El
crecimiento en el medio mineral Bushnell Haas suplementando con petréleo como Unica fuente de
carbono, mostrado por las cepas IGF2 (Vibrio fluvialis), IPF1 (Acinetobacter venetianus) y TcPF
(Arthrobacter mysorens) es también un indicador de la capacidad de estas bacterias para degradar los
hidrocarburos del petréleo [12 y 36].

Debido a la capacidad para degradar los hidrocarburos del petréleo, las cepas IGF2 (Vibrio fluvialis),
IPF1 (Acinetobacter venetianus), FMIt (Exiquobacterium profundum) y TcPF (Arthrobacter mysorens)
aisladas del manglar pueden ser utilizadas para numerosas aplicaciones biotecnolégicas tanto en el area

ambiental como industrial [12]. Ademas el uso de estas cepas mediante métodos dependientes del
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cultivo permitiria examinar en detalle las rutas degradativas y evaluar sus estrategias de subsistencia

bajo condiciones altamente desfavorables que ocurren en un derrame.

La presencia de bacterias con capacidad para degradar los hidrocarburos del petréleo, permitiria inferir
que el area de suelo estudiado tendria cierta capacidad natural para enfrentarse a perturbaciones
externas relacionadas con la contaminacién por petréleo [2 y 33]. La que se veria incrementado con la
aplicacion de la técnica de bioaumentacion mediante la inoculacién de las cepas aisladas que
presentaron mayor actividad durante este trabajo de investigacién. Dado que se ha demostrado [12 y 13]
que el uso de bacterias nativas hacen que la bioaumentacion sea mucho mas eficiente para acelerar la

recuperacion de estos ambientes contaminados.

Conclusiones

1. Se determiné mediante cultivo en medio mineral suplementado con petréleo, que las cepas
bacterianas IGF2 (Vibrio fluvialis), |IPF1 (Acinetobacter venetianus), FMIt (Exiquobacterium
profundum) y TcPF (Arthrobacter mysorens) tienen la capacidad para degradar y utilizar los

hidrocarburos del petréleo como fuente de carbono.

2. Se determind que el uso de las cepas IGF2 (Vibrio fluvialis), IPF1 (Acinetobacter venetianus), FMIt
(Exiquobacterium profundum) 'y TcPF (Arthrobacter mysorens) mediante el método de
bioaumentacion mejora el proceso de biorremediacién de un suelo de manglar contaminado con

petréleo.

3. El método de bioaumentacién se presenta como una buena alternativa para recuperar el suelo del
manglar ante una posible contaminacién por el derrame de petréleo, generando un beneficio

ambiental.
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Resumen

Nos encontramos en un momento en el que el uso de las Tecnologias de la Informacién para la
ensefianza es parte de un debate. Por un lado se considera que el uso de plataformas, redes sociales
o incluso los celulares por parte de los estudiantes, distrae a los mismos de sus deberes escolares,
por el otro se invita a aprovechar el uso de estas tecnologias como una herramienta que pude
enriquecer cursos escolares. Contrario a lo que pudiese pensarse el trabajar las Tecnologias de la
Informacién no descarga al profesor de trabajo, al contario lo compromete y ocupa aun mas. Como
parte de un curso de nivel basico de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, nos dimos a la tarea de aprovechar el acceso a la plataforma Blackboard para
colocar en ella el disefio del médulo Valoraciones Acido-Base ocupando la herramienta de autor de

libre acceso eXelLearning.

Palabras claves: Tecnologias, Quimica, Valoraciones

Summary

The use of Information Technologies for teaching is currently part of a debate. While some authors
consider that the use of platforms, social networks or even cell phones by students distracts them from
their homework and other activities, others state that the use of such technologies as a teaching and
learning tool is an advantage that can enrich scholar courses. Contrary to these considerations,
working with Information Technologies does not lighten teacher’s work; it rather engages his/her tasks
even further. As a part of a basic course at the Chemistry School of Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, we took on the task to take advantage of the access to Blackboard platform to
place upon it the design of the Acid-Base Ratings module, using eXelearning, a free access computer

program.
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Introduccion

La educacion semiescolarizada y a distancia se esta convirtiendo en una nueva opcién para quienes
no pudieron estudiar una licenciatura o quienes la dejaron inconclusa. De acuerdo con Landeta [1] las
TIC (tecnologias de la informatica y la comunicacion) han generado nuevos retos educativos, que si
bien se apoyan en el desarrollo de nuevos materiales psicopedagdgicos, su funciéon principal se

centra en las actividades de aprendizaje asociadas a los contenidos tematicos.

La anexion de las TIC incorporadas en el amplio espectro que conforman toda la tecnologia
educativa, es un proceso complejo y debe ser la consecuencia de una perspectiva educativa amplia e
integral que contemple un abanico de respuestas y soluciones bajo diferentes concepciones de

problemas y situaciones referidos a la ensefianza y el aprendizaje.

Llevar a cabo lo anterior implica un conjunto de conocimientos, aplicaciones y dispositivos que
permite el uso de las herramientas tecnoldgicas en el ambito de la educacién. Es decir, resolver

problemas educativos mediante el uso de la tecnologia de la informacion.

Y ¢como llegar a este objetivo? Si los docentes que son especialistas o subespecialistas en sus
areas de formacion profesional, cuentan solo con las habilidades basicas en el uso de las tecnologias
de la informacién, o incluso se ven rebasados por los conocimientos que sus estudiantes tienen al
respecto. En otras ocasiones el docente cuenta con los conocimientos en el uso de las tecnologias de
la Informacion pero las instituciones para las que laboran no cuentan con la infraestructura y sus

estudiantes no desarrollan las habilidades necesarias para el uso de estas tecnologias.

Millan, citado por Marquez, Angulo y Ayala [4], menciona que se ha puesto mucho énfasis a la
alfabetizacién convencional en las escuelas, pero hoy se llega a saber que hay multiples
alfabetizaciones. Sabemos que el concepto de alfabetizacién se refiere al hecho de saber leer y
escribir, pero la alfabetizacién tecnologica es el saber “leer y escribir’ pero con la computadora,
ademas de entender y utilizar la informacion para apoyar el aprendizaje, la productividad personal, la

toma de decisiones y la vida diaria.

En otras palabras, la alfabetizacion tecnoldgica es desarrollar los conocimientos y habilidades tanto
instrumentales como cognitivas en relacién con la informacién vehiculada a través de nuevas
tecnologias (manejar el software, buscar informacion, enviar y recibir correos electrénicos, utilizar los
distintos servicios de plataformas web, etc.), ademas plantear y desarrollar valores y actitudes de

naturaleza social y politica con relacion a las tecnologias.

Sin embargo, las licenciaturas con una fuerte carga de horas practicas se encuentran en el debate
sobre si es posible generar curriculos a distancia, probablemente esta discusion continte por un largo
periodo de tiempo, lo que no puede negarse es la utilidad que las herramientas de tipo digital brindan
a los profesores de cualquier licenciatura, independientemente de si hay o no horas practicas

asignadas.
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En la licenciatura en Quimico Farmacobi6logo las horas de laboratorio tienen un peso especifico
trascendente para la formacion del estudiante, su objetivo central es dotar al alumno de las
habilidades basicas que requiere un quimico en el andlisis, la interpretacion de datos, la toma, manejo

y proceso de muestras de diferente origen.

Hasta el momento no se tiene claro si es posible migrar las practicas en el laboratorio a practicas de
tipo virtual, pese a que hoy dia existen mecanismos, instrumentos e incluso juegos de destreza y
habilidades en torno a un caso clinico. El problema de un “laboratorio virtual” en una carrera de
ciencias de la salud pareciera centrarse en el hecho de que al no estar el estudiante en contacto con
los problemas asociados a seguridad y a manejo del paciente, la formacion integral del mismo podria
verse afectada. No obstante las asignaturas tedricas pueden verse perfectamente auxiliadas por el
uso de ambientes virtuales y/o las llamadas herramientas de autor que son programas de computo

que permiten disefiar materiales multimedia a los docentes como auxiliar a sus cursos.

Es en ese sentido en el que se decidid abordar la problematica que presenta el curso Quimica
Analitica Basica. Desde que se instaurd el contenido tematico actual en el 2009 solamente 15 %
delos grupos ofertados han concluido en tiempo y forma con el programa académico, aunado a lo
anterior es importante mencionar que los docentes refieren que no pueden dedicar mucho tiempo a la
resolucién de ejercicios y problemas modelo, es por lo anterior por lo que decidimos incorporar un
Ambiente Virtual de Aprendizaje (AVA) en una de la Unidad Tematica "Valoraciones Acido Base

dentro del médulo Acidez y Basicidad.

Ambientes Virtuales de Aprendizaje

A finales del siglo XX el internet tuvo una expansion masiva, practicamente toda la gente tiene
conocimiento de la existencia de la red. Los ambientes virtuales de aprendizaje en principio apoyaron
en su totalidad a la educacion a distancia. De ahi que se comenzaron a generar los AVA (ambientes
virtuales de aprendizaje). De acuerdo con Lopez (2013) [1] un AVA es un sistema de herramientas de
interaccién basado en paginas web e internet. Un AVA cuenta con una serie de herramientas con las
cuales los participantes publican, colaboran, se comunican y estan constantemente informados. El

AVA busca favorecer el aprendizaje auténomo y lo desarrolla de manera activa y situada.

En un primer momento uno podria pensar que la carga del curso se sustenta en la informacion que
esta colocada en el AVA y que el papel del docente es secundario, cuando en realidad éste se vuelve
una especie de gestor del conocimiento y su trabajo va mas alla de la réplica de los contenidos y los

temas.

La preparacion de los materiales disponibles en el AVA implica una mayor inversién de tiempo por
parte del docente y por tanto una mayor dedicacion, puesto que debe disefiar el material que colocara

en él. Asi mismo el docente debera estar pendiente de las revisiones y entregas de trabajos.

Otro de los factores que juegan a favor de los docentes es el hecho de poder programar los horarios y

los dias de las entregas de actividades, esto es, si la entrega de una tarea esta programada para ser
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entregada el dia viernes a las 11:00 p.m., a esa hora la plataforma cerrara la recepcién de

documentos, no dejando asi lugar a pretextos.

Blackboard y eXelearning

Blackboard es una plataforma que permite interactuar a los usuarios mediante el intercambio de
archivos e informacién, aunque su uso esta muy difundido en la educacion a distancia y en los cursos
semiescolarizados, puede resultar una experiencia grata y con grandes beneficios para los actores

del proceso ensefianza-aprendizaje en la modalidad escolarizada.

El curso Quimica Analitica Basica de la Licenciatura en Quimico Farmacobidlogo de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP), estd compuesto por 8 unidades tematicas que contiene los
tépicos de equilibrio quimico (acido-base, oxido-reduccion y complejos), asi como tépicos de las
valoraciones de los compuestos que entran en los equilibrios. Los temas estan distribuidos en una

carga de tres horas a la semana de teoria y tres horas a la semana de laboratorio:

El sistema con el que actualmente se trabaja en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla es el Cuatrimestre (periodo de 16 semanas), la asignatura en
cuestion se encuentra ubicada en el segundo cuatrimestre de la licenciatura, en este momento los
estudiantes han cursado Fisica, Calculo I, asignaturas de formacion social y Estructura de la Materia,
siendo esta ultima la unica que materia que le brinda conocimientos de quimica al alumno. El
contenido programatico a revisar en Quimica Analitica Basica es extenso, lo que genera que la
revision de los temas no se haga con la profundidad con la que se debiera, eso mismo motiva a que
los ejercicios se dejen resolver a los alumnos y sea poco el tiempo que en clase se dedique a dichos
ejercicios, si tomamos en cuenta que la quimica analitica le proporciona al alumno las herramientas
basicas para efectuar el analisis de los diferentes compuestos y materiales que trabajan,
entenderemos la trascendencia de la asignatura que los adentra en los conceptos tedricos basicos de

la analitica.

Debido a lo anterior, a partir de afio 2013 se propuso implementar el uso de Blakboard para el curso
Quimica Analitica Basica, esto implica que el alumno tendra acceso a los materiales que el docente
presente en clase y a una serie de actividades disefiadas por el mismo profesor. Al disefiar el curso
se propuso emplear la herramienta de autor eXelearning, herramienta de acceso gratuito que

presenta los contenidos en forma de pagina web.

Disefio de la Unidad Tematica “Valoraciones Acido-Base” usando eXelearning

La idea de emplear una herramienta de autor fue analizar si presentando los temas de esta forma a
los estudiantes, se podia facilitar su comprension. Asi mismo comprobar si la incorporacion del uso
de la plataforma favorecia o no la revision del 100 % del contenido tematico. Es importante aclarar,
que el uso de la herramienta de autor y de la plataforma, Gnicamente se implementd en el curso de

teoria y no en el de laboratorio.
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A partir de lo anterior se disefié el médulo de valoraciones acido base empleando eXeLearning.

Lo primero que se plantea en la herramienta de autor es el objetivo de la unidad. La Figura 1 muestra

como se disefid esta parte
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Figura 1. Objetivos que la Unidad tematica cubrira

Una valoracién (también llamada titulacién) es la técnica basica de la quimica analitica, que consiste
en conocer la concentracion de una especie quimica a partir de otra especie quimica de
concentracion perfectamente conocida. Asi la concentracion de un acido se puede determinar a partir
de la adicién de una base y viceversa. Una curva de valoracion tiene cuatro puntos basicos. Inicio,
concentracion antes del punto de equilibrio, concentracion en el punto de equilibrio, concentracion
después del punto de equilibrio. EI material que se ha disefiado explica como efectuar los calculos
paso a paso para poder construir posteriormente la grafica de la titulacién, como se presenta en la
Figura 2.

Una de las ventajas del uso de la herramienta de autor es que se pueden anexar ejercicios y casos
practicos, estos ejercicios iran siendo resueltos por el estudiante en funcién de su avance personal,
es decir, en las sesiones presenciales el docente brindara las herramientas esenciales para entender
el tema y resolver los ejercicios basicos como la construcciéon de las graficas y los calculos, sin
ahondar en la aplicacion, pero si citando la utilidad de las mismas, en tanto que los estudiantes iran
revisando el material de eXelearning con lo que podran dar respuesta a los ejercicios y los casos, con

lo que el profesor se vuelve un orientador y el tiempo que el alumno dedica a la asignatura aumenta.
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Figura 2. Férmulas para calcular los puntos de una curva de titulacion.

La Figura 3 muestra un ejemplo de caso practico y de ejercicio que se le deja resolver al estudiante.
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Figura 3. Presentacién de un Caso Practico y un Ejercicio de Valoracién Acido-Base usando

eXelearning
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Al finalizar cada maddulo los alumnos deberan realizar un cuestionario o actividad que resume lo
revisado en el modulo, cada una de estas actividades tiene un valor del 20 % que se sumara al
examen escrito de las sesiones presenciales, un portafolio de evidencias y la participacion del
estudiante en clases. La Figura 4 muestra un ejemplo del cuestionario propuesto al finalizar la

revision de los temas.
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Figura 4. Ejemplo del Cuestionario disefiado para la Unidad Valoraciones Acido-Base usando

eXelearning.

El contenido desarrollado en eXelearning se situé en la plataforma Blackboard, que para el caso de
maestros y estudiantes de la BUAP es de libre acceso.

Una vez que se terminé de disenar el curso para soportarlo en plataforma, se procedié a ponerlo en
practica. Durante el periodo Primavera 2015 (Enero-Mayo) se seleccionaron tres grupos de 50
estudiantes cada uno a cargo del mismo docente. El total de unidades teméaticas a revisar son 8 que
incluyen los temas de equilibrio quimico y de valoraciones, en ese periodo el docente planed realizar
3 examenes parciales en cada uno de los grupos, cabe mencionar que la asignacion del grupo que
trabajaria bajo esta metodologia se realiz6 completamente al azar, el docente en cuestion nunca
habia trabajado con los grupos ni con alguno de los alumnos inscritos. Los estudiantes que cursan
Quimica Analitica Basica tienen una carga horaria de tres horas de teoria y tres horas de laboratorio a

la semana.
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Resultados

Cuando se concluy6 el periodo escolar, se procedié a analizar el porcentaje de avance de cada

grupo, el promedio aritmético obtenido, el indice de reprobacién y el tiempo dedicado a la asignatura.

El grupo A donde NO se empled la herramienta de autor, Unicamente cubrié 6 de los 8 mddulos, el
grupo B donde tampoco se utilizé la herramienta cubrié 5 de los 8 mddulos, en tanto que el grupo C

(grupo piloto) logré cubrir los 8 mdédulos. La Grafica 1 nos presenta el porcentaje de avance por

grupo.

Porcentaje de Avance por Grupo
100%
100% -
BO% -
oy ® Porcentaje de Avance por
Grupo
a0%
20%
0% +< — —
Grupo A Grupo B Grupo C

Grafica 1. Porcentaje de Avance por Grupo

En el caso del grupo A los examenes parciales estuvieron compuestos de la siguiente forma. El
primer examen parcial comprendié 3 modulos, el segundo un médulo y el tercero dos modulos. La

Grafica 2 muestra el promedio aritmético obtenido por los alumnos evaluados.
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Grafica 2. Promedio Aritmético del Grupo A en cada Examen Parcial
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Para el grupo B el primer examen parcial estuvo compuesto por tres médulos, el segundo y tercero
Unicamente por un modulo. La Grafica 3 presenta el promedio aritmético obtenido por los estudiantes

de Grupo B en cada examen parcial.
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Grafica 3. Promedio Aritmético del Grupo B en cada Examen Parcial

De manera analoga se hizo un analisis para el Grupo C (grupo piloto), en este caso los examenes
parciales estuvieron conformados de la siguiente manera. Primer examen 3 moddulos, segundo
examen 2 modulos, tercer examen 3 médulos. La Grafica 4 presenta el promedio aritmético por

examen del grupo C.
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Grafica 4. Promedio Aritmético del Grupo C en cada Examen Parcial
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La Grafica 5 presenta la comparacion entre el promedio global de los grupos A, By C.
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Grafica 5. Comparacion entre el Promedio Global entre los Grupos A, By C

Debemos mencionar que la comparacion entre las calificaciones de los grupos podria cuestionarse
dado que el avance en la revision de los contenidos es diferente y por tanto lo tanto se podria pensar

que los temas que conforman los examenes son diferentes.

En el primer examen los grupos cubren los tres primeros moédulos del contenido tematico y el examen
es el mismo para los tres grupos. En el segundo examen los grupos A y B revisan unicamente un
modulo en tanto que el grupo C revisa dos médulos, pero en este examen todos comparten la Unidad
Tematica de Valoraciones Acido-Base, es en la preparacién de este parcial para el que se
implemento el uso del AVA como complemento a las horas presenciales para el grupo C. La Grafica 6

muestra los porcentajes de reprobacion del segundo examen parcial de los grupos.
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Grafica 6. Comparacion entre el porcentaje de reprobacion de los Grupos Ay B en el segundo

examen parcial.
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El examen de los grupos A y B estuvo integrado por 2 problemas y un caso de valoraciones acido-
base, en tanto que al examen del grupo C, se le afiadié un ejercicio de equilibrio REDOX junto con los
problemas y el caso de valoraciones tal cual se hizo en los examenes del grupo A y B, el ejercicio de
equilibrio REDOX unicamente aportaba un punto a la calificacién final. De los 34 alumnos del grupo C
que aprobaron el examen 11 fueron capaces de resolver el caso propuesto, en tanto que de los 26
que aprobaron el examen el grupo A unicamente 5 fueron capaces de resolver el caso propuesto y de
los 22 que aprobaron del grupo B 9 resolvieron el caso.

Durante las clases presenciales se presentd en cada grupo ejemplos de casos como el propuesto en

el examen, esos casos debian entregarse como tareas.

A los grupo Ay B se les solicitd que resolvieran los casos y que acudieran a asesorias fuera de clase
para poder resolverlos, al grupo C se le dio una instrucciéon analoga solo que los casos se colocaron
en plataforma tal y como se ha mostrado en las Figuras presentadas y las asesorias se llevaron a
cabo de forma virtual. La Grafica 7 presenta el numero de estudiantes de cada grupo que acudieron a

asesorias en comparacion con los que resolvieron los casos resueltos por grupo.
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Grafica 7. Relacion entre alumnos que entregaron los casos propuestos en clase y los que

solicitaron asesoria para resolverlos por grupo.

En el tercer examen parcial se colocé una pregunta donde se les solicitaba a los estudiantes
escribieran la cantidad de horas por semana promedio que dedicaban a la asignatura. Las posibles

respuestas eran:
a) Seis horas
b) Entre seis y nueve Horas

c) Mas de nueve horas
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Seis horas son la carga horaria que los alumnos tienen asignada. Las Graficas 8 a 10 presentan os

resultados por grupo de esta pregunta.

Horas Dedicadas a la Asignatura
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mEntre 6y 9 Horas
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Grafica 8. Porcentaje de alumnos del grupo A

Horas Dedicadas a la Asignatura
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Grafica 9. Porcentaje de alumnos del grupo B
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Horas dedicadas a la Asignatura

6 horas
mEntre 6y 9 horas

" Mas de 9 horas

Grafica 10. Porcentaje de alumnos del grupo C

Los estudiantes del grupo C son los que en promedio dedican mas horas a la asignatura, en tanto
que los del grupo B los que menos, esto concuerda con los porcentajes de reprobacion y los
promedios obtenidos por los alumnos.

El grafico 11 presenta una comparacion entre las horas que los tres grupos dedican al estudio.

80
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Grafica 11. Comparacion en porcentaje del numero de horas que los alumnos dedican a

estudiar por grupo.
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Conclusiones

El uso de la herramienta de autor y de la plataforma permite que los estudiantes desarrollen o
perfeccionen (segun sea el caso) las habilidades en el uso y manejo de las herramientas

tecnoldgicas como el uso del Blackboard entre otros).

Los grupos en los que se implementaron las herramientas culminaron en tiempo y forma con los

contenidos programaticos.

Si hacemos una comparacion entre las calificaciones obtenidas por los estudiantes en cada uno
de los examenes parciales, es decir en cada uno de los momentos de evaluacion podemos
darnos cuenta de que los estudiantes el grupo C en todo momento obtienen calificaciones
superiores a los de los otros grupos, el punto donde mas se acentua esto es en la aplicacion del
segundo parcial en donde los alumnos hacen uso entero de las valoraciones, ademas de esto

el grupo C presenta un menor indice de reprobacion respecto los grupos Ay B

Se observa que la dedicacién de los estudiantes respecto a la asignatura no solo se refleja en
las horas de estudio, sino en el interés que estos presentan al estudio de casos y resolucion de

problemas.

Se pudo observar que los estudiantes de los grupos donde se hizo uso de la plataforma
dedican un mayor tiempo al estudio de la asignatura y a la realizacién de los ejercicios. Si bien
es cierto no es la Unica asignatura que cursan a lo largo de un cuatrimestre, pero el uso de esta
herramienta de tipo digital ayuda a que los estudiantes dediquen un mayor tiempo a su estudio

y a practicar los conceptos analizados en clase.

La participacion y compromiso de ambos actores del proceso ensefianza-aprendizaje es vital
para el éxito de la implementacion de la estrategia que hemos descrito. La guia del docente
tiene que ir en el sentido de la constante revision y mejora de actividades, el alumno debe
sentirse comodo en este nuevo formato, de lo contrario es muy probable que las actividades
planeadas no se realicen, o se realicen fuera de tiempo y sin la dedicacion que requieren, lo

cual repercutird directamente en el logro de aprendizaje de los estudiantes.

La marcada diferencia entre los porcentajes de reprobacion de los grupos que participaron este

estudio incentiva a los autores a continuar la aplicacién de esta estrategia.

La experiencia luego de la aplicacion de la herramienta nos permite suponer que el
comportamiento en otros cursos de quimica analitica serd analogo por lo que se disefian los
contenidos en plataforma con la misma herramienta de autor para el curso Analisis

Espectrofotométrico en Primavera de 2016.
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