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SUMMARY

The teaching of Biochemistry pfowides the students of a first course of Medicine with a strict knowledge about
the biological basis of the function of the different organs and systems, as well as the cathalytic reactions that

happen there,

The practical sessions, on the other hand, by making use of the sciertific method, constitute and adequate com-
plement of this discipline. The students get in touch with simple techniques of laboratory, applicabie to interes-

ting clinical-medical problems.

- INTRODUCCION

El avance de la Medicina depende en gran medida del
desarrollo de las Ciencias Basicas, por lo que ¢l alum-
no, se ha de formar con una visidon de futuro, adqui-
riendo los conocimientos basicos que le sirvan para su
formacion médica y ulterior desarrollo profesional.

Los objetivos de la asignatura de bioquimica son do-
tar al alumno de conocimientos rigurosos sobre los fun-
damentios quimico-bioldgicos de la funcién de los dis-
tintos 6rganos y sistemas, ast como, de {as reacciones
cataliticas que en ellos se desarrollan.

El programa estd estructurado de manera que el alum-
no, una vez adquiridos los fundamentos tedricos de las
distintas areas de la bioquimica, toma contacto con sus
aplicaciones a los campos de la clinica y de la medici-
na, haciéndose especial énfasis en el comportamiento
de_los diferentes érganos y sistemas bioldgicos, de
acuerdo con las leyes cinéticas estudiadas.

Nosotros, los profesores de Universidad, debemos se-
. guilr Ia linea que se viene desarrollando en los Gltimos
anos, tanto por profesores de EGB como de BUP (Co-
min, P., 1984), en su intento de aplicar el método cien-
~tifico a la didactica de las ciencias.

Los alumnos de un primer curso de Facultad tienen adn
disponibilidad de ser dirigidos. Por elio se les debe se-
guir inculcando el uso del método cientfico, ya que una
carrera experimental, como puede ser Medicina, sin la
util herramienta que constituye el método cientifico,
no tendria ningin sentido.

La experiencia diddctica que se resume en este articu-
lo, se realizé en Madrid durante ¢l curso 1983-84, so-
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bre un total de 175 alumnos de primer curso de Medi-
cina, durante una sesidn practica en la disciplina de Bio-
quimica. Se aplico en este caso el esquema del método
cientifico: los alumnos con ayuda de la literatura cien-
tifica elaboraron hipétesis iniciales de trabajo a partir
de un problema planteado; realizaron disefios experi-
mentales v [os {levaron a cabo; obtuvieron unos resul-
tados a partir de la observacidn que enriquecian con
los conocimientos adquiridos en las clases tedricas, ex-
trayendo asi, y tras una discusién de grupo, teniendo
en cuenta las hipdtesis de partida, unas conclusiones,

FUNDAMENTOS DE LA EXPERIENCIA Y
PLAN DE TRABAJO

La experiencia se¢ ha desarroilado en la unidad didac-
tica de Enzimologia, rama de 1a Bioquimica que trata
de aquellas moléculas bioldgicas flamadas enzimas, cu-
ya misién es dirigir las reacciones que gobiernarn algu-
nos procesos biologicos; y por otra parte estudia aque-
Hos aspectos relacionados con estas moléculas como
pueden ser: estabilidad, condiciones dptimas de actua-
¢ibn, especificidad de sustrato, distribucion en la
naturaleza.

La experiencia se llevd a cabo con espontaneidad por
parte del profesor, que se comporta como un experi-
mentador mas y que dirige a los alumnos en el trabajo
de laboratorio, haciendo que ¢l aprendizaje resulte «di-
vertidon ¥ que el alumno se autoestimule en el descu-
brimiento de las consecuencias del fendmeno que se estd
estudiando.
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1. E! problema concreto como punto de partida

Se propone a los alumnos ¢l tema de trabajo de labo-
ratorio a desarrollar. En este caso se trataba del estu-
dio de algunas caracteristicas de] enzima Léctico des-
hidrogenasa (LDH), ¢n corazén y musculo esqueléti-
¢0 de ratén, como pueden scr la valoracién de la acti-
vidad enzimdtica, propiedades cinéticas, propiedades
de desnaturalizacién.

Se plantea el problema en concreto a tres niveles: a)
Coémo valorar 1a actividad LDH en estos tejidos; b} Di-
ferenciacion de los isozimas de LDH segun la especifi-
cidad de sustrato y c) estudio de estabilidad y diferen-
ciacién de isozimas de LDH frente a distintos
desnaturalizantes.

2. Consulta y lectura de la literaturs cientifica

Se invita a los alumnos, una vez planteado el proble-
ma, a la consulta de articulos cientificos publicados en
revistas de &mbito nacional e internacional, previamen-
te elegidos por el profesor, para tomar contacto con
¢l problema, diseftar modelos experimentales para abor-
darlo y asi obtener datos que puedan ayudar a
resolverlo,

Es necesario concienciar al alumno de que en todo tra-
bajo experimental de investigacién es imprescindible la
consulta de bibliografia como comienzo en la aplica-
cion del método cientifico.

3. Formulacién de hipdtesis

Los alumnos, consultada la bibliografia y analizado el
problema planteado en sus tres vertientes, intenta ela-
borar ciertas hipotesis como premisas iniciales en cuan-
to a la diferenciacién de isozimas, ya sea por la espe-
cialidad de sustrato o bien por los proceses de desna-
turalizacién.

L.os datos extrafidos de la bibliografia les indican que,
en otros modelos bioldgicos, el isozima de misculo es
mas especifico para un tipo de sustrato que el soszima
de corazén, Por otra parte, también descubren en la
bibliografia, que los isozimas de LDH presentan dis-
tinta vulnerabilidad a distintos agentes desnaturalizan-
tes.

El profesor brinda a los alumnos un equipo de reacti-
vos y aparatos con [os que deben elaborar los modelos
experimentales y desarrollar la investipacion.

4. Valoracién de Ia actividad ldctico deshidrogenasa

#) Conceptos que ¢l slumno debe comprender y
asimilar

— El'mecanismo de la reaccién enzimatica que catali-
za ¢l enzima es del tipo-reduccion.

— El enzima para su actuacién necesita la presencia
de un coenzima, ¢l par NAD*/NADH,, que es un
coenzima de 6xido-reduccidn.
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— EINAD* presenta un mdximo de absorcion en su
espectro a 250 nm y el NADH; presenta dos méximos, -
uno a 250 nm y otro a 340 nm.

— El pH 6ptimo de reaccion para el enzima estd com-
prendido entre 7 y 9 unidades.

— Los valores de las Km (Constantes de Michaelis) ¥
su significado, para el Jactato como sustrato en los dos
tejidos.

— La temperatura Optima de actuacioén es de 30° C.

b) Trabajo experimental

El alumno alabora un disefto experimental con la in-
formacion obtenida, teniendo en cuenta el mecanismo
de accion del enzima y la posibilidad de detectar la apa-
ricién de NADH, a 340 nm como producto de la reac-
cidn a partir de lzactato en las condiciones Optimas de
ensayo: pH del tampén, temperatura éptima de reac-
cién y concentracidn, segun la Km, del sustrato, en es-
te caso lactado.

) Discusién en grupo y conclusiones extraidas por ios
alumnos

Una vez realizado el trabajo experimental y desarro-
liada una discusién de grupo con los datos obtenidos,
los alumnos concluyen que las condiciones de reaccién
ensayadas son las éptimas para la valoracion de acti-
vidad de] enzima en ambos tejidos, obteniendo una li-
nealidad de esta actividad con e! tiempo de reaccion.

5. Estudio de la especificidad de sustrato

a) Conceptos que el alumno debe comprender y
asimilar

— Las diferencias de los isozimas estriban en la dife-
rente composicidn en aminodacidos, es decir, diferen-
cias en estructura primaria.

— La diferencia en la estructura primaria de la pro-
teina puede influir en la distinta composicion, en ami-
noicidos, de los centros activos y sitios de unidn al
sustrato.

— Lalocalizacién y el tipo de reaccidn catalizada (sen-
tido de Ja reaccién reversible) por uno v otro isozima,
estan relacionados con el metabolismo del érgano en
cuestion, en lo que a presidn de oxigeno se refiere.
— El 2-oxobutirato puede ser utilizado como sustra-
to alternativo por algun tipo de isozima.

— En otros modelos bioldgicos estudiados en la biblio-
grafia, el isozima de corazdn parece ser el que presen-
ta sitio de unidén también para el 2-oxobutirato.

b} Trabajo experimental

El alumno prepara y desarrolla un protocolo experi-
mental en el que compara la eficacia en la actividad
enzimaética en presencia de lactato, en las condiciones
de ensayo ya establecidas en la experimentacién ante-
rior, con la eficacia en presencia de 2-oxobutirato co-
mo sustrato alternativo, en los dos tejidos, corazén y
musculo esquelético de ratén,

97




INVESTIGACION Y EXPERIENCIAS DIDACTICAS

¢} Discusidn en grupo y conclusiones extraidas por los
alumnos

Tras la discusion de grupo con los resultados obteni-
_dos, los alumnos intentan confirmar su hipdtesis: el iso-
zima de corazon puede, por su metabolismo aerobio,
utilizar como sustrato alternativo algin otro compues-
to, como el 2-oxobutirato, teniendo en cuenta, por otra
parte, su diferente composicién en aminoécidos y los
datos encontrados en la bibliografia, pudiéndose asi di-
ferenciar del isozima de misculo esquelético.

Por los valores obtenidos de los cocientes entre activi-
dad con lactato y actividad con 2-oxobutirato, en co-
razdn este cociente es semejante a la unidad, lo que in-
dica que la eficacia es [a misma tanto utilizando lacta-
to como 2-oxobutirato, lo que confirma la hipdtesis
inicial. N

6. Estudio de la estabilidad de isozimas y su diferen-
ciacion frenle a factores desnaturalizantes

a) Conceptos que el atumno debe comprender y
asimilar

-— La composicidn diferente en estructura primaria
puede explicar la distinia estabilidad que presentan los
distintos isozimas de LDH frente a factores
desnaturalizantes.

— Esta distinta composicion en aminodcidos brinda
ta posibilidad de que exista capacidad de formacién de
puentes de hidrégeno,

— Laestabilidad de un enzima esta relacionada direc-
tamente con los puentes de hidrogeno que presenta.
— Latemperatura v los desnaturalizantes sélidos or-
ganicos como la urea actian a nivel de enlaces de
hidrégeno.

— En el proceso de desnaturalizacion de un enzima
intervienen dos factores, uno el tipo de desnaturalizante
y otro el tiempo de exposicion a éste.

— La temperatura de desnaturalizacion y la concen-
tracion de urea es diferente para cada tipo de isozima,
ya que el ¢empaquetamiento final en la estructura de la
molécula es distinto a las diferencias en estructura pri-
maria de la proteina.

— El isozima de misculo esquelético se muestra mas
sensible a la accidn de los desnaturalizantes,

b} Trabajo experimental

El protocolo disefiado por los alumnos se basa en la
comparacion de actividades enziméticas, en los dos te-
jidos, del enzima nativo, es decir, sin tratarniento pre-
vio desnaturalizante, con la actividad después de la in-
cubacién del enzima a distintas temperaturas entre 40
y 70°C, y por otra parte, la comparacidn entre activi-
dad nativa y actividad del enzima tratado con urea a
distintas concentraciones.,

¢) Discusién en grupo y conclusiones extraidas por los
alumnos

Los alumnos comparan los cocientes entre la actividad
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nativa y la actividad a distintas temperaturas, y por otra
parte, 1os cocientes entre la actividad nativa y la acti-
vidad del enzima en presencia de distintas concentra-
ciones de urea, tanto en corazén como en musculo es-
quelético. La discusién en grupo de los resultados ob-
tenidos trae consigo la confirmacién de la hipétesis ini-
cial formulada por los alumnos: Se puede llevar a ca-
bo una diferenciacién de isozimas de LDH por estu-
dios de la distinta estabilidad frente a distintos desna-
turalizantes, hecho que se deriva de las diferencias es-
tructurales entre dichas moléculas.

7. Elaboracién de cuadernos metodolégicos de
laboratorio

Los alumnos una vez finalizada la sesidén practica, con-
feccionan los cuadernos de laboratorio, En estos cua-
derngs los alumnos plasman el desarrollo del método
cientifico seguido: bibliografia consultada, hipdtesis
iniciales, desarrollo experimental, notas aclaratorias,
conclusiones etc..

8. Evaluacitn

El rendimiento obtenido por los alumnos en esta ex-
periencia ha sido muy-satisfactorio, Se ha prestado
atencion a distintos criterios de evaluacién, como in-
terés personal, trabajo en grupo e inquietud por e des-
cubrimiento a través de la observacion.

Los alumnos, en general, muestran un gran interés por
este tipo de aprendizaje y una gran capacidad de tra-
bajo en grupo.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en la experiencia realizada son
muy esperanzadores en cuanto al interés que muestran

" los alumnos por €l método, convirtiéndose asi, en ar-

tifices de su propio trabajo educativo.

Los alumnos se sienten satisfechos después de haber
realizado por ellos mismos una verdadera labor inves-
tigadora, organizando su actividad, disedando el pro-
pio método experimental y trabajando en grupo como
si de una verdadera comunidad cientifica se tratara,

La ensedlanza de las ciencias en el laboratorio deja de
ser, de esta forma, una mera aplicacién de una «rece-
ta experimentab» y manejo de ciertos instrumentos, pa-
ra convertirse en ¢so que se denomina «hacer ciencia»,
es decir, la aplicacién de unos conocimientos tedricos
a un problema en concreto y que, mediante el concur-
50 de la imaginacién cientifica, se «improvisa» una apli-
cacién del método cientifico para lograr unos
resultados.

Los alumnos aprenden a abordar un problema como
punto de partida, formular sus propias hip6tesis, ela-
borar el protocolo experimental adecuado, desarrollar
un trabajo de discusién en grupo y llegar a unas con-
clusiones que confirmen sus hipétesis iniciales, El tra-
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bajo en grupo supone exponer las propias ideas y por
otro lado saber respetar las del otro; la critica de los
resultados obtenidos, en este sentido, y discutidos en
grupo, es uno de los componentes més importantes de
cualquicr actividad investigadora,

Por otra parte, se ha tratado de que los alumnos ela-
boren sus propios cuadernos metodoldgicos de labo-
ratono. Esto debe constituir un objetivo importante en
un laboratorio. UUn cuaderno representa una serie de

protocolos experimentales, notas aclaratorias, proble- .

mas surgidos durante la experimentacién, improvisa-
ciones que se han realizado etc..., que a la hora de re-
copilar resultados o de reproducir un experimento de-
terminado, se consideran esenciales. Reflejan también,
la representacién de resultados ya sea en forma de ta-
blas o figuras, aspecto éste de mayor o, al menos, de
~ igual trascendencia que la propia experimentacién en si.

-
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