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HITOS Y RETOS DE LA INNOVACION EN GALICIA

En diciembre pasado dio comienzo una nueva etapa en mi
vida profesional al frente de la Axencia Galega de Innovacién,
con gran ilusién y, al mismo tiempo, con una enorme
responsabilidad. En los préximos meses y afios deberemos
dar los pasos decisivos para consolidar la innovacién como
parte del ADN de nuestro tejido industrial y avanzar hacia
una economia basada en el conocimiento. Para ello, contamos
con una hoja de ruta que nos marca la senda por la que
debemos caminar. Se trata de la Estrategia de Especializacién
Inteligente de Galicia (RIS3), que define los retos y prioridades
de las politicas de I+D+i en Galicia para el periodo 2014-2020.

Proximamente contaremos, ademas, con un nuevo plan de
[+D+i que concretard esos retos y prioridades en objetivos
generales y particulares y coordinard a los agentes del
sistema gallego de innovacién y los recursos disponibles para
alcanzar esos objetivos. Por ultimo, también contamos con un
marco estratégico mas amplio, el Plan Estratégico de Galicia
2016-2020, un plan transversal a todo el ejecutivo gallego
que persigue fomentar un nuevo modelo de crecimiento
econémico basado en la innovacién y en el capital humano
y que marca como objetivo en el ambito de la investigacion,
el desarrollo y la innovacién duplicar el gasto en [+D sobre
el PIB.
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El punto de partida nos situa en una tendencia de crecimiento
que nos permite ser optimistas respecto al cumplimiento de
las metas fijadas. Entre los logros alcanzados cabe destacar,
en primer lugar, que hemos llegado al ecuador de la Estrategia
de Especializaciéon Inteligente de Galicia(RIS3) habiendo
movilizado ya cerca de 800 millones de euros de los 1625
millones de euros previstos para todo el periodo. Ademas,
hemos logrado que por cada euro publico de ayudas el sector
privado ha respondido con un euro mas de inversién. La
modernizacién del tejido industrial y el apoyo a las pymes han
sido dos de las principales prioridades en estos tres primeros
anos.

A su vez, Galicia es referente en Compra Publica Innovadora
a nivel estatal y europeo, habiendo obtenido en dos ocasiones
la Xunta de Galicia el Premio Nacional de Innovacién en la
categoria de Compra Publica Innovadora. Este instrumento
innovador de contratacién en la administracién estd
favoreciendo un cambio de cultura en el apoyo publico a
la I+D+i, pasando de un papel de acompafiamiento a un
rol més activo, a compartir riesgos y beneficiarnos de los
resultados, rentabilizando al maximo la inversién publica en
innovacién, mejorando la prestacion de los servicios publicos,
creando mercado para productos y servicios innovadores y



contribuyendo al posicionamiento de Galicia en escenarios
tecnolégicos competitivos a nivel internacional.

La creacién de un Polo tecnoldgico e industrial de vehiculos
aéreos no tripulados en Galicia, en torno al aerédromo de Rozas,
es la apuesta mds importante realizada hasta el momento por
la Xunta de Galicia en materia de Compra Publica Innovadora,
iniciativa en la que se estan movilizando 150 millones de euros.
El objetivo ultimo es mejorar la prestacién de determinados
servicios publicos por parte de la Administracién Autondémica
e impulsar en Galicia un sector con gran potencial de futuro
y que tenga un impacto positivo en la economia gallega a
través de la participaciéon de numerosas empresas y centros
de conocimiento, situdndonos ademas a la vanguardia de esta
tecnologia a nivel internacional.

Los esfuerzos que estén haciendo todos los agentes del
Sistema gallego de innovacién para competir a nivel
internacional se ven reflejados en los resultados. En el marco
del programa Horizonte 2020 de la Comisién europea, Galicia
ha multiplicado por tres el porcentaje de proyectos liderados
y ha doblado la cuota de fondos obtenidos, respecto al mismo
periodo del anterior programa marco.

Ademads, desde 2013, el gasto en I+D sobre el PIB en Galicia
presenta una evolucion ascendente. En el bienio 2013-2015,
nuestra Comunidad experimentd un crecimiento del 2,29%
en el gasto en [+D sobre el PIB, mientras que el conjunto
del Estado descendié en 3,93%. Ademads, el gasto en I+D
empresarial crecid en este periodo en Galicia, situdndose
por encima de las tres Comunidades auténomas con mayor
esfuerzo en I+D y convirtiéndose en la quinta con mayor
crecimiento en la inversién privada en I+D en este periodo.
Por su parte, el gasto publico en I+D también crecid,
incrementéndose en un 10,4% entre 2013 y 2015.

Estos datos nos colocan en una senda de crecimiento, pero
todavia queda mucho trabajo por hacer.Seguiremos por
tanto focalizando nuestros esfuerzos a medio y largo plazo
en tres grandes ambitos: la captacién y retencién de talento
innovador, la transferencia de conocimiento al mercado y el
apoyo a nuestras pymes.

Continuaremos apostando por atraer y retener investigadores
excelentes en Galicia y favorecer la contratacién de nuevos
investigadores no sélo en nuestras universidades sino también
en el resto de agentes del Sistema gallego de innovacion:
centros tecnoldgicos, centros de conocimiento y empresas.
También continuaremos apoyando el emprendimiento
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innovador, a través de la Red Gallega de Aceleradoras, para
que todas las buenas ideas lleguen al mercado y se conviertan
en un éxito empresarial.

En el &mbito de la transferencia de conocimiento, y sabiendo
que tenemos en Galicia grupos de investigacion excelentes
en nuestras universidades y centros de conocimiento,
seguiremos impulsando iniciativas que nos ayuden a
trasladar esas ideas al mercado para que la inversién en I+D+i
obtenga los mayores retornos en términos de bienestar social
y econdémico.

Por ultimo, nos hemos propuesto acompafiar a las pequefias
y medianas empresas en el convencimiento de que la
innovacién también es para ellas, que no solo incumbe a
las grandes. La innovacién, de hecho, debe ser entendida
como un instrumento fundamental para incrementar su
competitividad y, por tanto, para lograr un mayor crecimiento
econémico de nuestra Comunidad.

En definitiva, desde la Xunta de Galicia, continuaremos
apoyando todas las etapas del proceso de investigacidn,
desarrollo e innovacién con el objetivo de completar el mapa
de apoyos mdas completo a disposicién del Sistema Gallego
de Innovacién.

Patricia Argerey Vilar
Directora de la Axencia Galega de Innovacion
Xunta de Galicia
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RESUMEN

El grupo de investigacién ha detectado previamente en una
familia con Sindrome de Bardet-Biedl una mutacién en el gen
COROZB con una probabilidad muy alta de ser patogénica, por
lo que se procedid a la secuenciacion de este gen en distintas
familias que presentaban esta enfermedad. El objetivo era
detectar otras variantes que permitiesen confirmar que se
trata de un gen candidato para esta patologia. Este sindrome
se caracteriza por una elevada heterogeneidad tanto fenotipica
como genotipica (hasta el momento han sido identificados 21
genes relacionados con ella), lo que dificulta su estudio. Para
llevarlo a cabo, se secuenciaron todos los fragmentos del gen
para cada uno de los pacientes y mediante el programa BioEdit
se estudié su secuencia comparandolos con la secuencia del
gen original. Tras este proceso se detectaron una serie de
variaciones, tanto intrénicas como exénicas.

La gran mayoria descritas previamente y con una probabilidad
de ser patogénica muy baja, excepto una variacion exdnica no
descrita previamente. Esta ultima, posiblemente patogénica.
Los resultados no son suficientes para concluir que se
trate de un gen asociado a esta ciliopatia, por lo que seria
necesario seguir trabajando en estudios de funcionalidad del
gen COROZB para obtener un resultado concluyente.

INTRODUCCION

El sindrome de Bardet-Biedl (SBB) es un desorden genético
multisistémico, con una elevada heterogeneidad tanto
genética como fenotipica. Estd caracterizado por defectos
congénitos y/6 tardios y asociado a patologias tales como:
degeneracién de la retina, obesidad, polidactiliapostaxial,
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hipogonadismo, retraso mental y malformaciones renales. Los
pacientes pueden presentar también manifestaciones clinicas
adicionales como asma, defectos craneoencefdlicos, anosmia,
pérdida auditiva o diabetes (Lindstrandet al., 2016).

El origen del SBB estd ligado a una disfuncién de los cilios,
se ha demostrado que estos organulos participan en procesos
tan importantes como la sefializacién intracelular, dando lugar
a respuestas biolégicas relacionadas con el control del ciclo
celular, desarrollo y diferenciacién, migracién y control de
la polaridad celular, transduccién de estimulos sensoriales y
mantenimiento y proliferacién de células madre. La ausencia
completa de estos es incompatible con la vida, y su disfuncién
esta relacionada con un gran numero de desérdenes clinicos
conocidos como ciliopatias (Novas et al., 2015).

Las ciliopatias engloban a un grupo de enfermedades
asociado con mutaciones en genes que codifican proteinas
ciliares resultando en fallos en la formacién y funcién de los
cilios. Debido a que estos se distribuyen de forma ubicua
y estédn presentes en una sola copia por célula en la gran
mayoria de los vertebrados, su disfuncién puede dar lugar a
un gran numero de fenotipos o desdérdenes clinicos afectando
a tejidos muy diferentes. (Waters&Beales, 2011) (Novas et al.,
2015). Ademaés estas enfermedades estan caracterizadas por
una gran variacién fenotipica intra e inter familiar, e incluso
distintas mutaciones en un mismo gen pueden dar lugar
también a distintos fenotipos (Davis &Katsanis, 2012).

Debido a que todas estas patologias estén relacionadas con
procesos asociados a los cilios, todas ellas tienen en comun
una serie de caracteristicas clinicas. Estas pueden ser



utilizadas para caracterizar e identificar nuevas ciliopatias,
asi como nuevas proteinas relacionadas con los cilios o para
estudiar la biologia de estos (Tobin, 2010).

A pesar de que se trata de enfermedades raras, hay tres
razones principales que hacen que sea importante su
estudio. En primer lugar, las ciliopatias causan patologias
multisistémicas severas que resultan en una muy baja calidad
de vida y muerte temprana en la mayoria de los pacientes;
actualmente no hay cura y hay muy pocos tratamientos,
por lo que entender estas enfermedades es importante
para desarrollar terapias y tratamientos para los pacientes.
En segundo lugar, muchos de los desérdenes presentes en
los pacientes que sufren ciliopatias, tales como quistes en
el rifién, degeneracién de la retina, polidactilia u obesidad,
son muy comunes en la poblacién general. Y en tercer lugar,
estudiar este tipo de patologias, aporta informacién acerca
de la biologia basica de los cilios y su rol en la sefializacién
celular y el desarrollo (Tobin, 2010).

Las investigaciones sobre ciliopatias han sido enfocadas
principalmente en los cilios, sin embargo las proteinas
asociadas con ciliopatias abarcan ademds un amplio rango
de procesos tan diversos como transporte vesicular, actividad
de chaperonas moleculares o regulacién del citoesqueleto. En
términos de distribucion subcelular, estas proteinas ciliares
se encuentran localizadas en distintos puntos dentro de las
células (Hernandez-Hernandez & Jenkins, 2015).

El vinculo inicial entre el SBB y los cilios proviene de la
identificacién de una mutacién en homocigosis en el gen
BBS8 en una familia, presentando una inversién corporal en
la configuracién izquierda-derecha (R). La caracterizacion
de BBS8 demostrd que la proteina se encontraba en el
centrosoma y el cuerpo basal de los cilios. Estudios posteriores
han demostrado que la mayoria de las proteinas relacionadas
con el SBB comparten este patrén de localizaciéon (Novas et
al., 2015).

Algunas de las proteinas relacionadas con el SBB forman
un complejo proteico denominado BBSoma. El BBSoma es
un complejo proteico estable que participa en la biogénesis
de los cilios primarios. Estd formado por 7 genes BBS:
(BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS 8 y BBS9) y BIP10
(Jin&Nachury, 2009). Este complejo se ha demostrado que
juega un papel muy importante en el transporte intraflagelar
(Novas et al., 2015). En este complejo, ademds, no se han
encontrado proteinas codificadas por genes asociados con
otras ciliopatias (Novarino et al., 2011).

La principal funcién del BBSoma es la de la biogénesis de la
membrana ciliar, participando en el transporte intraflagelar.
Tres genes BBS adicionales a los que forman el complejo
proteico funcionan como homélogos a las chaperonas de tipo
II (BBS6, BBS10 y BBS12) e interactian con las proteinas para
formar un complejo llamado complejo BBS-Chaperonina. Este
es imprescindible para la sintesis del BBSoma (Zhang et al.,
2012).

La gran heterogeneidad tanto genotipica como fenotipica
asociada a esta enfermedad, asi como el numero de familias
en las que no se ha podido identificar todavia el gen
responsable, hace que el estudio molecular sea muy complejo.
Hasta el momento se han identificado 21 genes relacionados
con esta enfermedad, el ultimo (BBS21) ha sido descrito en
2016 (Heonet al., 2016).

Otro aspecto que dificulta el estudio de esta enfermedad es
que, hasta ahora, se trata de la unica ciliopatia que puede
presentar un modo de herencia diferente del estrictamente
recesivo (Braun &Hildebrandt, 2016). En 2011 se propuso un
patrén de herencia trialélico, que requiere tres alelos mutantes
en dos o més loci para manifestar el fenotipo (Katsaniset al.,
2001). Segun este modelo de herencia, una variacién en un
solo loci, ya sea en homocigosis o heterocigosis no seria
suficiente para manifestar el fenotipo (Nasir&Liu, 2002).

Algo que podria explicar por qué el SBB es una de las
ciliopatias que presenta una mayor pleiotropia, que podria
ser relevante para el entendimiento completo de la etiologia
del sindrome, es el hecho de que existen actualmente datos
que demuestran que, al menos el papel de algunas de las
proteinas BBS no esté restringido funcionalmente a los cilios
primarios (Novas et al., 2015).

Hoy en dia la técnica de secuenciacién es una herramienta
imprescindible para aplicar en cualquier estudio molecular,
las nuevas tecnologias de alto rendimiento, como las técnicas
de “NextGenerationSequencing (NGS)” permiten aumentar
la calidad del estudio de las muestras asi como obtener un
menor ruido de fondo en las secuencias obtenidas (Buermans&
den Dunnen, 2013). Esta técnica tiene un gran numero de
aplicaciones tanto en gendémica, como en la deteccién de
variaciones genéticas en el estudio de desdérdenes hereditarios
raros. De hecho, el exponencial decrecimiento del coste de
esta técnica ha resultado en un gran cambio en el estudio
de las enfermedades genéticas raras en los ultimos afios
(Koboldtet al., 2013).
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Las nuevas tecnologias tales como NGS exdénica o de genoma
completo, han permitido que en los ultimos afios aumente
considerablemente el numero de genes identificados, lo que
posibilita la capacidad de avanzar en la meta de conocer la
base molecular de todas las enfermedades (Alkuraya, 2013).

Las técnicas de NGS han tenido un impacto muy importante
en el conocimiento sobre trastornos genéticos en un periodo
de tiempo muy corto, y esta tendencia continuard, permitiendo
resolver un gran numero de cuestiones. Esta técnica es, sin
duda, una tecnologia clave para la investigacién biomeédica y
para los estudios gendmicos (Koboldtet al., 2013).

Gracias a estas tecnologias aplicadas en la cohorte de
pacientes disponibles, se han podido identificar nuevos genes
candidatos para el SBB.

Hemos identificado en una familia SBB, una mutacion
(p.(Leul94GIn) c¢b81T>A ) en el gen CORO2B con una
probabilidad de ser patogénica muy alta, segun la evaluaciéon
realizada mediante programas informaticos.

El gen CORO2B, coronin 2B, pertenece a la familia de
coroninas tipo II, una familia muy conservada de reguladores
del citoesqueleto de actina, que promueven la movilidad
celular (Chan et al, 2011). Participa tanto en la unién como en
el ensamblaje de actina (Blankenhornet al., 2009). Se ha visto
que presenta un valor de expresién muy elevado en retina y
cerebro en relacion al resto de zonas estudiadas, siendo esta
méaxima en el cortex prefrontal. Se ha descrito una expresion
mucho menor que en estas dreas, pero mayor que en el resto,
en adipocitos y musculo liso (Biogps.org, 2017).

Se encuentra ubicado en el cromosoma 15, estd formado por
12 exones, de los cuales sdlo los 11 ultimos son codificantes,
y tiene una longitud de 3569 pares de bases. Por el momento,
en las bases de datos consultadas se describen 338 variantes
(Ensembl.org, 2017).

La proteina para la que codifica este gen (Coronina-2B) esta
formada por 480 aminodcidos y tiene una masa molecular de
54953 Da (GeneCards, 2017)

Este gen ha sido considerado previamente como posible
candidato para otra ciliopatia, el sindrome de Usher (USH) tipo
3 (Dad et al., 2010) y tipo 1 sin que haya sido posible confirmar
su vinculacién en ninguno de los casos (Ahmed et al., 2009).

Cuando se encuentra una variante en un gen que no ha sido
asociado al fenotipo de ningun paciente, este se considera gen
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de significado incierto (GUS, Gene of UncertainSignificance).
Segun las recomendaciones de la American College of
Medical Genetics and Genomics Association, para poder
determinar la implicacién de estos genes en una patologia
determinada hacen falta mas evidencias que las necesarias
para clasificar como patogénica una variante si ya existe un
fenotipo asociado a ese gen. Se consideraria una evidencia
positiva encontrar casos adicionales con un fenotipo similar y
variantes patogénicas en el mismo gen (Richards et al., 2015).

Para poder determinar la implicacién del gen CORO2B en el
Sindrome de Bardet-Biedl, el objetivo de este trabajo ha sido
encontrar alguna otra mutacién patogénica en el mismo gen
en otra familia de pacientes y de este modo, poder aportar
datos que puedan confirmar que se trata de un gen candidato
para el SBB.

MATERIAL Y METODOS

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica de Galicia (CEIG Galicia) y los requisitos para el desarrollo
del trabajo se ajustan a lo establecido por la Declaracién de
Helsinki. Para la realizacién del estudio se obtuvo autorizacién
escrita de los pacientes o sus tutores legales.

Utilizando un kit de extracciéon de ADN (kit FlexiGene DNA
de Quiagen (Alemania)) se procedié a la extraccién del ADN
de 10 pacientes diagnosticados de SBB a partir de muestras
de sangre. Partiendo de estas muestras de ADN se procedié al
andlisis de variaciones en los distintos fragmentos del gen de
interés. Para ello, en primer lugar se llevé a cabo la amplificacion
de las regiones exénicas y secuencias flanqueantes del gen
CORO2B mediante el proceso de PCR. Para comprobar que
estos fragmentos habian amplificado correctamente se realizd
una electroforesis en gel de agarosaal 2% (Figura 1). Una
vez se comprobd que la amplificacién se habia realizado
correctamente, se purificaron los productos de la PCR
mediante ExoSAP-IT® PCR ProductCleanup(Affymetrix USB;
Cleveland, Ohio, EE.UU.). Una vez purificados los productos
de PCR se procedid a la secuenciacion mediante el método de
Sanger mediante BigDye®Terminator v3.1 CycleSequencing
Kit (Life Technologies; Austin, Texas, EE.UU.). Posteriormente
las muestras se precipitaron mediante sales y se procedié a la
migracién de los fragmentos. El andlisis de la secuencias se
llevd a cabo mediante el programa para detectar variaciones
con la secuencia original. Una vez caracterizadas los cambios
detectados se procedié al andlisis in silico para comprobar si
los cambios detectados afectaban al proceso de splicing y/o
producian alteraciones en el producto proteico final.



TABLA 1: REPRESENTACION DE LAS VARIACIONES ENCONTRADAS EN LA COHORTE DE PACIENTES

VARIACION

Ne VECES ENCONTRADA TIPO POSICION
c.-58 C>T 4 Intrénica Intrén 1-2
c.469-10 T>G 10 Intrénica Intrén 4-5
p-(Pro 167=) c.501 G>A 1 Exonica - Sinénima Exo6n 5
¢.1066-94 C>G 4 Intrénica Intrén 9-10
c.1066-78 T>G 1 Intrénica Intrén 9-10
€.1296+27 C>T 5 Intrénica Intron 11-12
c.*472 C>T 3 Exoénica - No codificante Exén 12
p.(lle 345=) ¢.1035 C>T 1 Exonica — Sinénima Ex6n 9
p. (Ala129Val) ¢.371 C>T 1 Exdnica Exon 4




TABLA 2: REPRESENTACION DE LA PUNTUACION OBTENIDA PARA LOS SITIOS DE SPLICING

TENIENDO EN CUENTA LOS POLIMORFISMOS ENCONTRADOS (FRUITFLY.ORG, 2017)

, EFECTO EN CAMBIOS EN EL SPLICING
VARIACION SNP
EL SPLICING Donor Aceptor
c.1-58 C>T rs2291534 Neutral Sin cambios. Puntuacion: 0,93 Sin cambios. Puntuacion: 0,97
. . o Con la variacion, la puntuacién
c.469-10 T>G rs3736272 Neutral Sin cambios. Puntuacion: 0,45 aumenta 3 puntos, de 0,96 a 0,99
¢.1066-94C>G rs1491640 Neutral Sin cambios. Puntuacion: 0,98 Sin cambios. Puntuacion: 0,92
c.1296+27C>T rs55921407 Neutral Sin cambios. Puntuacion: 1 Sin cambios. Puntuacion: 0,99
¢.1066-78T>G rs570905113 Neutral Sin cambios: Puntuacion: 0,98 Sin cambios: Puntuacion: 0,92
p.(Pro 167=) ¢.501 G>A rs36077420 Neutral Sin cambios. Puntuacién: 0,45 Sin cambios. Puntuacion: 0,96
p-(lle 345=) ¢.1035 C>T rs33913544 Neutral Sin cambios. Puntuacién: 0,99 Sin cambios. Puntuacion: 0,90
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FIGURA 1: RESULTADOS DE LA ELECTROFORESIS PARA
COMPROBAR EL TAMANO DE CADA UNO DE LOS FRAGMENTOS
EN COMPARACION CON EL MARCADOR HYPERLADDER V.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras secuenciar las muestras de 10 pacientes, las secuencias
se analizaron tanto en sentido Forward como Reverse para
comprobar la presencia de variantes tanto en homocigosis
como en heterocigosis usando el programa informético
BioEditSequence ®.

Tras la comparacién de las secuencias se encontraron los
cambios en la cohorte de pacientes representados en la tabla
1y en la figura 2.

Todas las variaciones se han nombrado de acuerdo a la
nomenclatura establecida por Dunnen et al. (2016). Las
frecuencias poblacionales que se muestran a continuacion se
obtuvieron de la base de datos Ensembl (Ensembl.org, 2017).

e c.-68 C>T (rs2291534): Se trata de una variacion intrénica
que aparece en el intrén 1-2 en heterocigosis. Esta presente
en el 26% de la poblacidn.

¢ ¢.469-10 T>G (rs3736272): Se trata de una mutacion intrénica
que aparece en heterocigosis y en homocigosis, presente
en el intrén 4-5. Este polimorfismo aparece en un 33.5% de
la poblacién en heterocigosis y en un 48% en homocigosis.

¢ p. (Pro167=) ¢.501 G>A (rs36077420): Se trata de una mutacién
sindnima, ya que no provoca cambio de aminodcido que
codifica, ya que ambos codifican para Prolina. Se encuentra
en heterocigosis. Aparece en el 2.8% de la poblacién.

¢ c.1066-94 C>G (rs1491640): Se trata de una mutacién
intrénica presente en heterocigosis que afecta al 16% de la
poblacién.

¢ ¢.1066-78 T>G (rs570905113): Se trata de una variacién
intrénica presente en heterocigosis que afecta al 1% de la
poblacién.

¢ .1296+27C>T (rs55921407): Se trata de una variacién
intrénica que aparece tanto en homocigosis como en
heterocigosis. Estd presente en heterocigosis en un 17% de
la poblacién y en homocigosis en un 2.7%

¢ ¢.*472C>T (rs4550403): Se trata de una variacién en
heterocigosis presente en una regién exdénica no codificante.
Esta variacién aparece en un 33% de la poblacién.

ep. (Ile 345=) ¢.1035 C>T (rs33913544): Se trata de una
variacion sinénima, por lo que no supone un cambio en
el aminoacido que codifica, ya que ambos codifican para
Isoleucina (lle). Esta variacién aparece en heterocigosis y
aparece en un 19.5% de la poblacion.

e p. (Pro Alal29Val) ¢.371 C>T: Se trata de una variacién
exénica en heterocigosis, no descrita previamente que
supone un cambio aminoacidico de Alanina a Valina en la
posicién proteica 129.

Una vez detectados los cambios se procedié a realizar
un andlisis in silicode cada uno de ellos para comprobar
si producian algun efecto en la proteina. Las variantes
exodnicas e intrénicas se analizaron con el programa BDGP
para determinar su papel en el proceso desplicing, como
se representa en la tabla 2. Y, posteriormente las variantes
exdnicas se analizaron con el programa PolyPhen para
determinar su papel en la estructura proteica.

De estos resultados podemos destacar que las variaciones
encontradas en la cohorte de pacientes que afectan a las
distintas regiones del gen y que habian sido descritas con
anterioridad no tienen efecto patégenico sobre este, como
refleja la tabla 2.

Sin embargo, el cambio localizado en la regién exdnica 4
encontrado en la familia GBB18 no habia sido descrito
previamente. Consiste en el cambio de una citosina por una
timina en la posicién proteica 129 que supone un cambio de
una alanina (GCQ) por una valina (GTG). Este cambio podria
resultar en una alteracion de la funcionalidad de la proteina.

Los resultados mediante el programa informatico
PolyPhenclasifican a esta mutacién como posiblemente
patogénica pudiendo ejercer algun efecto sobre la

funcionalidad y estructura del gen.
Esta mutacién estd situada en el dominio proteico WD40

repeat. Este dominio se ha descrito en proteinas implicadas en
un gran rango de funciones que van desde la transduccién de

IWESTIGACIN 13




FIGURA 2: REPRESENTACION GRAFICA DE LA LOCALIZACION
DE LOS POLIMORFISMOS ENCONTRADOS DURANTE EL
ESTUDIO EN LOS DISTINTOS FRAGMENTOS DEL GEN COR0O2B

sefiales y regulacién transcripcional hasta el control del ciclo
celular y la apoptosis (Stirnimannet al.,, 2010). Este dominio
ha sido descrito en proteinas relacionadas con ciliopatias,
importantes para la integridad de los cilios (Beck et al., 2014).

El SBB presenta un método de herencia recesivo, sin embargo,
esta variacién aparece en heterocigosis. Podria ser que en
este paciente hubiese otra mutacién en alguna regién del
gen no estudiada, como una regién intrénica que no haya
sido analizada y que pueda dar lugar a unsplicing alternativo,
por lo que seria necesario la realizacién de un estudio de
ARN. Debido a que se trata de una enfermedad con herencia
compleja, otra posible explicacién podria ser que este gen
actue como un modulador de la expresion genética ejerciendo
su papel sobre el gen responsable del fenotipo.

Para poder demostrar que la mutacién encontrada en el exén
4 de la familia GBB18 es patogénica, lo que podria apoyar la
hipdtesis de que el gen CORO2B es un buen candidato para
la ciliopatia SBB, seria necesario la realizacién de estudios
de funcionalidad para demostrar que la alteracién de funcién
de la proteina y su efecto patogénico sobre el paciente.
Estudios de expresién de ARN nos ayudarian a determinar
si la mutacién estd implicada en la sintesis de ARN, y seria
necesario completar con el estudio proteico a través de las
técnicas de Western-Blot para evaluar posibles alteraciones
postraduccionales que pudieran tener lugar. Por otro lado,
la realizacién de estudios de colocalizacién nos ayudaria a
determinar la relacién de la proteina con los cilios.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos parecen apoyar la hipdtesis que
se plantea, sin embargo, no permiten confirmar que el gen
CORO2B esté asociado a la ciliopatia SBB, haria falta realizar
precisos estudios de funcionalidad de la mutacién encontrada
en la familia BBS18 para confirmar esta hipdtesis.
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EL REAL INSTITUTO Y OBSERVATORIO DE LA
ARMADA Y LA MEDIDA DEL TIEMPO

Teodoro Lépez Moratalla, Francisco Javier Galindo Mendoza

Real Instituto y Observatorio de la Armada en San Fernando

Tal y como establece el articulo 4.1 de la Ley 32/2014, de 22
de diciembre, de Metrologia, “La hora oficial se establecerd,
por real decreto, con referencia a la escala de tiempo universal
coordinado materializada por el Real Instituto y Observatorio
de la Armada en San Fernando”. Y anteriormente a esta ley, el
Real Decreto 1308/1992, de 23 de octubre, habia declarado al
Laboratorio del Observatorio como laboratorio depositario del
Patrén Nacional del Tiempo y laboratorio asociado al Centro
Espafiol de Metrologia.

En lo que sigue se expone cémo ha evolucionado la concepcion
del tiempo y su definicién, hasta llegar a la citada escala
de Tiempo Universal Coordinado (UTC) y la introduccién de
los “segundos intercalares” que actualmente forman parte
de su definicién, procurando huir de tecnicismos, aunque
manteniendo el rigor que el tema requiere.

TIEMPO MEDIO. UT

El tiempo es un concepto complejo y la forma de entenderlo y
medirlo ha evolucionado a lo largo de la historia. Hasta hace
unas pocas décadas, para medirlo se utilizaba el movimiento

aparente de los astros, consecuencia de la rotacién de la
Tierra. Las dos referencias utilizadas habitualmente en
cronometria son las estrellas y el Sol'.

Sélo consideraremos el Sol, cuyo movimiento aparente en el
firmamento define el tiempo solar verdadero o tiempo solar
aparente. La unidad de medida que surge de forma natural es
el dia solar verdadero o aparente, definido como el intervalo
transcurrido entre dos pasos consecutivos del Sol por el
meridiano del lugar”. Un dia se divide en 24 horas, que a su
vez se dividen en 60 minutos, cada uno de los cuales tiene
60 segundos. Esta divisién no se justifica astronémicamente,
sino que se debe a razones histdricas.

La hora de tiempo solar verdadero en un instante sera el
tiempo transcurrido desde el paso del Sol por el meridiano.

1 El movimiento aparente de la Luna también se utiliza como referencia para
medir el tiempo, pero en el campo de la cronologia. La Luna da origen a los
meses del afio y es la base de algunos calendarios como el catdlico, en lo
referente a la celebracion de la Pascua, o el islamico

2 Tradicionalmente, el dia solar verdadero comienza con el paso del Sol por
el meridiano superior del lugar, de manera que las 0 horas de tiempo solar
verdadero coinciden con el mediodia local.
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Esta hora es la que proporciona un reloj de sol y tiene una
relacién directa con el horario del Sol, coordenada que los
marinos utilizamos regularmente en navegacion astrondmica.
La relacién es una simple regla de tres, ya que en 24 horas
de tiempo solar verdadero el horario del Sol se incrementa en
360°, de donde se obtiene la conocida equivalencia de que en
una hora el horario aumenta 15°.

Lamentablemente, los dias (y los segundos) solares verdaderos
no duran lo mismo a lo largo del afio. El movimiento aparente
del Sol es el resultado de la combinacién del movimiento de
traslacién de la Tierra alrededor del Sol y del movimiento
de rotacién de la Tierra alrededor de su eje. Suponiendo
que éste ultimo es uniforme, que como se verda es mucho
suponer, el movimiento resultante no lo es por dos motivos: la
excentricidad de la ¢rbita terrestre y la inclinacién de dicha
drbita respecto al ecuador.

De acuerdo con la primera ley de Kepler, la érbita de la
Tierra es una elipse con el Sol en uno de sus focos’. Seguin
lo establecido por la segunda ley de Kepler, el radio vector
que une el Sol con la Tierra barre dreas iguales en tiempos
iguales; lo que supone que, cuando la Tierra estd mas cerca
del Sol (perihelio), su movimiento de traslacién es més répido
que cuando estd mas lejos (afelio). Y esto se mantiene en el
resto de la drbita, variando la velocidad orbital en funcion
de la distancia. Este efecto se ilustra de forma esquematica
en la figura siguiente, en la que las dreas azul y naranja
representan el movimiento de la Tierra en un mismo intervalo
de tiempo cerca del perihelio y del afelio, respectivamente.

La excentricidad de la drbita terrestre es pequefia, por lo
que la velocidad no varia mucho durante el afio, aunque si
lo suficiente para que su efecto sea apreciable. Por ejemplo,
como el perihelio se produce a primeros de enero y el afelio
a primeros de julio, el otofio y el invierno duran unos 7,5 dias
menos que la primavera y el verano del hemisferio boreal.

Para evitar esta irregularidad, se “inventa” un sol ficticio,
que recorre la ecliptica —interseccién del plano de la drbita
terrestre con la esfera celeste— con velocidad angular
constante y que coincide con el Sol en el perihelio y en el
afelio. Sin embargo, esto no es suficiente para evitar la falta
de uniformidad de los dias a lo largo del afio. La ecliptica estd
inclinada unos 23,5° respecto al ecuador (la oblicuidad €),
inclinacién que es la causa de las estaciones del afio, como
se ilustra en la figura 2.

3 Seria mas preciso decir que es el sistema Tierra-Luna el que orbita alrededor
del baricentro del sistema solar, pero en este contexto es suficiente con hablar
solo de la Tierra y el Sol.
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Debido a la oblicuidad de la ecliptica, la proyeccién del sol
ficticio sobre el ecuador no varia de forma constante, aunque
su movimiento en la ecliptica si sea uniforme; es decir, el
horario del sol ficticio no varia de forma regular, por lo que la
duracién de los dias (y de los segundos) sigue siendo variable.

FIGURA 1

Es necesario recurrir a un nuevo sol que denominamos sol
medio, sol ideal que recorre el ecuador con movimiento horario
constante y que coincide con el sol ficticio en los equinoccios.
El sol medio es la referencia de la escala tiempo solar medio, o
simplemente tiempo medio, que también se denomina tiempo
civil. Durante muchos afios fue la escala utilizada para medir
el tiempo y para definir el segundo como “la ochenta y seis
mil cuatrocientasava parte del dia solar medio”.

FIGURA 2

El dia medio (o civil) comienza con el paso del sol medio
por el meridiano inferior del lugar, de forma que las cero
horas coinciden con la medianoche. Por tanto, la hora de
tiempo medio es el horario del sol medio convertido en horas



Delegados de los paises participantes en la Conferencia Internacional del Meridiano. Enmarcado en rojo, el ministro plenipotenciario espaiiol,
el escritor y diplomatico Juan Valera. La legacion espaiiola la completaban el CF Emilio Ruiz del Arbol, agregado naval, y el TN Juan Pastorin, no
identificados. Fotografia: Biblioteca Digitale dell’Archiginnasio.
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Patron atémico de haz de cesio. El ROA cuenta en la actualidad
con seis de estos patrones y dos maseres de hidrégeno activo

(dividido por 15), més 12 horas. Asi definido, el tiempo medio
o tiempo civil depende del meridiano desde el que se cuenta
el horario del sol medio, el meridiano del lugar. Es por tanto
un tiempo local, de forma que dos lugares con longitudes
diferentes tendrdn, en el mismo instante, tiempos medios
distintos.

El que cada ciudad utilizase una hora distinta se convirtié en
un problema serio con la aparicién de nuevas tecnologias en
la primera mitad del siglo XIX, en particular el ferrocarril y el
telégrafo. Para remediarlo, en 1884 se celebré en Washington
la “Conferencia internacional para la adopcién de un meridiano
origen de longitudes y una hora cosmopolita”, conocida
como la Conferencia Internacional del Meridiano’. Entre
otras resoluciones, en ella se acordd adoptar el meridiano de
Greenwich como meridiano cero’ y el tiempo medio en dicho
meridiano como la hora de referencia mundial’.

4 En esta conferencia participaron 26 naciones. Espaiia voto a favor del meri-
diano de Greenwich, invocando el compromiso previo adquirido por el Reino
Unido de adoptar el sistema métrico decimal.

5 En Espana, el meridiano de Greenwich sustituy6 al de San Fernando como ori-
gen de longitudes en la cartografia nautica, por Real Decreto de 3 de abril de
1907, publicado en la Gazeta de Madrid de 6 de abril. El Almanaque Nautico
para 1910 fue el primero referido al nuevo meridiano.

6 El tiempo medio del meridiano de Greenwich se adopté en Espaiia para usos
civiles a partir del 1 de enero de 1901, por Real Decreto de 26 de julio de
1900, publicado en la Gazeta de Madrid de 28 de julio. Esta disposicion tam-
bién establece que las cero horas corresponden al instante de la media noche,
en lugar del mediodia como hasta entonces.
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Al tiempo medio de Greenwich se le denominé Tiempo
Universal, UT’, iniciales de Universal Time. Aunque con
frecuencia se utiliza GMT (Greenwich Mean Time) para
referirse al UT, esta denominacion esta desaconsejada por la
Unién Astronémica Internacional desde la Asamblea General
de 1928.

TIEMPO ATOMICO. TAI Y UTC

A pesar de todos los esfuerzos, el UT no es una escala de tiempo
uniforme, ya que, aunque estd libre de las irregularidades
debidas al movimiento de traslacién de la Tierra, sigue
ligada a su rotacién, que no es constante. La Tierra no gira
a una velocidad constante alrededor de su eje, ni este eje es
siempre el mismo. Las causas son varias y no es posible saber
de antemano cudl es la velocidad real de rotacidn, sino que se
conoce a posteriori tras las correspondientes observaciones.
Actualmente la Tierra tiene tendencia a frenarse, debido
fundamentalmente a las mareas.

Por tanto, el segundo definido como “1 dia solar medio/86.400
no representa siempre el mismo periodo de tiempo y no sirve
como unidad de medida. La Unica forma de evitar esta falta de
uniformidad es prescindir de la Tierra como reloj y buscar una
forma de medir el tiempo que no esté sometida a variaciones.

La solucién la dieron los relojes atdmicos, que permiten
reproducir en laboratorio un intervalo de tiempo constante.
En base a ellos, en 1967 se definié el segundo del Sistema
Internacional como la duracion de 9.192.631.770 periodos de
la radiacion correspondiente a la transicidn entre los dos
niveles hiperfinos del estado base del atomo de Cesio-133.
El numero anterior no es caprichoso, sino que se escogio de
forma que hubiese continuidad con las anteriores definiciones
del segundo®.

Se define entonces una nueva escala, el Tiempo Atémico
Internacional, TAI’, cuya unidad fundamental es el segundo

7 Al hablar de UT en realidad nos referimos a UT1, que es la escala resultante de
corregir UTO tiempo medio obtenido directamente de la observacion por el
desplazamiento del polo sobre la superficie terrestre. La escala UT2, regulariza-
cion de UT1 por correcciones periddicas, esta en desuso.

8 La falta de uniformidad del UT era conocida antes de la invencion del reloj
atdmico en 1955. Para remediarla se recurrié a partir de 1952 al Tiempo de
Efemérides, escala ideal desligada de la rotacion terrestre cuya unidad de
tiempo, el segundo, se definié en 1956 estableciendo que el afio trépico de
1900 dur6 31.556.925,9747 segundos.

9 Las siglas TAl vienen de las iniciales del nombre francés: Temps Atomique
International



definido anteriormente. El TAI si es una escala de tiempo
uniforme, que se realiza con los datos de relojes atémicos de
laboratorios de tiempo de todo el mundo. Dicho de otra forma,
un segundo TAI siempre dura lo mismo, mientras que un
segundo UT unas veces es mas largo que otras.

Pero nuestra vida diaria sigue regulada por el Sol y, para poder
situarse por medios astrondmicos, el navegante necesita
saber como estd orientada la Tierra en cada momento (cuénto
le falta al Sol para pasar por el meridiano de Greenwich), y
esta orientacién la da el UT. Para no prescindir del UT se cred
el Tiempo Universal Coordinado, UTC", al que se obliga a
no diferir del UT en mds de 0,9 segundos de la forma que se
describe mas adelante. La escala UTC tiene la misma unidad
que el TAI (el segundo del SI), por lo que un reloj de UTC ni
atrasa ni adelanta con respecto a uno de TAIL

Diferencia entre las escalas UTC y UTC(ROA)

UTC es el tiempo de referencia mundial, de forma que la hora
de nuestros relojes es UTC mds o menos un numero entero
de horas, salvo algunos paises que no siguen esta norma.
En Espafia llevamos UTC + 1 (UTC en Canarias) en horario
de invierno y UTC + 2 (UTC + 1 en Canarias) en horario de
verano.

En el ultimo tercio del siglo XX, el Real Instituto y Observatorio
de la Armada fue capaz de dar el salto y pasar del tiempo
astronémico al atémico, adquiriendo los dos primeros relojes
atémicos en 1972. Dos afios mas tarde, se inicid la escala
UTC(ROA), que como se ha comentado al principio es la
referencia de la hora espafiola.

10 Aqui, las siglas usadas internacionalmente no corresponden ni al nombre
inglés de la escala, Coordinated Universal Time, ni al francés, Temps Universel
Coordonnée, sino que se prefirio afiadir la C a UT, para mantener claramente la
relacién con el Tiempo Universal.

Para realizar la escala UTC(ROA), el Real Instituto y
Observatorio de la Armada cuenta actualmente con seis
patrones atémicos de Cesio y dos Mdseres de Hidrégeno
activos, con los que se consigue que dicha escala difiera
unos pocos nanosegundos de la escala UTC, que se realiza
en la Seccién de Tiempo del Burd Internacional de Pesas y
Medidas de Paris con la contribucién de los relojes atdmicos
de unos 75 paises. La bondad de la escala generada en el
ROA, junto con las técnicas de transferencia de tiempo de
que dispone (TWSTFT y GNSS), hacen que este laboratorio
se encuentre entre los diez primeros del mundo en lo que a
realizacion practica de la escala UTC propia se refiere.

Para mantener la diferencia entre UT y UTC inferior a 0,9
segundos, cuando es necesario se introduce un segundo
intercalar'’ en el UTC (adelantando o atrasando la escala),
como sucedié el pasado 31 de diciembre. Por tanto, podria
decirse que la finalidad de los segundos intercalares es poner
en hora nuestros relojes con el Sol. Lo Unico que se hace es
cambiar el origen a partir del cual contamos el UTC; la escala
sigue siendo tan uniforme como el TAI, aunque difieren en un
numero entero de segundos.

Los segundos intercalares se iniciaron en 1972 y se introducen
preferentemente los dias 30 de junio o 31 de diciembre.
Como segunda opcidén, se utilizan el 31 de marzo o el 30 de
septiembre.

UT, UTC Y EL NAVEGANTE

La necesidad de calcular la situacién en alta mar fue uno
de los aspectos que mas impulsaron el estudio del tiempo.
Y a pesar de las modernas técnicas GNSS para obtener la
situacién en la mar, la Organizacién Maritima Internacional
sigue exigiendo que los marinos sepan situarse por
observaciones astronémicas y que todos los buques que
realicen navegaciones ocednicas se hagan a la mar provistos
de sextante, crondmetro y aquellas publicaciones nauticas
necesarias en navegacion astronémica.

Sin duda que, hoy en dia, el que mas se beneficia de la escala
UTC es el navegante que practica la navegacién astronémica,
ya que necesita saber el UT, argumento de entrada en el
Almanaque Nautico, para poder situarse en la mar por medio
de los astros.

11 En ocasiones se emplea incorrectamente la denominacion “segundo bisiesto”;
se trata de una mala traduccion del término inglés leap second y no debe
utilizarse.
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El nuevo edificio del Laboratorio de Hora, que entrara en servicio en los proximos meses.

Con el actual sistema de segundos intercalares, el error que
se comete al entrar en el Almanaque con el UTC, en lugar
de con el UT, es muy pequefio. Un error de un segundo en el
tiempo de las observaciones se traduce en un error de quince
segundos en la longitud calculada, un cuarto de minuto de
arco. Como no se permite que el UTC se separe mds de
0,9 segundos del UT, el error cometido en la longitud sera
0,2 minutos en el peor de los casos, diferencia totalmente
asumible, méxime si tenemos en cuenta que la hora de la
observacién la mediremos al segundo'.

De lo anterior se desprende que, a efectos de navegacion
astronémica, se puede tomar UTC como UT mientras se
mantenga el sistema actual de segundos intercalares.

¢HASTA CUANDO LOS SEGUNDOS
INTERCALARES?

La introduccién de segundos intercalares en la escala UTC
se viene cuestionando desde principios de siglo y es normal
la aparicién en los medios de comunicacién de noticias
alarmistas sobre las consecuencias negativas que pueden

12 Las diferencias UT — UTC pueden obtenerse de los Bulletin A del International
Earth Rotation and Reference Systems Service (IERS). http://www.iers.org/
IERS/EN/Publications/Bulletins/bulletins.html
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tener cuando se introducen, como el colapso de los sistemas
operativos Unix, retrasos en los vuelos por fallos de sistemas
informaticos o problemas con algunos navegadores.

En realidad son muchos los partidarios de dejar que el UT se
separe libremente del UTC y suprimir los segundos intercalares,
debido a los problemas que plantea su introduccion, el coste
en recursos, sobre todo humanos, y la posibilidad de cometer
errores.

Probablemente, la Unica objecién seria a la supresién es
conceptual, ya que con ella se perderia la relacién entre el
tiempo civil y la rotacién de la Tierra, en la cual tiene su
origen. Pero los efectos negativos reales sobre nuestra vida
serian practicamente nulos; se estima que en los primeros
cincuenta afios desde la eliminacién se acumulard una
diferencia aproximada de un minuto, que es irrelevante
desde el punto de vista préctico. Los unicos realmente
afectados serfan los marinos que todavia usen la navegacién
astrondémica, aunque pueden articularse soluciones para que
su efecto sea el menor posible.

El mantenimiento o la supresién de los segundos intercalares
no depende de fisicos o astrénomos, sino que es la Unidn
Internacional de Telecomunicaciones (organismo de la ONU)



la que tiene competencias en este tema. La decisién debid
tomarse en la Asamblea de Radiocomunicaciones de 2015,
pero los paises participantes decidieron posponerla hasta la
asamblea de 2023, para asegurar que se tuviesen en cuenta
todas las opciones técnicas.

EL FUTURO INMEDIATO

El Laboratorio de Hora del Real Instituto y Observatorio de la
Armada contard en breve con unas modernas instalaciones,
que entrardn en servicio en los préximos meses. El nuevo
edificio estda dotado de unos modernos medios tecnoldgicos
y de aislamiento mecdnico, térmico y electromagnético, lo
que sin duda redundard directamente en beneficio de la
estabilidad y exactitud de la escala UTC (ROA). Las nuevas
instalaciones estan preparadas para albergar los futuros relojes
dpticos, con los que se espera contar en un breve plazo y de
los que se habla mds adelante.

Actualmente estd muy avanzada la renovacién del Sistema
Internacional, en respuesta a las nuevas exigencias cientifico-
tecnolégicas que requieren menores incertidumbres de
medicién en todos los campos. Esta renovacion supondré la
redefinicién de algunas unidades basicas (masa, temperatura
termodindmica, intensidad eléctrica y cantidad de sustancia),
pero por el momento no afectard a la actual definicién
conceptual del segundo, basada en la transicién del dtomo
de Cesio 133.

Esta definicién es vdlida para la mayoria de las aplicaciones
industriales, pero las compafilas de alta tecnologia estan
demandando cada vez mds menores incertidumbres. Este
hecho, junto con otros factores, ha supuesto un impulso notable
a los esfuerzos que se estén realizando para el desarrollo de
relojes dpticos, que muy probablemente supondran a corto
plazo (probablemente una decena de afios) una redefinicién
del segundo basada en estas nuevas técnicas.

Los relojes dpticos utilizan la luz en lugar de las microondas de
los relojes de Cesio, pero con un concepto de funcionamiento
muy similar. En lineas generales, la estabilidad de los relojes
atémicos es proporcional a la frecuencia de funcionamiento
e inversamente proporcional a la anchura de la transicién
electrénica. Dado que la luz tiene una frecuencia de
aproximadamente 1015 Hz -aproximadamente 100.000 veces
mayor que la de las microondas- los relojes basados en
transiciones realizadas en frecuencias Opticas, en lugar de
microondas, deberian ser mucho mads estables y exactos que
los actuales en los que estd basada la definicién del segundo.

A diferencia de los patrones de Cesio, de los que hay un
mercado relativamente grande y que son faciles de adquirir,
los relojes Opticos son actualmente prototipos en fase de
desarrollo y probablemente no lleguen al nivel comercial de
los de Cesio. El Real Instituto y Observatorio de la Armada,
al igual que sucediera en los afios setenta del siglo pasado,
es consciente de la importancia y relevancia de este cambio
en la forma de medir el tiempo, y ya ha iniciado los primeros
pasos para adentrarse en esta nueva técnica.
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RECUPERACION Y CONSERVACION DEL ROBLE
ENANO DEL MONTE PINDO MEDIANTE CULTIVO IN VITRO

San José MC, Martinez MT, Cernadas MJ, Bouza L, Corredoira E

Grupo de Biotecnologia y Mejora Forestal. Instituto de Investigaciones Agrobioldgicas de Galicia. CSIC. Santiago de Compostela, Espana

RESUMEN

La dificil accesibilidad del Monte Pindo ha permitido la
conservacion de un conjunto natural unico en el que podemos
destacar la presencia del roble enano (Quercuslusitanica
Lam.). Su singular distribucién geogréfica, asi como su
reducida presencia hace que haya sido considerada como
especie amenazada. Su dificil conservacién in situ, aconseja
el empleo de otros métodos, como la biotecnologia. Las
técnicas de cultivo in vitro ofrecen una via alternativa para
la conservacion del roble enano. La proliferacién de yemas
axilares constituye un método eficaz para la propagacion
de esta especie, facilitando la obtencién de un gran numero
de plantas que pueden servir para la restauracién de los
ecosistemas amenazados, ayudando a su preservacion.

El Monte Pindo es un macizo granitico cuya cuspide (A
Moa) alcanza los 627 m de altura. Se encuentra situado en
el ayuntamiento corufiés de Carnota formando un espacio
natural con la playa de Carnota, denominado Carnota-Monte
Pindo, catalogado como Lugar de Importancia Comunitaria e
incluido en la Red Natura 2000. Este espacio natural tiene una
supertficie de 4.629 ha y se encuentra en los municipios de
Carnota, Mazaricos, Cee y Dumbria, entre las rias de Corcubién
y la de Muros y Noya. Los historiadores denominaron a
este monte el Olimpo Sagrado de los Celtas. La particular
geomorfologia del Monte Pindo ha inspirado gran cantidad
de historias y leyendas de deidades, esculturas, o0 monstruos
y gigantes miticos. De entre todas estas leyendas merece
especial atencidn la que situa el enterramiento de la reina
Lupa en estos montes (Alonso Romero 1983)

El Monte Pindo tiene varios castillos, castros, restos de ermitas
y cuevas de criaturas méagicas. En su cumbre esta la Pedra
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da Moa con “pias” (bafieras naturales), donde se cree que se
hacian rituales celtas. Y un poco més abajo esta la cueva de A
Ermida, donde estaba una iglesia de la que se ha descubierto
una antigua inscripcién. Se cree que estd relacionada con
una capilla del siglo XII. En el siglo X, Sisnado (obispo de
Iria Flavia) ordend la construccién del castillo de San Xurxo
en los limites del monte como proteccién contra los ataques
de los piratas vikingos. En él habitaron varias familias nobles
de Galicia hasta que el castillo fue destruido en el afio 1.467
durante la Revuelta Irmandifia.

En este entorno se encontraban otros dos castillos, pero no
se conservan restos materiales determinantes de ellos, ni
documentacion analizable, mds que una inscripcién en latin
en una piedra aislada:

“Reis, bispos, presbiteros, todos por poderes recibidos de
Deus, excomulgaron aqui este Castelo”

Esta inscripcién hace referencia a la excomunion que en 1.130
lanzé Diego Gelmirez, arzobispo de Santiago, contra el conde
de Traba, por tener prisionero en su castillo al arcediano de
Trastdmara.

Aparte de sus valores simbdlicos y geoldgicos, presenta
también importantes valores ecolégicos. La dificil accesibilidad
del Monte Pindo ha permitido la conservacién durante siglos
de un conjunto natural Unico, con especies raramente visibles
en otras partes del mundo. En el inventario de especies que
realizaron los miembros de la Asociaciéon Monte Pindo Parque
Natural, encontraron 650 ejemplares, de los que unos 100
estan protegidos por algun tipo de legislacion. La joya de esta
corona es el denominado “roble enano” (Quercuslusitanica),
que se ha convertido en simbolo de la biodiversidad de la



zona. Eista especie esta distribuida por el sur de la Peninsula
Ibérica y el norte de Marruecos pero tiene en este monte su
Unico asentamiento en territorio gallego. En esta Comunidad
existe una pequefia poblacién aislada y cuasi-residual a las
faldas del Monte Pindo, situdndose a 500 km de la poblacién
mas cercana de la misma especie. La presencia de Q.
lusitanica en el Pindo se reduce a pequefias manchas aisladas.
Esta singular distribucién geogréfica, asi como su reducida
presencia ha motivado que esta especie fuese incorporada
desde 2008 al Catdlogo Gallego de Especies Amenazadas,
encontrandose también en la Lista Roja de Andalucia y
en el Catdlogo de Especies Amenazadas de Extremadura.
Ademas del roble enano existen en el Monte Pindo un total
de 7 especies de plantas protegidas en el Catdlogo Gallego
de Especies Amenazadas: 6 vasculares y 1 briofito, entre las
que cabe destacar el lirio de monte (Iris boissieri Henriq), una
planta endémica del noroeste peninsular que tiene uno de sus
hébitats en el Monte Pindo, ademés de en las sierras de O
Xurés y O Courel y que ha sido catalogada como en peligro
de extincién a nivel mundial por la Unién Internacional de
Conservacion de La Naturaleza (IUCN).

En los ultimos afios han aumentado las agresiones contra el
espacio donde crece el roble enano. Las numerosas batidas
de cazadores, el acceso indiscriminado de motos y quads
y, los numerosos incendios que se han producido, siendo
especialmente devastador él acaecido en el 2013 que arraso,
segun las estimaciones, alrededor de 9 hectdreas, han
disminuido notablemente el numero de individuos de esta
especie. En la actualidad el Monte Pindo y su entorno natural
estd abandonado y abocado a un progresivo deterioro.

Los principales problemas medioambientales y amenazas
encontradas en la zona en la que se localiza la poblacién de
Q. lusitanica son:

. Deforestacién causada por los frecuentes incendios
forestales que ha sufrido la zona del Monte Pindo y
alrededores durante los ultimos afios

. Desproteccién del suelo y erosion

. Peligro de la biodiversidad en algunas zonas, propiciado por
la presién cinegética

. Vandalismo, campismo agresivo, incursiones con vehiculos
motorizados

Todo ello contribuye a la desaparicién de la fauna y flora de
la zona, y en concreto estos problemas suponen una amenaza
directa a la supervivencia del Q. lusitanica, de ahi la necesidad

imperiosa de mantener a resguardo su germoplasma fuera del
propio hébitat (conservacién ex situ) ya que en el caso de
un desastre natural se dispondria de un material protegido y
de calidad almacenado en el laboratorio con el que se podria
realizar la posterior reimplantacién de la especie en su hébitat
natural.

QUERCUSLUSITANICA LAMARCK (FAG ACEAE)

El roble enano pertenece a la familia Fagaceae, la cual estd
formada por 7 géneros y alrededor de 700 especies, repartidas
principalmente por zonas templadas y cdlidas del hemisferio
norte. Quercuslusitanica fue descrito por primera vez por Jean-
Baptiste Lamarck y publicado en Encyclopédie Méthodique
Botanique en 1785. Arbusto de hasta 3-4 m de altura, aunque
normalmente mide 0.5-2 m, con hojas alternas, simples, que
se mantienen secas sobre el drbol la mayor parte del invierno.
Florece entre abril y mayo. Fruto en aquenio (bellotas) de
10-15 mm, con la base cubierta por una estructura escamosa
y dura Se cria en los matorrales y colinas de clima suave,
frecuentemente en terrenos siliceos arenosos o pedregosos
hasta unos 600 m de altitud (Lépez 2014).

Ademads de su valor ecoldgico, el extracto de las semillas
de esta especie ha demostrado un efecto inhibidor de la
replicacion del virus del dengue (tipo 2) tanto mediante el
cultivo de células convencional, como mediante técnicas
protedmicas. (Muliawan et al. 2006). El extracto se utiliza
también en diversos preparados para la piel que son objeto
de patente.

CONSERVACION DEL ROBLE ENANO

Actualmente existe una clara sensibilizacién de los
habitantes de la zona hacia la proteccién y conservaciéon
del patrimonio, tanto por su riqueza geoldgica, faunistica,
botédnica, arqueoldgica, asi como por su belleza paisajistica,
todo ello llevd a la creacién de la Asociacién Monte Pindo
que reivindica la creacién de un Parque Natural en esta drea.

En la conservaciéon de especies silvestres, el enfoque
tradicional es la conservacién in situ, en su propio habitat. Sin
embargo, cada vez se acepta en mayor grado que las técnicas
de conservacién ex situ pueden ser utilizadas eficientemente
para complementar los métodos in situ, y que incluso pueden
representar la Unica opcién para la conservacién de ciertas
especies raras, amenazadas o en peligro de extincién. En
este sentido, las herramientas de la biotecnologia moderna
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estan siendo cada vez mas aplicadas para la caracterizacion
de la diversidad vegetal e indudablemente tienen un papel
principal asistiendo a los programas de conservacion de
plantas. Entre estas herramientas destaca el cultivo in vitro
de tejidos vegetales. Esta técnica tiene cada vez mds impacto
en las estrategias de conservacién ex situ de los recursos
genéticos vegetales, es el caso de las especies/variedades
que deben de ser propagadas vegetativamente o que tienen
semillas heterodoxas o recalcitrantes, como es el caso del Q.
lusitanica, cuya expectativa de supervivencia en bancos de
semillas convencionales es muy corta debido a su estricta
necesidad de humedad. Ademads la conservacién in situ por
si sola no es suficiente para salvar las especies en peligro
de extincién ya que aunque aporta importantes opciones de
conservacion, el germoplasma mantenido de esta manera
corre el riesgo de sufrir ataques de patdgenos, tornados,
incendios, etc., que ponen en riesgo Su supervivencia.
Disponer de copias de germoplasma natural a resguardo de
peligros reales es una alternativa practica y aceptada hoy
dia de forma general. Pero para ello es necesario aplicar las
nuevas tecnologias disponibles, de las cuales la regeneracién
de la especie vegetal en cuestién mediante el cultivo in vitro
es una herramienta fundamental. En cualquier momento,
los propagulos mantenidos in vitro pueden rescatarse de su
almacenamiento, regenerar plantas completas y reponer o
aumentar la poblacién natural de la especie objeto de estudio,
en este caso particular el roble enano.

Las técnicas biotecnolégicas representan una sustancial
mejora sobre los métodos de conservacion tradicionales
y proveen medios extras para la conservacién de la
biodiversidad (Fay 1992). Estas técnicas son utilizadas
para incrementar rapidamente el numero de individuos en
especies con problemas reproductivos y/o con poblaciones
muy reducidas. Se obtiene asi un material de gran valor para
la investigacion, colecciones vivas, para reducir la presién de
las colecciones botdnicas en las poblaciones naturales vy, si
se considera oportuno, para los programas de reintroduccién
(Gonzélez-Benito y Martin 2011). La micropropagacion de
plantas tiene una gran aplicacién en especies forestales, que
son cultivadas in vitro desde 1950 (Bonga y von Aderkas
1992). El método méas ampliamente utilizado es el cultivo de
yemas axilares que garantizan la uniformidad genética del
material obtenido. Aunque estas técnicas han sido utilizadas
para la conservacién de diversas especies de roble (Vieitez
et al. 2012), hasta la fecha, ninguna hace referencia a esta
emblemética especie (Quercuslusitanica). Un protocolo eficaz
de micropropagacion es un método efectivo y répido para la
propagacion clonal y conservacién de especies en peligro,
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y parece el Unico método efectivo para la multiplicacién y
conservacion del roble enano.

ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS IN VITRO

Se recogieron ramas de arboles adultos (20-30 afios) que
habian sobrevivido al incendio del 2013 y en las que se podia
observar el desarrollo de nuevos brotes. Las ramas, una vez
desprovistas de las hojas, son cortadas en segmentos de entre
20-25 cm y desinfectados superficialmente con una solucién
fungicida (3,5 g/) durante 2 horas. Una vez secos, se sitian
en posicién vertical en bandejas con perlita humedecida
en una camara de crecimiento con condiciones de luz,
temperatura y humedad controladas (16 h de fotoperiodo con
una temperatura de 25°C y una humedad relativa del 90%).
Al cabo de 2-3 semanas, se puede observar el desarrollo de
nuevos brotes que seran utilizados como la fuente de los
explantos iniciales para el establecimiento de los cultivos de
Q. lusitanica (Fig. 1A).

Los brotes desarrollados en la cdmara de crecimiento son
desprovistos de sus hojas y esterilizados superficialmente
mediante la inmersién en una solucién de cloro libre al 0.3%
(pastillas de cloro Millipore®) durante 3 minutos, siendo
posteriormente aclarados con agua estéril (3 lavados). Se
procede a continuacion al aislamiento de los dpices y nudos (5-8
mm) que se sitlan en posicién vertical en tubos de cultivo de
30 x 150 mm conteniendo 25 ml del medio de establecimiento.
Como medio de cultivo se utilizé la formulacién de Gresshoff
y Doy (GD, 1972) suplementado con 0.5 mg/l de la citoquinina
6-benciladenina (BA), 30 g/l de sacarosa y 6.5 g/l de agar
Vitro (Pronadisa). El pH del medio fue ajustado a 5.6 antes
de su esterilizacion en autoclave a 121°C durante 20 minutos.
Para evitar el contacto con los fenoles exudados al medio, los
explantos son transferidos al lado opuesto del tubo un dia
después de su siembra. Cada dos semanas se transfieren a
medio fresco de igual composicién y al cabo de 8 semanas
se recogen los datos. Mediante esta técnica se consigui¢ el
establecimiento in vitro de brotes axilares de roble enano con
unas tasas de supervivencia que varian en funcién del tipo de
explanto, obteniendo una mejor respuesta con los explantos
apicales (44%) que con los nodales (29%).La contaminacion
fue muy baja con valores inferiores al 10%

MULTIPLICACION DE LOS BROTES AXILARES

La fase de establecimiento en el roble enano fue de dos meses,
al cabo de los cuales se apreciaba un desarrollo estable de
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Figura 1. Propagacion in vitro de QuercuslusitanicaLam. (roble enano) mediante la proliferacion de yemas axilares de origen
adulto. A. Desarrollo de brotes en la camara de crecimiento. B. Fase de multiplicacion en medio WPM con 0.1 mg/l de BA.
C. Enraizamiento de los brotes en WPM con los macronutrientes reducidos a la mitad suplementado con 2 mg/l de AIB. D.
Aclimatacion de las plantas obtenidas in vitro.
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los brotes in vitro. Brotes mayores de 0.5 cm son utilizados
para iniciar la fase de multiplicacién en la cual se efectuaron
diversos ensayos con el fin de determinar las mejores
condiciones de proliferacién para Q. lusitanica. Como medio
de cultivo se ensayaron las formulaciones GD, WPM (Lloyd
y McCown 1980) y Murashige v Skoog(1962) con los nitratos
reducidos a la mitad (MS1/2n), todas ellas suplementadas con
0.1 mg/l de BA, 30 g/l de sacarosa y 6.5 g/l de agar Vitro. En
todos los medios se utilizaron explantos basales y apicales de
entre 0.5 y 1 cm que fueron situados en posicién verticalen
tubos de cultivo de 20 x 150 mm que contenian 15 ml del
medio de multiplicacion.

La seleccidn del medio de cultivo es de vital importancia para
el éxito de la micropropagacion. En el caso del roble enano,
ambos el medio de cultivo y el tipo de explanto tuvieron
una gran influencia en las tasas de multiplicacién. Aunque
GD ha sido ampliamente utilizado para la multiplicacién de
yemas axilares en diversas especies de Quercus (Vieitez et al.
2012), en el roble enano los mejores resultados se obtuvieron
al utilizar el medio WPM vy los explantos basales. Esta
combinacion favorecié el desarrollo de un mayor numero de
brotes (4.0 frente a 2.5 conseguidos con GD y MS¥%n) y una
mayor elongacién de los mismos (33.0 mm frente a 20 mm con
GD y 18.0 mm con MS¥%n) (Fig. 1B). El 100% de los explantos,
tanto basales como apicales, respondieron en este medio.
Vengadesan y Pijut (2009) también refieren la utilizacion
de este medio para la micropropagacion de Q. rubra. Las
tasas mas bajas de multiplicacién se obtuvieron al utilizar la
formulacién MS con los nitratos reducidos a la mitad.

ENRAIZAMIENTO DE LOS BROTES

En la revision efectuada por Vieitez et al. (2012) se sefialan
diversos métodos para el enraizamiento de brotes de distintas
especies del género Quercus, en los que siempre se utiliza
una auxina (4cido indol butirico (IBA) o &cido naftalén
acético (ANA)), la cual se incorpora al medio, bien en bajas
concentraciones (1-5 mg/l) durante periodos de 7 a 10 dias o
bien en concentraciones mas elevadas (20-26 mg/l) durante
periodos de tiempo més cortos (24-48 h). En el caso del roble
enano, los mejores resultados se obtuvieron al incorporar al
medio de cultivo (WPM con los macronutrientes reducidos
a la mitad) 3 mg/l de AIB durante 7 dias. Los brotes son
posteriormente transferidos a un medio de igual composicién
sin auxina durante otras 3 semanas para el desarrollo de las
raices. Con este tratamiento un75% de los brotes formaron
raices (Fig. 1C).
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Cabe sefialar que los porcentajes de enraizamiento obtenido
en este trabajo con brotes desarrollados in vitro, son muy
superiores a los conseguidos por Ferndndez Rodriguez et
al. (2005) en estacas tratadas con una solucién del 1-2% de
AIB. Estos autores observaron grandes diferencias entre los
distintos genotipos cuyos valores de enraizamiento oscilan
entre el 3.3 y el 40%.

ACLIMATACION DE LOS BROTES ENRAIZADOS

Los brotes enraizados fueron removidos del medio de
enraizamiento y se procedid al lavado de las raices con agua
para eliminar los posibles restos de agar, transfiriéndolos
a continuacién a contenedores con una mezcla de turba
y perlita (2:1) y situdndolos en una cdmara de crecimiento
con una humedad relativa del 90%, temperatura de 25°C y
un fotoperiodo de 16 h (90-100 uymol m-2 s-1). Las plantas
son fertilizadas semanalmente con 10 ml de la solucién de
Hoagland (Hoagland y Arnon 1941) y permanecen en la cdmara
de crecimiento durante 4 semanas, siendo posteriormente
transferidas al invernadero con porcentajes de supervivencia
superiores al 60% (Fig. 1D).

CONCLUSION

Se ha desarrollado un protocolo para la micropropagacién
de Quercuslusitanica mediante la proliferaciéon de yemas
axilares y posterior enraizamiento y aclimatacién de las
plantas obtenidas in vitro. Estos procesos facilitardan la
mejora, conservacion y propagacion en masa de esta especie
amenazada vy la restauracion de sus ecosistemas.
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RESUMEN

INNDAGA es una plataforma multipropdsito disefiada
por el grupo de Geologia Marina y Ambiental (GEOMA)
de la Universidad de Vigo, para la realizacién de trabajos
oceanograficos en zonas costeras. Desarrollada sobre una
embarcacion semirrigida de 8,5 m de eslora permite operar
con seguridad en é&reas (zonas rocosas, portuarias, etc.)
donde otros buques oceanograficos de mayor calado no
pueden acceder. La combinacién que aporta INNDAGA en
la adquisicién in situ de datos geofisicos del fondo, datos de
columna de agua y muestras, junto con diversas herramientas
de procesado e integracion en sistemas de informacidn
geografica proporciona una excelente aproximacién a las
caracteristicas hidrogréficas y geoldgicas y, en ultima
instancia, es de gran utilidad para la valoracién y la toma
de decisiones sobre la gestidn integral de las zonas costeras.

Palabras clave - Gestion integrada de zonas costeras (GIZC),
herramientas de gestion ambiental

INTRODUCCION

Las zonas costeras, con una complejidad de interacciones
causada por diversos factores, se caracterizan por un gran
dinamismo vy variabilidad natural intrinseca (Crossland et
al., 20056). Esta variabilidad se ha visto incrementada en las
ultimas décadas como consecuencia de un incremento de la
presion antropogénica en estas areas (Sarda, 2001; Ritcher
et al., 2001) con la realizacién de diversas actuaciones
que afectan a la dindmica costera y a la calidad de los
sedimentos costeros incrementando su vulnerabilidad. Tal
es el caso, por ejemplo, de los numerosos puertos urbanos
del mundo donde coexisten y confluyen numerosos usos y
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actuaciones y/o conflictos (Pearson et al., 2016): actividades
turisticas y deportivas, acuicultura, actividades industriales,
dragados, construcciones portuarias, etc., que requieren de
una adecuada planificacién y gobernabilidad de usos. Dichas
actuaciones exigen un control y seguimiento continuo y
sistemdtico, que constituye un paso decisivo para alcanzar
una adecuada sostenibilidad dentro del marco de la gestién
integrada de zonas costeras (GIZC), principalmente en un pais
como Espafia en el que el 11% del PIB proviene del turismo
y del desarrollo en éreas costeras (DOCE, 2002; Informe
UNWTO, 2015). Estos procesos de control exigen, cada vez
mas, de la creacién de nuevas herramientas de adquisicién
répida y sistematica de datos y muestras, tanto de los fondos
sedimentarios, como de la columna de agua.

La GIZC se ha convertido, por tanto, en uno de los mayores retos
medioambientales actuales. Comprender las interacciones
de los ecosistemas costeros es un objetivo complejo pero
fundamental para cientificos y gestores. Por ello, es cada
vez mds importante en la toma de decisiones y en la GIZC,
profundizar en el conocimiento de los aspectos ambientales
y socioecondmicos en la costa. Este es, en la actualidad, el
objetivo de numerosos programas internacionales, en el que se
demandan técnicas avanzadas de exploracién y adquisicion
de datos, como la que aqui se propone.

En este contexto el grupo GEOMA desarrollé INNDAGA
en el marco de los proyectos DRACORE e INNODRAVAL
(IPT-310000-2010-17) del Plan Nacional e INNDAGATOR de
la Xunta de Galicia. Nuestro principal objetivo consistia
en alcanzar innovacién en las operaciones de restauracién
ambiental de dreas costeras mediante el desarrollo de una
plataforma integrada para la caracterizacién del ambiente
marino, que incluyese tanto la caracterizacién geofisica de



FIGURA 1. Vista general de la embarcacion donde se aprecia la cabina y la griia en popa.

los fondos (batimetria, morfologia, obstéculos, etc.), como
la caracterizaciéon de la columna de agua (temperatura,
salinidad, pH, etc.) y el muestreo de aguas y sedimentos. En
su origen fue concebida para la monitorizacién y control de
las actuaciones de dragado, tratamiento y recuperacién de
sedimentos con contaminantes organicos e inorganicos en
areas portuarias y, en la actualidad, su uso se ha extendido
a cualquier actividad de investigacién o aplicacién en areas
costeras.

DESARROLLO Y COMPONENTES DE INNDAGA

Es un prototipo de plataforma de prospeccién geofisica,
oceanografica y sedimentolégica integrada en una
embarcacién neumadtica semirrigida de 8,5 m de eslora y 2000
kg de peso (Fig. 1). Dispone de una cabina en proa que facilita
la proteccién de los equipos geofisicos e informaticos. La
instalacién de un generador Honda 3KVA garantiza autonomia
eléctrica (220/12V) a la plataforma. Estd equipada con un
sistema de propulsiéon de 250 CV, que le permite una gran
flexibilidad de maniobra en dreas donde otras embarcaciones

no pueden acceder, tales como zonas muy proximas a la
costa, zonas rocosas, portuarias, etc. Dispone ademds de
una grua hidrdulica abatible de pequefias dimensiones con
cabrestante eléctrico que permite cargar hasta 200 kg de
peso y facilita la operacién con el instrumental cientifico de
pequefias dimensiones.

Para la instalacién del equipamiento cientifico se disefié un
sistema de pértiga abatible en tubo redondo de aluminio de
80 mm instalado sobre una cufia de polietileno para fijar el
soporte sobre la cabina (Fig. 2a) que remata en un soporte
en T para la colocacién de las antenas de GPS. Se ha optado
por colocarla del lado de babor para favorecer la visualizacién
por el patrén de la embarcacién y evitar dafios en el equipo
en zonas muy someras con rocas aflorantes. Dicha pértiga
permite el encaje con los distintos equipos de geofisica, para
lo cual se disefiaron diversas piezas ad hoc en cada caso
(Fig. 2c,e).

En cuanto al equipamiento cientifico, estd equipada

con instrumentacién de maéxima calidad en el mercado,
comprendiendo:
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a. Un sistema de posicionamiento diferencial (DGPS) y

RTK (real time kinematic), con los sistemas TRIMBLE
SPS. El sistema estd compuesto de un modulo o receptor
posicional (SPS852), un receptor vectorial (SPS 552H)
y unas antenas (modelo GA 810) (Fig. 2a). El receptor
modular SPS852 GNSS, de pequefias dimensiones,
combina la radio y el receptor GPS en una unica carcasa
(Fig. 2b).
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Estos podrén recibir las siguientes sefiales GPS L1/L2,
L2C, GLONASS, SBAS (EGNOS) y OmniSTAR VBS/XP/
HP con un sistema de baterfas integradas que pueden
actuar como sistema de alimentacion ininterrumpida
(SAI). Su instalacién dentro de la cabina del barco,
representa un mecanismo de proteccién. El receptor
SPS552H complementa al anterior en un sistema pareado
para proporcionar informacién del rumbo (heading) en




proyectos que requieren una orientacion precisa, e ideal
para aplicaciones dindmicas donde se requiera posicién
y rumbo. Finalmente, las antenas son idénticas, si bien
se instalé hacia proa la conectada al receptor posicional
y hacia popa la del receptor vectorial.

. Herramientas geofisicas tales como el sonar de barrido
lateral- SBL (Klein 3900), sonar multihaz (Kongsberg GS +)

y la ecosonda paramétrica (INNOMAR 2000) (Fig. 3a,b,c).

En el dmbito de la geologia marina, la exploracién de los
fondos ocednicos se realiza en gran medida mediante
este tipo de métodos indirectos (Michaud et al., 2005).
Las técnicas madas empleadas son las de las ondas
acusticas que son la base de estos equipos. El Sonar
de Barrido Lateral (SBL) es un sistema de adquisicion
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de imdgenes acusticas del fondo marino determinado
por los siguientes procesos: la generacién de la onda
acustica en el transductor del sonar, su propagacion
a través de la columna de agua, su dispersién en el
fondo, su propagacién de vuelta al transductor y su
posterior procesado (Blondel, 2009). El SBL se compone
de una unidad de superficie que registra la sefial y un
pez sumergido con unos sensores compuestos de unas
cerdmicas piezoeléctricas que transforman la sefial
eléctrica en una onda acustica, provocando una variacion
de presién que hace vibrar el medio por el que viaja.
En la mayoria de los estudios dicho pez va remolcado,
si bien se ha disefiado una pieza para su colocacién de
modo fijo (Fig. 2¢,d) lo que permite asegurar y refinar el
posicionamiento.

El sistema batimétrico GeoSwath+ Compact estd
compuesto de los siguientes modulos: una unidad
de cubierta que va alojada en el interior de la cabina
(Fig. 2b) v un modulo de sensores, compuesto por: dos
transductores, el sensor actitud IMU y un MiniSVS, que
va instalado en el soporte tipo botavara anteriormente
descrito (Fig. 3a). Los dos transductores van montados
en V y operan a la misma frecuencia. El GS+ utiliza
un sistema interferométrico, que ademds de datos
batimétricos proporciona una Jptima resolucién en
valores de intensidad reflejada, permitiendo el mapeo de
la retrodispersién del fondo (backscatter).

A diferencia de las ecosondas monohaz donde la
cobertura se reduce a la proyeccién sobre el fondo de
una linea que es la trayectoria del barco, con la ecosonda
multihaz mediante la emisién de multiples haces se
consigue realizar un barrido de varios metros de ancho
en el sentido de la navegacién. Aunque usan el mismo
principio tecnoldgico, la multihaz es capaz de determinar
profundidades en mds de un punto del fondo para un
solo disparo acustico. En lugar de calcular un valor de
profundidad para el punto que se sitia justo debajo del
barco (monohaz) una ecosonda multihaz puede determinar
un amplio perfil de profundidades a lo largo de una linea
perpendicular al rumbo del barco. Se pueden, por tanto,
obtener batimetrias de detalle que permiten cubrir zonas
amplias, con gran precisién y rapidez, al garantizar el
100% de la cobertura en el drea de estudio.

Estudios recientes (lacono et al.,, 2008) demuestran que
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las técnicas combinadas de imagenes de barrido lateral
con batimetrias de alta resoluciéon son las técnicas
que mejores resultados estdn aportando para una
caracterizacion sedimentolédgica y morfolédgica de los
fondos marinos.

La ecosonda paramétrica multifrecuencia, con frecuencia
primaria de 100 kHz y frecuencias secundarias de 5, 6,
8, 10, 12, 15 kHz, permite la doble funcién de deteccidén
de profundidad y andlisis del subsuelo marino (Fig.
3c). Puede operar hasta 400 m de profundidad y con
una penetracién en el subsuelo de hasta 40m. Para la
transmision y recepcién de sefiales dispone de un
transductor de acero inoxidable con tamafio (22x22x10
cm) vy peso (25 kg) reducidos, que lo hace éptimo para
su instalacién en barcos pequefios como INNDAGA. De
igual modo se ha disefiado una pieza de acoplamiento
para su colocacién en la botavara (Fig. 2 e,f,g).

. Herramientas de muestreo de sedimentos y aguas. Para

los sedimentos se dispone de draga tipo Van Veen de
500 ml para la obtencién de muestras de sedimentos
superficiales (Fig. 3d) y de testificador del tipo UWITEC
(Fig. 3e), que combina la gravedad con una ligera
succién, para la obtencién de testigos de hasta 1 m
de longitud. Lo ideal es combinar ambos muestreos
que permiten registrar simultdneamente los cambios
histdricos en el registro sedimentario (ej. contaminacion),
asi como preservar la interfase agua de mar-sedimento.
La utilizacién de camisas de metacrilato resulta muy
util para la visualizacién de modo instantdneo de las
caracteristicas del sedimento.

Para la toma de muestras de agua se dispone de un
sistema de 3 botellas Niskin con capacidad de 2,5 L. con
un cuerpo en PVC con interior libre de partes metdlicas
(Fig. ef). Su disposiciénen cascada, permite, mediante el
cierre con mensajeros,muestrear simultdneamente hasta
3 profundidades.

. Herramientas oceanograficas: CTDs (XRX-620 y SBE

37-SMP Micro CAT), sonda mutiparamétrica (YSI) y
correntimetros  (Aandera RCM9/Seaguard). Todos los
equipos pueden operar entre 1-60 m de profundidad,
permiten la obtencién simulténea de datos (velocidad y
direccién de corrientes, temperatura, salinidad, material
en suspension, presién, oxigeno disuelto, pH) de la
columna de agua a diferentes profundidades.Todos ellos



FIGURA 4. Diagrama de flujo que muestra tanto las capacidades de inndaga como la hoja de ruta de su operabilidad en function de las necesidades

planteadas en cada tipo de actuacion.

son de reducido tamafio y pueden operarse manualmente
o con la grua del barco.

PRINCIPALES APLICACIONES Y
GESTION INTEGRADA DE DATOS

Los distintos equipos disponibles en INNDAGA permiten su
utilizacién para las siguientes aplicaciones: a) determinacién
de la calidad de los fondos sedimentarios, b) realizacion
de batimetrias de muy alta resolucién en zonas someras,
¢) determinacién de espesores de unidades sedimentarias.
d) caracterizacion de condiciones oceanogrédficas en
areas submareales, e) seguimiento y control de calidad en
operaciones de dragado, f) evaluaciéon de estabilidad de
obras maritimas y movimientos de estructuras/bloques, g)
localizacién y posicionamiento de estructuras sumergidas y
de objetos hundidos, entre otras.

Si bien el objetivo ultimo de INNDAGA es la gestién integrada
y georreferenciada de datos y muestras adquiridas desde la
plataforma. Esto contempla tanto el disefio de los protocolos

de actuacién con cada una de las herramientas disponibles
en INNDAGA, asi como el procesado posterior de los datos
adquiridos in situ, es decir, a bordo de la embarcacion,
como en el laboratorio. El diagrama de flujo de la figura 4
representa, a modo de sintesis, todos los pasos a seguir
desde la navegacién o el posicionamiento de los datos en la
embarcacion, pasando por la obtencién de datos de cada uno
de los sensores, asi como el tipo de procesado de los datos o
las muestras con la obtencién de distintos productos (mapas,
perfiles fisico-quimicos, etc.).

A modo de ejemplo, para la navegaciéon tomamos datos
georreferenciados con el software Hypack mediante un
sistema de GPS diferencial (DGPS). En funcioén de las lineas de
navegacioén predisefiadas en el Hypack o puntos de muestreo,
se toman diversos tipos de datos in situ. Estos pueden ser
muestras fisicas, es decir, muestras de sedimentos (ya sean
superficiales o testigos) o aguas. O bien pueden ser datos
oceanogréficos o geofisicos, adquiridos con los equipos
anteriormente descritos. Generalmente, la mayoria de estos
datos adquiridos a bordo son los llamados datos brutos que
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FIGURA 5. Pantallazo del gestor WebGIS en geomapas (http://gis.geoma.net), en el que se muestran en varias capas del gestor: una batimetria en
un sector del puerto de Marin realizada durante un dragado, las posiciones de los CTDs (circulos), muestreo con testificador-Uwicorer (cuadrado)

y muestreos con draga Van Veen (circulos con linea central).

requieren de procesados posteriores de diversa indole, hasta
obtener el producto final (mapa, mosaico) deseado. Por ejemplo,
los datos morfoldgicos obtenidos con el SBL requieren de la
realizacién de mosaicos, que combinan la informacién obtenida
en las distintas lineas. Este procesado puede realizarse con
paquetes de procesado del tipo Sonar-Pro o el Delph Sonar.
Algo similar ocurre con los datos batimétricos que deben ser
procesados teniendo en cuenta los movimientos del barco, las
mareas, el oleaje, etc. para obtener mapas batimétricos de alta
resoluciéon. Estos tipos de procesado pueden realizarse con
diversos tipos de software como puede ser el Caris, para la
obtencién de datos batimétricos, u otros programas de acceso
libre.De igual modo, los datos de corrientes, oleaje, y otros
pardmetros oceanograficos obtenidos con correntimetros,
CTDs, etc. deben analizarse mediante diversos paquetes de
modelado costero (REFDIF, H2D, H3D). Las muestras de aguas
o sedimentos requieren, a su vez, de la realizacion de diversos
andlisis fisico-quimicos para una correcta interpretacién del
estado o calidad de los mismos, que generalmente se realizan
posteriormente en el laboratorio.
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Es importante considerar en este punto la conexién entre
los distintos paquetes de procesado de datos (Caris, Kindom
Suite, ISE), que permitan visualizar los datos espaciales de
un gran rango de tipos de ficheros y exportarlos en modelos
interactivos 3D, asi como crear mapas base de alta calidad
con datos geoldgicos tanto sismicos como de sondeos.
Los productos finales serfan, por tanto, toda una serie de
mapas de distintas caracteristicas: batimétricos, de oleaje,
de distribucién y composicién quimica de sedimentos, etc.
Esta gran diversidad exige la necesidad de contemplar un
mecanismo que pudiese integrar los datos de todos los
sensores en un sistema de informacién geografica (GIS). Para
ello se requiere establecer unos formatos de intercambio y
recuperacién de datos, cuyo objetivo ultimo es combinar la
informacién obtenida de los distintos sensores y sus productos
en un gestor webgis de la informacién. Se ha trabajado en los
mecanismos y procesos de conversion para el desarrollo del
web GIS GEOMApas. En la figura 5 se muestra un ejemplo de
un pantallazo del gestor en el que se aprecia la combinacién
de datos de una batimetria junto con los datos de toma de
testigos y muestras superficiales, junto con las posiciones de



FIGURA 6. Ejemplo de una de las salidas en formato mapa del gestor web GIS para la batimetria del sector del Puerto del Marin del ejemplo
anterior. Notese como se pueden utilizar diferentes mapas base.
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los datos de CTD. En la figura 6 se muestra una de las salidas
en formato mapas de dicho gestor GIS.Se ha disefiado, por
tanto, una interfaz web para visualizar datos geoespaciales
a través de internet ofreciendo al usuario un acceso facil e
intuitivo a dichos datos y sin necesidad de conocimientos
avanzados ni de instalar ningun tipo de software especifico.
La visualizacién de dichos datos estd ya accesible en http://
gis.geoma.net. Alguna de las secciones tienen clave de
acceso, mientras que otras son visibles a todo el publico.
De tal manera que la interfaz es accesible desde cualquier
ordenador con conexidon a internet, creada con javascript y

Dphp.

En definitiva, INNDAGA permite su utilizacién en diversas
actuaciones del litoral con el fin de monitorizar en todo
momento la calidad de las aguas y sedimentos, permitiendo
controlar y minimizar la afeccién al medio marino de dichas
actuaciones. Esta herramienta puede ser de gran utilidad
para diferentes organismos e instituciones con competencias
en ambientes costeros, los protocolos de actuacién disefiados
pueden ser véalidos para numerosas actuaciones en el litoral.

CONCLUSIONES

INNDAGA permite la adquisicién en tiempo real de datos
geoambientales para control y seguimiento de distintos tipos
de actuaciones en entornos costeros (puertos, instalaciones
singulares, espacios naturales protegidos, etc.), con un
planteamiento de obtencién combinada y simultdnea de datos
morfosedimentarios, oceanograficos y muestras de sedimento
y aguas en zonas costeras, mediante un sistema integrado en
una pequefia embarcacién o plataforma de monitorizacion.

Entre las utilidades de INNDAGA cabe destacar su potenciali-
dad para dotar a los gestores o autoridades competentes de una
herramienta idénea para detectar y monitorizar la evolucién
de las zonas costeras, con una sensibilidad especial para las
actividades turisticas. Con ella se puede mejorar la capacidad
de respuesta ante determinadas contingencias o actuaciones
en el litoral, mediante una deteccién y monitorizaciéon mas
réapida. Ello contribuye a introducir mejoras en la gestion
integral en el marco de las recomendaciones de la Comunidad
Europea.
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RESUMEN

Durante las ultimas tres décadas, ha habido un gran interés
sobre el impacto de la infeccién periodontal en la salud
general.Tanto el paso de bacterias como de mediadores
inflamatorios producidos en los tejidos periodontales puede
predisponer al desarrollo de enfermedades vasculares con
una base aterogénica o de complicaciones en el embarazo.
Ademas, se ha sugerido un modelo patogénico en el que la
enfermedad periodontal y la diabetes mellitus pueden tener
una relacién bidireccional en la que una de ellas aumenta el
riesgo de padecer la otra y viceversa.

Por lo tanto, este articulo tiene como objetivo resumir: 1)
la plausibilidad bioldgica mediante la cual la periodontitis
contribuye al desarrollo de otras enfermedades sistémicas,
2) los datos de estudios epidemiolégicos que apoyan esta
asociacion y, 3) la evidencia que hay sobre la influencia del
tratamiento de la infeccién periodontal sobre estas patologias
o variables subrogadas de las mismas.

INTRODUCCION

La enfermedad periodontal (EP) es un proceso infeccioso
multifactorial que se produce en los tejidos blandos y duros
que soportan a los dientes. La prevalencia de EP aumenta
significativamente con la edad, alcanzando el 656% en sujetos
de 55 afios o0 mas (Carasol et al., 2016). Por ello, es de gran
importancia desde el punto de vista de salud publica el
potencial papel de esta enfermedad tratable como fuente
de inflamacién sistémica, la cual puede aumentar el riesgo
de padecer alguna enfermedad en otras zonas del cuerpo
(Papapanou, 2015).

A partir de 1989, cuando un grupo de investigadores
finlandeses publicaron el primer articulo en el que se ponia de
manifiesto que las personas que habian sufrido un infarto de
miocardio tenian una peor salud dental que los individuos sin
problemas cardiovasculares (Mattila et al., 1989), el concepto
de Medicina Periodontal propuesto por Offenbacher en 1996
empezd a cobrar fuerza. La Medicina Periodontal establece
la relacién bidireccional entre la enfermedad periodontal y la
salud general (Williams & Offenbacher, 2000).

Actualmente, ya son 57 condiciones sistémicas las que pueden
estar relacionadas con la EP, lo cual sugiere la posibilidad de
pensar en procesos fisiopatoldgicos comunes tales como la
bacteriemia o la liberacién de mediadores inflamatorios, ya
sea desde los tejidos periodontales o mediante la induccién
de una respuesta de fase aguda (Monsarrat et al., 2016). Con
el objetivo de recopilar toda la evidencia cientifica disponible
respecto a este tema, en Noviembre de 2012 la Federaciéon
Europea de Periodoncia junto con la Academia Americana
de Periodoncia llevaron a cabo un workshop internacional
conjunto. Fruto de esta reunién de expertos, se elaboraron
una serie de revisiones y consensos que se publicaron en
2013 en los suplementos de las prestigiosas revistas Journal of
Clinical Periodontology y Journal of Periodontology.

En el presente articulo se revisara la asociacién de la EP con
1) aterogénesis y enfermedad vascular aterosclerética (EVA),
2) diabetes mellitus (DM), y 3) parto prematuro, bajo peso al
nacer y otras complicaciones del embarazo. Para ello, se hara
un repaso de la principal evidencia disponible incluyendo
estudios epidemioldgicos, de intervencién y mecanismos
fisiopatolégicos que podrian explicar estas relaciones.
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FIGURA 1.Posibles mecanismos fisiopatologicos que pueden relacionar la EP y la EVA. Nétese que 1 corresponde a la via directa o infecciosa y 2
a la via indirecta o inflamatoria.
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ENFERMEDAD PERIODONTAL Y ENFERMEDAD
VASCULAR ATEROSCLEROTICA

Plausibilidad biolégica

A partir del momento en que la aterosclerosis se considerd
como un proceso inmunoinflamatorio, diversos agentes
infecciosos han sido estudiados para analizar su papel en
el inicio de la aterogénesis. Cuando se produce la infeccion
periodontal, el epitelio ulcerado de la bolsa periodontal tiene
una gran superficie que estd en contacto con las bacterias
periodontales caracterizadas por un gran potencial de
virulencia. Ciertos procedimientos dentales rutinarios como el
cepillado dental o el sondaje de bolsas periodontales pueden
inducir el paso de estas bacterias al torrente sanguineo
(i.e., bacteriemia). Por consiguiente, la probabilidad de que
ocurran bacteriemias recurrentes en pacientes con EP es alta
y podria facilitar la diseminacién de periodontopatdégenos y
sus productos (i.e., lipopolisacaridos) a sitios distantes asi
comoexplicar la deteccién de estas bacterias en placas de
ateroma (Reyes et al., 2013).

Paralelamente, los mediadores inflamatorios (i.e., citoquinas
proinflamatorias yreactantes de fase aguda) que se producen
localmente en los tejidos periodontales pueden diseminarse
sistémicamente. Estos estimulos inflamatorios producen una
respuesta a nivel hepatico que hace que se libere proteina
C reactiva (PCR) (Schenkein & Loss, 2013). De hecho, un
metaandlisis mostré que los niveles plasmaticos de PCR
en pacientes periodontales estaban significativamente mas
elevados que en pacientes periodontalmente sanos (diferencia
de medias ponderadas = 1,56 mg/L) (Paraskevas et al., 2008).
Esta diferencia puede interpretarse como de gran relevancia
clinica, ya que el padecer EP puede hacer que una persona
entre en la categoria de alto riesgo vascular (PCR >3 mg/L).

En conclusién, existen dos posibles vias mediante las
cuales la EP puede contribuir a las EVAs (i.e., enfermedad
cardiovascular, enfermedad cerebrovascular y arteriopatia
periférica obliterante): 1) Infecciosa, en la que las bacterias
periodontales producen un efecto directo en la formacion de
la placa de ateroma; 2) Inflamatoria, en la que es la respuesta
mediada por el huésped la que va a promover la formacién de
la placa arterial (Figura 1).

Relacién epidemiolégica

Muchos estudios publicados en los ultimos 25 afios han
investigado la asociacién entre la EP y la enfermedad
coronaria, infarto de miocardio, ictus y arteriopatia periférica.
Recientemente, un metaandlisis ha demostrado que la EP
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aumenta de manera significativa el riesgo de ictus isquémico
(RR=2,88; IC 95%: 1,53-5,41) (Leira et al., 2016). Del mismo
modo, otro metaandlisis ha encontrado una asociacion
moderada y positiva entre la EP y la presencia de enfermedad
cardiovascular (OR = 2,35; IC 95%: 1,87-2,96) (Blaizot et al.,
2009). En cuanto a la relacién entre la EP y la arteriopatia
periférica, aunque la evidencia es limitada, también se ha
observado que la infeccién periodontal puede ser un factor de
riesgo para el desarrollo de arteriopatia vascular periférica (OR
=2,17; IC 95%: 1,2-3,8) (Mendez et al., 1998).

Cabe destacar que estas asociaciones positivas entre EPy
los distintos tipos de EVAs se mantienen tras el ajuste de
factores de riesgo vasculares conocidos como edad, sexo,
raza, consumo de tabaco, DM, hipertensién, raza, nivel
socioecondémico o indice de masa corporal.

Efecto del tratamiento periodontal en biomarcadores
vasculares

Conclusiones de un metaanalisis publicado recientemente
ponen de manifiesto el efecto positivo del tratamiento de
la infeccién periodontal sobre el riesgo de EVA a través
de la reduccién de los niveles de marcadores inflamatorios
(i.e., interleuquinas, PCR vy factor de necrosis tumoral alfa),
fibrindgeno y de funcién endotelial, el cual se mantiene hasta
6 meses tras el tratamiento periodontal no quirdrgico (Teeuw
et al., 2014).

Dado que estos biomarcadores han sido asociados con un
riesgo aumentado de enfermedad cardiovascular, la terapia
periodontal puede proporcionar un efecto beneficioso en la
reduccién del riesgo de un evento vascular (D’Aiuto et al., 2013).
Sin embargo, se necesitan realizar estudios de intervencién
para evaluar el efecto directo del tratamiento periodontal en
eventos vasculares incidentes para asi confirmar una relacién
causa-efecto entre la EP y la EVA.

ENFERMEDAD PERIODONTAL Y DIABETES

Plausibilidad biolégica

La DM es un factor de riesgo reconocido de EP avanzada. Sin
embargo, en los afios 90, diversas publicaciones han sugerido
que los pacientes periodontales podian estar sometidos a un
riesgo aumentado de padecer DM.En 1998, Grossi y Genco
presentaban un modelo relacién bidireccional entre la EP y
la DM. Estos autores propusieron que la sintesis y secrecién
de citoquinas producidas por el estimulo crénico derivado
de los lipopolisacaridos y otros productos de las bacterias
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FIGURA 2. A: Paciente con EP generalizada avanzada y DM tipo 2. Se puede observar una pérdida dsea alveolar avanzada afectando a la mayoria
de dientes. B: Persona sin EP ni DM. Los niveles del hueso alveolar son normales, donde la cresta dsea esta cercana al nivel de la linea amelo-
cementaria (limite entre la corona y la raiz del diente).
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periodontales podrian aumentar la magnitud de la respuesta
de los productos finales de la glicosilacién avanzada en la
DM. La combinacién de estos dos procesos, puede sostener la
hipdtesis de un aumento de la destruccion tisular observada
en los pacientes diabéticos y de cémo la EP puede complicar
la gravedad de la DM y el grado de control metabdlico (Figura
2a'y 2b).

Unos afios mds tarde, el mismo grupo de investigadores
introdujo en esta relacién otro factor clave, la obesidad. En
este nuevo modelo fisiopatolégico, la obesidad parece ser la
responsable de un estado hiperinflamatorio que aumenta el
riesgo de padecer EP, y la resistencia a la insulina parece
mediar dicha asociacién (Genco et al., 2005).

Relacion epidemiolédgica

El riesgo de que una persona con DM padezca EP casi se
triplica en comparaciéon con gente sin DM (Chavarri et al.,
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2009). A raiz de los estudios llevados a cabo en los afios 90
en una poblacién de indios Pima, se demostrd que aquellos
individuos con DM tipo 2 mostraban una prevalencia e
incidencia de EP significativamente mayor que en aquellos
que no eran diabéticos (Nelson et al., 1990). Del mismo modo,
la DM tipo 1 también aumenta el riesgo de EP (figura 3).
En el 2007, un estudio realizado en 700 nifios de edades
comprendidas entre 6 y 18 afios (350 diagnosticados de DM
y 350 nifios no diabéticos) mostré que la pérdida de insercién
periodontal fue significativamente mayor en nifios diabéticos
en comparacion con los controles (Lalla et al., 2007).

Por otro lado, formas avanzadas de EP se han asociado con
un riesgo aumentado de un mal control glucémico (Taylor
et al., 1996) y de complicaciones diabéticas tales como la
nefropatia o la proteinuria (Karjalainen et al., 1994). Ademas,
se ha demostrado una relacién dosis-respuesta entre un
marcador de inflamacién periodontal (i.e., drea de la superficie

FIGURA 3. Paciente con EP avanzada y DM tipo 1 mal controlada. Nétese la inflamacion gingival generalizada, aciimulo de placa dental y recesion
gingival en la mayoria de los dientes, lo que da lugar a una pérdida de insercion periodontal clinicamente notable.
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FIGURA 4. Posibles mecanismos fisiopatologicos que pueden relacionar la EP y los resultados adversos del embarazo. Notese que 1 corresponde
a la via directa o infecciosa y 2 a la via indirecta o inflamatoria.
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periodontal inflamada) y la hemoglobina glucosilada (HbA1c)
en pacientes con DM tipo 2, lo que puede sugerir una
asociacion causal entre ambas patologias (Nesse et al., 2009).

Efecto del tratamiento periodontal en el control
metabdlico

En 2013, un metaandlisis en el que se incluyeron 9 estudios
de intervencion con un total de 719 pacientes diagnosticados
de DM tipo 2 (398 sujetos en los grupos de tratados y 321 en
los grupos control no tratados), se observé que tras la terapia
periodontal no quirurgica se producia una reduccién media
ponderada de los niveles de HbAlc del 0,36 % (Engebretson&
Kocher, 2013).

Recientemente, otro metaandlisis basado en 4 ensayos
clinicos controlados y aleatorizados mostrd que el tratamiento
de la infeccién periodontal se tradujo en una reduccion
significativa en los niveles de glucemia en ayunas en
pacientes diabéticos tipo 2 (reduccién de medias ponderadas
= 8,95 mg/dl) (Teshome & Yitayeh, 2017).

ENFERMEDAD PERIODONTAL Y RESULTADOS
ADVERSOS DEL EMBARAZO

Plausibilidad biolégica

La EP es una enfermedad infecciosa que ocurre lejos de
la unidad feto-placentaria. Las bacterias periodontales y
sus productos pueden diseminarse al torrente sanguineo
llegando a alcanzar las membranas de la placenta. Estos
periodontopatdégenos pueden: a) provocar infecciones en
el tracto urinario o en la vagina, las cuales se consideran
factores de riesgo de parto prematuro y bajo peso al nacer
y/o; b) inducir una respuesta inflamatoria local que provoque
un aumento de mediadores inflamatorios que contribuyan a
complicaciones del embarazo (i.e.,parto prematuro, bajo peso
al nacer y preeclampsia) (Bobetsis et al., 2013).

Por otro lado, existe una via indirecta por la cual la EP podria
predisponer a problemas en el embarazo. Las citoquinas y
mediadores inflamatorios producidos en los tejidos gingivales
como respuesta al ataque bacteriano pueden entrar en la sangre
y alcanzar la unidad feto-placentaria promoviendo el acumulo
de grandes cantidades de estos mediadores inflamatorios.
Ademads, también se puede producir una respuesta hepatica
que dard lugar a la produccién de reactantes de fase aguda.
Todos estos mediadores y citoquinas seran los responsables
de un aumento inflamatorio a nivel intrauterino, lo que se
traduce en una ruptura de las membranas del saco amnidtico,
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contraccién del utero y dilatacién cervical, dando como
resultado un parto prematuro (Madianos et al., 2013).

En conclusién, existen dos posibles vias mediante las cuales
la EP puede contribuir a complicaciones del embarazo: 1)
Infecciosa, en la que las bacterias periodontales y sus
productos producen un efecto directo en la produccién de
resultados adversos del embarazo; 2) Inflamatoria, en la que
es la respuesta mediada por el huésped la que va a promover
un aumento de la inflamacién dentro del utero provocando
problemas durante el embarazo (Figura 4).

Relacion epidemiologica

Ide y Papapanou publicaron una revisién sistematica en 2013
en la que, tras revisar todos los estudios epidemioldgicos
disponibles, concluyeron que existe una asociacién
moderada entre una mala salud periodontal materna y
complicaciones del embarazo. Ademas, esta relacién parece
ser independiente de otros factores de riesgo que pueden
predisponer a estos resultados adversos del embarazo como
son un nivel socioecondmico bajo, tabaquismo, raza/etnia o
incluso la edad de madre. Sin embargo, los propios autores
de esta revisién destacan que hay que ser cautos a la hora
de interpretar los resultados de estos estudios ya que existe
una alta heterogeneidad de los datos en cuanto a la manera
de definir la EP (variable continua vs. categérica), momento
de examen de la mujer (antes o después del parto) o las
poblaciones de estudio.

Efecto del tratamiento periodontal en los resultados
adversos del embarazo

Los metaandlisis de ensayos clinicos controlados vy
aleatorizados en los que se incluian a mujeres embarazadascon
periodontitis no encontraron una reduccion significativa en
el numero de partos prematuros en aquellas que recibieron
tratamiento periodontal no quirtdrgico. Estos resultados
negativos pueden ser debido a varios factores: a) la ausencia
de una relacion causa-efecto entre la EP y el parto prematuro
o bajo peso al nacer; b)la existencia de factores de riesgo
que pueden confundir el efecto del tratamiento periodontal;
c) criterios periodontales incorrectos y; d) tratamiento
periodontal insuficiente para afectar a los resultados del
embarazo (Michalowicz et al., 2013).

Por lo tanto, el tratamiento periodontal materno durante el

embarazo no disminuye el riesgo de parto prematuro/bajo
peso al nacer (Chambrone et al., 2011).
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CONCLUSIONES

En base a la evidencia cientifica disponible sobre la relaciéon
entre la EP y ciertas enfermedades sistémicas, parece
razonable pensar que la boca se ha convertido en una parte
integral del resto del cuerpo humano. jEs un prerrequisito
para la salud general tener las encias sanas? Aunque hace
afios esta pregunta tenia como respuesta ‘No lo sabemos”,
actualmente ésta se ha convertido en un “Posiblemente si”.

Meédicos y periodoncistas estén trabajando conjuntamente para
promover la salud periodontal como una parte integral dentro
del manejo global de pacientes con este tipo de patologias,
las cuales se ha demostrado que estan relacionadas con la
infeccién periodontal.
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INTRODUCCION

La luz. La luz nos ilumina y posibilita la vida en nuestro
planeta. La mayoria de ecosistemas terrestres dependen
directamente de la energia luminica para desarrollarse. Y, por
ello, quizds cueste entender que exista vida sin luz. Pero si
pensamos en el océano, jqué domina la mayor extension de
agua del planeta? La oscuridad. En el océano, a medida que la
profundidad aumenta, la luz se reduce. En su viaje a través de
la columna de agua, la luz se descompone en distintos colores
que, en funcién de su longitud onda, alcanzan mayor o menor
profundidad. Asi, el color rojo (de mayor longitud de onda) es
el que primero desaparece, mientras que el azul (de longitud
de onda menor) es el que viaja hasta las zonas mas profundas.
En las aguas més transparentes de los océanos, la luz puede
penetrar hasta 1.300 metros de profundidad (Johnsen 2001).

En este medio tan singular, sin ningun lugar donde
poder esconderse y donde la luz solar va perdiendo un
10% de intensidad cada 75 metros de profundidad, pasar
desapercibido es la regla y las adaptaciones varian mucho
en funcién de la posicién en la columna de agua. En los
primeros 200 metros, la zona epipeldgica, la luz filtrada
permite la fotosintesis y es la base de la cadena alimentaria
que sustenta a los organismos de las profundidades. Aun asi,
alli donde los rayos del sol pierden su fuerza también existe
vida, y mucha. Es la zona mesopeldgica, entre los 200 y 1000
metros de profundidad, donde los organismos que la habitan
disponen de adaptaciones Unicas con un nexo comun: la luz.
En este ecosistema la luz que llega del sol es de un tenue
color azul y los animales han adaptado sus modos de vida y
morfologia para explotar al méximo las caracteristicas de este
medio en continua penumbra. Las mayores concentraciones
de animales bioluminiscentes del mundo se dan en esta zona,
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donde la produccién de luz es una herramienta esencial para
comunicarse, como mecanismo de caza o para camuflarse
donde, a priori, parece imposible hacerlo hacerlo (Young,
1983).

Existe una conexién muy intima entre las capas epipeldgica
y mesopeldgica, debida a la mayor migracién de organismos
del planeta que se da con la puesta y la salida del sol. Esta
migracién de organismos fue detectada ya en la II Guerra
Mundial por los sénares de submarinos y barcos que
registraban ecos de un falso “fondo” entre 200 y 800 metros de
profundidad, en zonas de océano abierto donde habia miles
de metros de profundidad. Estos ecos venian, no del fondo,
sino de algo situado muy por encima de éste, que variaban de
profundidad entre el dia y la noche y que denominaron “Deep
Scattering Layers” (DSL) o capas de dispersién profunda.
Durante el dia, se veian entre dos y tres capas entre los
200 y 800 m de profundidad, que al atardecer ascendian
convergiendo en una Unica gran capa superficial de varios
cientos de metros. Alamanecer las distintas capas se separaban
y descendian a sus respectivas profundidades. Estas capas,
aunque primero se pensd que eran discontinuidades fisico-
quimicas de las masas de agua, posteriormente se comprobd
que eran producidas por la migracion vertical de millones de
organismos (conocidos como “Diel Vertical Migrators”, DVM)
que ascienden para alimentarse cerca de la superficie durante
la noche (Heywood, 1996)

Este trabajo resume las principales comunidades de
macrozooplancton (organismos de més de 2 cm) presentes
en la zona ocednica del Atlantico Noreste. Se realizé en el
marco del proyecto multidisciplinario “Canarias-Intercambio
Ecosistema Marino Ibérico (CAIBEX)”, del 7 de julio al 5 de
septiembre de 2009 (Roura, 2013). Este proyecto, consistié en
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FIGURA 2. Mapa de la zona donde se recogieron las muestras de zooplancton durante la campaiia CAIBEX-III, al oeste de Cabo Ghir (Marruecos,
31°N) tanto de dia (colores claros) como de noche (colores oscuros) cerca de la costa sobre la plataforma (verde), en la zona influenciada por el
afloramiento (naranja), en la trayectoria de la boya Lagrangiana (violeta) y en océano abierto (azul).
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tres grandes campafias que pretendian definir la estructura
tridimensional de los filamentos de agua costera fria aflorada
y su repercusion a nivel fisico, quimico y bioldgico sobre el
océano adyacente. En concreto, los datos recogidos para este
trabajo proceden de una de las tres campafias realizadas en
CAIBEX, en la zona de afloramiento permanente de Cabo
Ghir, al oeste de Marruecos (31°N, CAIBEX-II). De los més
de 60 muestreos de zooplancton realizado en esta campafia,
todo el macrozooplancton se separd, se identificéd y se estudid
su distribucién vertical durante el dia y la noche. El objetivo
de este trabajo es dar a conocer cémo la luz influye en la
distribucion vertical del macrozooplancton y mostrar algunas
de las adaptaciones que han desarrollado para vivir en un
medio tan atipico.

MATERIAL Y METODOS

1. Experimento Lagrangiano

Para la recoleccién de zooplancton se realizé un experimento
Lagrangiano a bordo del buque oceanogréafico “Sarmiento
de Gamboa”. Dicho experimento Lagrangiano se realizd
colocando una boya de deriva en un filamento de agua
costera aflorada, previamente localizada mediante imagenes
por satélite. Una vez localizada la masa de agua aflorada, se
largd la boya oceanogréfica con un cabo de 100 metros de
profundidad lastrado por un plomo de 100 Kg. A lo largo de
su longitud dos grandes velas posibilitan que esta boya se
desplace siguiendo el filamento de agua aflorada, en lugar
de hacerlo por la influencia de los vientos superficiales. La
descripcidn fisica del filamento de agua fria y su evoluciéon
espacio-temporal se puede encontrar en el trabajo de Sangra
et al. (2015).

2. Muestreo de zooplancton

El muestreo de zooplancton se realizd durante el dia y la
noche con una red bongo de 750 mm de didmetro y 375
pm de malla, equipada con un flujémetro mecdnico. En las
muestras recogidas més alld del talud continental (> 200
m profundidad) se hicieron arrastres doble oblicuos en tres
estratos distintos 5, 100 y 500 m; mientras que solo dos
estratos, 5 y 100 m, se muestrearon sobre la plataforma
continental (< 200 m profundidad). Conforme la boya de
deriva era transportada por el filamento de agua aflorada mar
adentro, se llevaron a cabo muestreos de zooplancton en su
proximidad (Fig. 1, color violeta), tanto de dia (colores claros)
como de noche (colores oscuros). A mayores, se realizaron
muestreos en océano abierto (Fig. 1, color azul), en la zona
de afloramiento adyacente al filamento (Fig. 1, color naranja)
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y en la zona de agua aflorada cerca de la costa (Fig. 1, color
verde). Las muestras fueron fijadas en etanol al 70% y se
procesaron en su totalidad para separar el macrozooplancton
(> 2 cm). Los individuos se identificaron hasta el mayor nivel
taxondémico posible y se fotografiaron con una cdmara digital
(Nikon DXM1200F) bajo un binocular (Nikon SMZ800).

RESULTADOS

Las larvas de los estomatépodos o gambas mantis (2,7%)
fueron el unico macrozooplancton observado en el dominio
costero. El 97,3% restante se encontré mas alld del talud
continental. Los grupos més comunes encontrados en
estas muestras fueron los quetognatos (48%), los peces
mesopelagicos (36,8%), los decépodos (9,6%), las larvas de
estomatoépodos (2,7%), los eufausidceoso krill (1,2%) y los
anfipodos hipéridos (1,1%).

Dentro de los peces mesopeldgicos, los gonostométidos
fueron los mds comunes (29,4%, principalmente del
género Cyclothone y algunos Gonostoma), seguidos por
los peces linternas (Myctophidae, 2,8%) y Vinciguerria
(Phosichthyidae, 2,65%). Dentro de los decépodos, las larvas
de escillaridos (3.54%) y las gambas Sergestesarcticus
(1.25%), Gennadasbrevirostris (0.76%), S. robustus (0.64%) y
Acanthephyra purpurea (0.53%) fueron las més abundantes.
Entre los eufausidceos, Nematoscelismegalops fue el mas
comun (0,51%), seguido por Euphausiakrohnii (0,28%) y
Thyssanopodamicrophtalma (0,26%). Pocos misiddceos
fueron encontrados, pero las especies Gnatophausiazoea
y Lophogasterspinosus, destacaron porque nunca fueron
citadas en el area de estudio.

La abundancia de macrozooplancton durante el dia fue
particularmente alta en las muestras de superficie recogidas
en el océano debida a la presencia de filosomas (larvas de
langosta y de cigarra de mar) y larvas de estomatdpodos (Fig.
3). La abundancia durante el dia aumento con la profundidad,
predominantemente en el filamento y en las muestras
ocednicas, donde los peces de la DSL (como Cyclothone o
Vinciguerria) dominan las muestras junto con quetognatos
encontrados principalmente a 500 m. Por el contrario, en la
zona de afloramiento, la abundancia fue tres veces menor y el
decdpodo Sergestesarcticus domind la muestra de 500 m de
profundidad (G1). Esta situacién cambié draméticamente en
la muestra G22 recogida 14 dias después, una vez pasado el
efecto del filamento de agua aflorada, donde los sergéstidos
estaban ausentes y la fauna encontrada a 500 m estaba
dominada por Cyclothone y quetognatos (Fig. 3).
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FIGURA 3. Organismos adaptados a vivir en la capa iluminada del océano con un denominador comiin, la transparencia: A) Phyllosoma de cigarra de
mar Scyllarusarctus, B) Pterotrdcheo Pterotracheacoronata, C) larva de gamba mantis Rissoidesdesmaresti, D) calamar Pyroteuthismargaritifera
y los anfipodos hipéridos E) Phrosinasemilunata y F) Phronima sedentaria.

FOTOGRAFIAS DE #ZOOPLANKTONING.
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Sin  embargo, durante la noche, la abundancia de
macrozooplancton aumentd notablemente en la superficie
del filamento ya 500 m de profundidad en el filamento y en
el océano, seguida por la zona de afloramiento (Fig. 3). Es
particularmente notable la mayor abundancia de quetognatos
encontrada en las muestras superficiales recogidas las dos
ultimas noches del experimento lagrangiano (G18, G21, Fig. 3).
Estas extraordinarias abundancias pueden estar relacionadas
con la presencia de un borde frontal entre las aguas frias ricas
en nutrientes del filamento y las aguas ocednicas célidas y
oligotréficas. Muchos animales que fueron recogidos a 500 m
durante el dia fueron capturados por la noche a 100 m, como
decépodos (Systellaspisdebilis y sergéstidos), eufausidceos
(Euphausiakrohnii) y peces linterna. Ademads, se encontraron
animales que realizan migracién vertical desde capas mas
profundas a 500 m de profundidad durante la noche, como los
decépodos (Gennadasbrevirostris, Acanthephyra purpurea,
Sergestesrobustus) y misidéaceos.

DISCUSION

En este trabajo se ha observado como los distintos integrantes
del macrozooplancton del Atlantico Noreste se distribuyen de
manera distinta a lo largo de la columna de agua en funcién
del dia y de la noche. Esta zonacién se debe al efecto de la
luz que se filtra a lo largo de la columna de agua y que afecta
a la distribucién vertical de los distintos organismos (Roe,
1983). Mientras que en la zona superficial mas iluminada las
especies tienden a ser transparentes y de movimientos lentos
para pasar desapercibidos, conforme se gana profundidad
y la luz va desapareciendo, la coloracién de los organismos
va cambiando hacia colores mas rojizos y finalmente hacia
plateados-oscuros. Esta zonacién, aparece r1epresentada
esquematicamente en la figura 2, se cumple principalmente
durante las horas de sol. Conforme, la luz va desapareciendo,
los organismos que se encuentran a distintas profundidades
ascienden para escenificar una obra de teatro de sombras al
abrigo de la oscuridad.

En los primeros metros de agua, la luz del sol descubre a casi
cualquier organismo y no hay ningun sitio dénde esconderse.
Ante esta dificultad, los organismos han desarrollado una
singular adaptacion: ser transparentes (Fig. 3). Con el fin de
minimizar la posibilidad de ser detectados, varias especies
de organismos han modificado las proteinas de su cuerpo
para igualar la densidad dptica del agua de mar y conseguir
ser transparentes. La Unica parte de su cuerpo que no es
transparente son los ojos, ya que los pigmentos que recubren
la retina impiden que ésta sea invisible (Johnsen, 2001). Este

es el caso de casi todo el macrozooplancton perteneciente
a los grupos 1, 2 y 3, habitantes de la capa epipeldgica que
emplean la transparencia como modo de vida, incluyendo
larvas de la cigarra de mar Scyllarusarctus (Fig, 3a), gambas del
género Pasiphaea, pterotrdqueos como Pterotracheacoronata
(Fig, 3b), larvas de gambas mantis Rissoidesdesmaresti,
(Fig, 3c), cefalépodos como Pyroteuthismargaritifera (Fig,
3d), organismos gelatinosos como medusas y ctendforos o
anfipodos hipéridoscomo Phronima sedentaria (Fig. 3e) y
Phrosinasemilunata (Fig. 3f).

Otros organismos como decédpodos, misiddceos, cefaldpodos,
cnidarios o eufausidceos, han adquirido una coloracion rojiza
con el propdsito de pasar desapercibidos a los ojos de los
depredadores en la zona mesopeldgica (Fig. 4). Asi, en funcién
de las necesidades de un organismo y la profundidad a la que
vive, adquiere una coloracion o evita otra. Siendo el color rojo
el primer color que se pierde conforme se gana profundidad,
es légico que éste sea el favorito de aquellos organismos
que prefieren no ser vistos en la zona mesopeldgica, ya que
no existe luz roja que los ilumine. En este caso muchos de
los organismos pertenecientes a los grupos 4 y 5 tienen
coloracién rojiza, como el krill Meganyctiphanesnorvegica
(Fig. 4a), cefalépodos como Mastigoteuthishjoorti (Fig, 4b)
y gambas de profundidad como Systellaspisdebilis (Fig. 4c),
Sergestesrobustus (Fig. 4d), Gennadasbrevirostris (Fig. 4e) o
Acanthephyra purpurea (Fig. 4f).

Ciertos organismos marinos no sélo adquieren un patrén de
colores determinado, sino que pueden producir su propia luz,
proceso conocido como bioluminiscencia (Widder, 2001). Al
igual que las luciémagas en el medio terrestre, las cuales
utilizan la luz para comunicarse entre si, algunas criaturas
ocednicas generan luz gracias a la reaccién en presencia de
oxigeno de la proteina luciferina y la enzima luciferasa. Otras
especies albergan bacterias bioluminiscentes en simbiosis y
son éstas las que producen la luz dentro de unos ¢érganos de
luz o fotéforos, que regulan mediante una lente y un musculo
la salida de la luz. Casi todos los organismos pertenecientes
a los grupos 4 y 5 producen bioluminiscencia en mayor o
menor medida. La principal funcién de la bicluminiscencia a
estas profundidades responde a tres tipos de adaptaciones:
para comunicarse entre individuos de la misma especie, como
método de defensa y como método de caza. A continuacion se
detallan los principales tipos de bicluminiscencia y su funcién.

Bioluminiscencia verde amarillenta

Encontrar a tu pareja en uno de los medios mds extensos del
planeta y tan oscuro debe de resultar dificil, por lo que muchos
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FIGURA 4.Habitantes de las profundidades que empleanla coloracion roja paraser “invisibles” bajo luz azul: A) krill como Meganyctiphanesnorvegica,
B) cefalopodos como Mastigoteuthishjoortiy gambas de profundidad como C) Systellaspisdebilis, D) Sergestesrobustus, E) Gennadasbrevirostrisy
F)Acanthephyra purpurea.

FOTOGRAFIAS DE #ZOOPLANKTONING.
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organismos recurren a la bioluminiscencia para comunicarse
(Fig.b). Entre ellos destacan los peces pertenecientes a la
familia de los Myctophidae, o peces linterna, que tienen
fotéforos de color verde distribuidos en los laterales de su
cuerpo, cuya disposicién es caracteristica de cada especie
(Fig. ba). El patrén de iluminacién producido es muy diverso
y su interpretacién, un misterio de las profundidades, sdlo
descifrable por los peces linterna. Cabe destacar aqui al
calamar Pyroteuthismargaritifera, cuyos fotdforos en los ojos
se cree que son empleados para comunicarse con otros
individuos y atraer a potenciales parejas (Fig. 3d).

Bioluminiscencia azulada

Este tipo es el mds extendido en las profundidades. En
un ecosistema iluminado por una lugubre luz azulada, los
depredadores clavan su mirada hacia la superficie en busca
de presas que desvelen su silueta contra el azul reinante.
De hecho, muchos organismos tienen ojos tubulares
enfocados hacia arriba para captar hasta el tltimo fotén de
luz azul procedente de la superficie, como en la familia de
los peces hacha (Argyropelecushemigymnus, Fig.bb) o los
anfipodos hipéridos (como Phrosinasemilunatao Phronima
sedentaria, Figs. 3e, f). Otros tienen el ojo dividido en dos
partes, con una enfocada hacia la superficie para captar la
presencia de presas y otra para captar las sefiales de sus
congéneres y depredadores, como ocurre en la especie de
krill de profundidad Nematoscelismegalops (Fig. 5c¢). Casi
todas las especies de krill cuentan con fotéforos azules entre
los pledpodos del abdomen y en los laterales del cefalotérax,
como en el caso de Meganyctiphanesnorvegica (Fig, 5d).

En el caso de muchos peces que habitan en profundidad
como los peces hacha, su aparato bucal también se proyecta
hacia arriba para aspirar a presas situadas por encima de
ellos. Estos peces tiene forma aplanada y su color es plateado
para reflejar la minima cantidad de luz procedente de la
superficie. El color plateado de las escamas, como el de los
peces linterna y los peces hacha (Figs. ba, b) actia como un
espejo desviando los rayos de luz y es producido por cristales
subcutaneos de guanina.

Ademds de contar con estas adaptaciones para evitar la
luz o para detectarla de manera eficiente, los peces hacha,
asi como muchos otros organismos como eufausidceos,
cefalépodos, gambas y otros peces, poseen una hilera de
fotdforos en posicion ventral que producen luz azulada con la
misma longitud de onda que la luz que desciende (Figs. ba,
b, e-h). Asi, al encender los fotdforos cualquier depredador
que les observe por debajo, verda como la silueta de su

presa se va difuminando contra el azul del entorno, hasta
desaparecer completamente. Este mecanismo se conoce como
contrailuminacién y permite el camuflaje contra depredadores
escondidos en la oscuridad més absoluta (Widder, 2001) .Otro
uso de la luz azul es la de actuar como método de alerta para
prevenir posibles ataques de depredadores, o en ultimo caso,
una vez capturados, avisar a depredadores de mayor tamafio
para que capturen al depredador. Este es el caso de la gamba
de profundidad Acanthephyra purpurea (Fig. 4f). Esta gamba
de intenso color rojo libera un chorro de tinta bioluminiscente
azulada al ser atacada que ciega y “pinta” a su depredador
en medio de la oscuridad, haciéndolo asi visible para otro
tipo de depredadores de mayor tamafio. La paradoja del
cazador cazado. Andlogamente, aunque no produciendo tinta
bioluminiscente, las medusas de profundidad Atolla wyvillei
y Periphyllahyacinthina, producen destellos bioluminiscentes
azulados de fuerte intensidad para avisar al resto de un
potencial peligro a modo de “gritos” de auxilio, que pueden
atraer a depredadores de mayor tamario.

Bioluminiscencia roja

Este tipo de bioluminiscencia se da principalmente en
peces de profundidad como los peces vibora, los peces
dragdn, asi como en algunas especies de peces linterna. La
mayoria de los peces que tienen luz roja también cuentan
con fotéforos de luz verde y azul, para comunicarse/atraer
a presas y para camuflarse. Recordemos que la luz roja es
aquella que desaparece en los primeros metros del océano y
es el color que adoptan los organismos de profundidad con
mayor frecuencia para pasar desapercibidos. Aprovechdndose
de esta adaptacion, muchos peces de profundidad como el
pez vibora (Chauliodussloani, Fig. be, f) emiten luz roja para
“illuminar” a todos aquellos organismos de color rojo en medio
de la oscuridad, invisibles a los ojos de otros cazadores. Y
es que el pez vibora es un pez carnivoro, un depredador de
las profundidades ocednicas. Los fotéforos rojos se localizan
debajo de los ojos (Figura 5f, punto azulado), actuando como
pequefios faros detectores de aquellas presas que entran en
su radio de deteccién. Su intensidad no permite iluminar
grandes distancias, por lo que para perfeccionar su técnica
de caza utiliza una segunda luz mediante un fotéforo de luz
verdosa situado en el extremo del primer radio de la aleta
dorsal modificada (Fig. 5e), que se proyecta por delante de
la cabeza y atrae a potenciales presas. Como el color verde
es el méas utilizado entre los organismos marinos de hdbitats
profundos para comunicarse entre si, éste es el color que
emplea el pez vibora para atraer a las presas justo encima de
sus temibles fauces, las méas grandes del reino animal.
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FIGURA 5. Macrozooplancton bioluminiscente: A) pez linterna o mictéfido, B) pez hacha Argyropelecushemigymnus, C) krill Nematoscelismegalops
y su ojo dividido, D) krill Meganyctiphanesnorvegica, E, F) pez vibora Chauliodussloani, g) pez dragon Stomias boa, H) Cyclothonesp., el organismo
vertebrado mas abundante del planeta.

FOTOGRAFIAS DE #ZOOPLANKTONING.
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Dicho fotéforo de luz roja también cumple una funcién muy
importante en la busqueda de pareja, ya que se sabe que
el érgano luminoso de los machos es de mayor tamafio que
el de las hembras. Muchos de estos peces disponen de una
membrana que puede cubrir parcial o totalmente el fotéforo,
de manera que pueden regular cudndo y cémo encenderlo,
para enviar mensajes de luz en cdédigo morse a posibles
parejas ocultas en la oscuridad.

Otra adaptacién de los peces de profundidad es la presencia
de pigmentos oscuros en las paredes del eséfago y estémago,
para evitar que la bioluminiscencia producida por las presas
ingeridas los delate y sean atacados por otros depredadores.
Otros, como el pez dragén (Stomias boa) puede emitir luz
verde a partir de un sefiuelo situado en un érgano situado en
la barbilla (Fig. bg), con dos propdsitos bien distintos: a) para
atraer a los de su especie y b) como sefiuelo para atraer a sus
presas. No podemos olvidar que estos peces de profundidad,
asi como Cyclothone, el vertebrado mds abundante de la
Tierra (Fig. bh), también cuentan con hileras de fotéforos
azules en su vientre para no ser detectados por depredadores
acechando en la oscuridad.

Existen muchos organismos que viven en zonas del planeta
donde la luz no ilumina, sino que es arma y defensa a la
vez. Es en este reino de camuflaje y despiste, donde ocurren
adaptaciones que superan a la ficcién e incluso la inspiran,
como en el caso de la criatura de “Alien”. Este es el caso
del anfipodo hipérido Phronima sedentaria (Fig. 3f), un
habitante de las profundidades que se alimenta del interior
de las salpas y utiliza la tunica externa, aun viva, a modo de
casa ambulante donde cuidar a sus crias una vez salen del
marsupio (Boxshall, 2005). Esta especie, de grandes garras y
cabeza deformada para albergar unos ojos modificados que
maximizan la captacion de luz procedente de la superficie,
inspird a la criatura de “Alien” en su versién cinematografica.
Conocemos la superficie de la luna o de cualquier planeta del
sistema solar mejor que las profundidades de los océanos.
Todavia quedan muchas especies por descubrir, muchas
adaptaciones por entender y muchas mentes por inspirar en
lo més profundo del océano.
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RESUMEN

La cuantificacién de los resultados obtenidos mediante western
blotting (WB) es una de las principales herramientas de los
estudios de biologia molecular, especificamente en aquellos
en los que se pretende comparar el nivel de expresion de una
proteina en diferentes muestras bioldgicas. Tradicionalmente,
esta aproximacién se ha basado en el empleo de proteinas
de expresién constitutiva como control de carga, cuyo nivel
de expresidon que mantiene es supuestamente constante
durante la monitorizacién de la variable objeto de estudio. Sin
embargo, numerosos estudios en afios recientes han puesto
de manifiesto que este postulado no se cumple siempre.
En este articulo presentamos una alternativa sencilla, fiable
y econdmica a la utilizacién de estas proteinas control: la
normalizacion de la sefial mediante la proteina total, medida
como la intensidad de la tincién de la membrana con azul
brillante de Coomassie.

INTRODUCCION

El WB es una poderosa herramienta para el estudio de
proteinas. Durante décadas ha permitido a bioquimicos
y bidlogos moleculares tanto la caracterizacién bioquimica
bésica de proteinas, como la valoracién de sus niveles de
expresion en muestras bioldgicas concretas o variacién en
determinadas condiciones.

Un protocolo estandar de WB consiste en tres técnicas
moleculares de aplicacién consecutiva:

1. Electroforesis: es la separacién de proteinas a través
de un gel de composicién diversa y tamafio de
poro regulable, de acuerdo a sus diferencias en una
determinada propiedad fisico-quimica, generalmente su
masa molecular (Mr).

2. Western blot: es la transferencia de proteinas desde
un gela una membrana sintética porosa compuesta
de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinilideno (PVDF).
Originalmente, el término western blot se referia
exclusivamente a este proceso, aunque actualmente
se utiliza indistintamente para denominar tanto la
transferencia de las proteinas a una membrana como
todo el proceso de western blotting.

3. Inmunoblot: es la deteccién de proteinas (u otros
antigenos) transferidas a una membrana. Se lleva a cabo
mediante anticuerpos que reconocen especificamente
la proteina de interés, mds un sistema de revelado
que genera una seflal cromogénica, luminiscente o
fluorescente susceptible de ser captada por una cédmara
de alta sensibilidad.

El WB clasico o estandar (el descrito hasta el momento) permite
detectar una proteina presente en una muestra bioldgica,
pudiendo ademads estimar su Mr y precisar el numero de
variantes o subunidades que la constituyen. Sin embargo, para
llevar a cabo WB cuantitativo, es decir, compararla expresion
de una determinada proteina en una serie de muestras
relacionadas, antes hay que despejar varias incertidumbres:
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a. Que la cantidad de proteina cargada sea la misma para
todas las calles de un mismo gel. Si bien el operador
tiene la capacidad de dispensar una cantidad especifica
de proteina, ésta es sélo tedrica, pues estd sujeta a
imprecisiones técnicas y errores humanos durante la
determinacién de la concentracién proteica de la muestra
y también durante el proceso de carga.

b. Que la transferencia de las proteinas a la membrana sea
eficiente y homogénea. Aunque se ha tecnificado mucho
desde su introduccién, los preparativos del proceso de
transferencia siguen siendo eminentemente manuales.

c. Que la sefial detectada se encuentre dentro del rango
lineal de la relacién cantidad de proteina-intensidad de
sefial. En caso contrario se incurriria en saturacién de
la imagen, lo cual implica que no se puede asegurar
proporcionalidad entre la sefial detectada y la cantidad
de proteina.

De las tres incertidumbres sefialadas anteriormente, las mejoras
técnicas solamente han permitido solventar la tercera de ellas.
A diferencia de los sistemas de revelado de inmunoblots en
pelicula fotogréfica, que tienen el inconveniente de que se
desconoce el punto exacto de saturacién de la imagen, los
sistemas que utilizan las ultrasensibles camaras CCD (charge-
coupled device) junto con un software adecuado, permiten
conocer en cada momento si se estd trabajando en el rango
lineal o, por el contrario, si la sefial ha alcanzado el punto
de saturacion de la camara. Las restantes incertidumbres,
la de la carga proteica efectiva y la de la eficiencia de la
transferencia, no han encontrado solucién técnica a dia de
hoy.

Segun lo dicho, la manera de lograr la cuantificacién fiable de
los resultados de WB es poder llevar a cabo la normalizacion
de las sefiales detectadas en funcién de la carga proteica real
depositada en cada calle del gel. Esta normalizacién se ha
llevado a cabo principalmente mediante el uso de proteinas
control de expresién constitutiva (housekeeping proteins),
como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
la B-actina o la o-tubulina. Estas proteinas son esenciales
para la supervivencia de las células, independientemente del
tipo celular o de su rol especifico en el tejido u organismo,
por lo que se asume que sus niveles de expresién no se
ven alterados en funcién del tejido, estado de desarrollo, fase
del ciclo celular o factores internos o externos a las células
(Eisenberg y Levanon, 2013). En consecuencia, se acepta que
la intensidad de la banda que generan las proteinas control
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en los inmunoblotes proporcional a la cantidad de proteina
cargada en cada calle, siendo la relacién entre ambas variables
lineal. Sin embargo, en los ultimos afios han aparecido
evidencias en la literatura que ponen en cuestion el empleo
de estas proteinas como control de carga universal. Asi, el
uso de proteinas control (que suelen presentar una expresion
alta en las células) para normalizar los WB de proteinas de
baja expresiéon puede conllevar que, con la carga proteica
necesaria para visualizar la proteina de interés, la sefial de
la proteina control se haya saturado (Dittmer y Dittmer, 2006;
Aldridge et al., 2008). Otro inconveniente es que, al contrario
de lo que se creia, la expresion de las proteinas control si que
puede variar en condiciones fisiolégicas normales (Alexander
et al., 1985; Moskowitz y Oblinger, 1995) y patolégicas (Liu
y Xu, 2006; Alvarez-Chaver et al., 2007). De esta forma, el
empleo de proteinas control deberia venir acompafiado
siempre de la comprobacién explicita de que su nivel de
expresiéon no varia en el tipo celular o tejido de interés, en
idéntico estado fisiolégico o patolégico al que sea objeto de
estudio y, ademas, en las mismas condiciones experimentales
del ensayo (Ferguson et al., 2005).

Frente a este estado de cosas, la alternativa al empleo de
entidades proteicas singulares como control de carga es la
normalizacién basada en el uso del contenido proteico total,
revelado por sustancias que tifien las proteinas. De este
modo, la intensidad de tincién obtenida se corresponde con la
cantidad realmente presente en cada calle. Ejemplos de estas
sustancias son: SYPRO® Ruby y Amido Black (Aldridge et al.,
2008), Ponceau S (Romero-Calvo et al.,, 2010) y azul brillante
de Coomassie (Welinder y Ekblad, 2011). Més recientemente
se han desarrollado tecnologias sin tincién, consistentes en la
unién de un compuesto fluorescente alos residuos de triptéfano
de las proteinas, de tal manera que emiten una fluorescencia
caracteristica cuando son expuestas a luz ultravioleta (Giirtler
et al., 2013).Sin embargo, esta ultima alternativa, anunciada
como mas fiable, limpia y versétil que las opciones basadas
en tinciones, presenta unos costes elevados ya que precisa de
unos geles y un equipo de visualizacién especificos.

Por todo lo expuesto, con el objetivo de poder llevar a cabo la
normalizacién de la sefial de proteinas detectadas mediante
WB, decidimos investigar la fiabilidad del uso de la B-actina
y de la tincién de la proteina total con azul brillante de
Coomassie. Nuestro propdsito final era el de encontrar un
método fiable y aplicable a nuestras condiciones habituales
de trabajo, que pudiera ser aplicado en futuros estudios.



MATERIALES Y METODOS

Material biolégico y obtencién de fracciones subcelulares

Para los ensayos incluidos en este articulo se emplearon
muestras proteicas procedentes de biopsias realizadas a tres
pacientes diagnosticados de céncer colorrectal en el Complejo
Hospitalario Universitario de Ourense (CHUO), previa firma
del correspondiente consentimiento informado por parte de
los pacientes y aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica de Galicia, tal como contempla la Ley 14/2007 de
Investigaciones Biomeédicas. El interés fundamental de
nuestro grupo de investigacién es encontrar biomarcadores
(proteinas o ciertos motivos de glicosilacién) que ayuden
a mejorar el diagndstico, prondstico y/o tratamiento de los
pacientes con céncer colorrectal.

Los especimenes de tejido colorrectal fueron sometidos a
homogeneizaciéon mecénica en Tris-HCl. Posteriormente,
fueron sometidos a una centrifugaciéon inicial para eliminar
componentes residuales y a una serie posterior para obtener
una fraccién enriquecida en proteinas asociadas a membranas
celulares y otra en proteinas citoplasmaticas (Marifio-Crespo,
2016).Por ultimo, se determiné la concentracién proteica de
las muestras mediante el método del &cido bicinconinico
(BCA).

Western blotting

La separacién de las proteinas contenidas en las muestras
empleadas se llevd a cabo mediante electroforesis
monodimensional en geles SDS-PAGE al 10% de acrilamida.
Como tampdn de electroforesis se utilizé Tris 25 mM, glicina
0,19 M y SDS al 0,1% (p/v) en H20 destilada (H20d)(pH 8,3).
La separacién tuvo lugar a 180 V en un Mini-Protean Tetra
Cell (Bio-Rad), hasta que el frente de azul de bromofenol
alcanzo el final del gel.

Las proteinas separadas mediante -electroforesis fueron
transferidas a una membrana de PVDF de 0,45 pm de tamafio
de poro (HybondTM-P, Amersham). Como tampdn se utilizd
Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 10% (v/v) en H20d.
La transferencia tuvo lugar a 120 V durante 80 min.

Para llevar a cabo el inmunoblot con (-actina, la membrana
se bloqued con una solucién compuesta por leche desnatada
en polvo al 5% (p/v) y polisorbato 20 (Tween-20) al 0,05%
(v/v) en tampoén PBS. Posteriormente se incubd la membrana
durante 1 h con un anticuerpo anti-f3-actina (Sc-47778, Santa
Cruz Biotechnology; dilucién 1/1.500 en solucién de bloqueo).
A continuacién se lavé la membrana con PBS y se incubd

durante 1 h con un anticuerpo secundario (ab97040, Abcam;
dilucién 1/15.000 en solucién de bloqueo). Por ultimo, se llevd
a cabo el revelado quimioluminiscente de la membrana con
Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad).

Tincién con Coomassie

Tras el inmunoblot de la membrana, o simplemente tras la
transferencia, se realizé la tincién de proteinas mediante una
solucién compuesta por azul brillante de Coomassie R-250 al
0,1% (p/v), metanol al 45% (v/v) y &cido acético al 9% (v/v) en
H20d. La tincién se llevd a cabo en un tiempo aproximado de
5 min, procediendo a continuacién al lavado de la membrana
con una solucién compuesta por metanol al 40% (v/v) y
dcido acético al 10% en H20d.De esta manera se elimina el
colorante unido inespecificamente a la membrana (el fondo de
la membrana queda sin color) y Unicamente aparecen tefiidas
las bandas proteicas.

Analisis de imagen

Latoma de imdgenes se llevé a cabo con un equipo ChemiDoc ™
XRS+ system (Bio-Rad), mientras que su procesado se realizd
mediante el software Image Lab 4.1 (Bio-Rad). El célculo de
la intensidad de la tincién con Coomassie consistio en trazar
un rectdngulo en cada calle con la herramienta Volume Tools.
Estos rectangulos deben ser del mayor tamafio posible con el
objetivo de conseguir la mdxima representatividad, pero sin

FIGURA 1. Seleccion de areas representativas de la intensidad de
cada calle y del fondo inespecifico (B) de una membrana tefida
con azul brillante de Coomassie. Las cifras en la parte superior
indican la cantidad tedrica de proteina cargada en cada calle, en
pg- MW, marcador de masa molecular.
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FIGURA 2.A: expresion de -actina en fracciones subcelulares de tejido sano y tumoral procedentes de pacientes con cancer colorrectal. B: tincion
de proteinas totales en la misma membrana con azul brillante de Coomassie. MW, marcadores de masa molecular (en kDa); Nc, fraccion de
proteinas citoplasmaticas del tejido sano; Nm, fraccion de proteinas de membrana del tejido sano; Tc, fraccion de proteinas citoplasmaticas del
tejido tumoral; Tm, fraccion de proteinas de membrana del tejido tumoral.
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FIGURA 3.A: tincion con azul brillante de Coomassie de una de las membranas utilizadas para el estudio de la linealidad de su intensidad con
respecto a la cantidad de proteina. Las cifras en la parte superior de la imagen indican la cantidad tedrica de proteina cargada en cada calle, en
Hg. B: representacion grafica de la relacion entre la cantidad de proteina presente en cada calle y la intensidad relativa de la tincion con azul
brillante de Coomassie. Se indica la media + desviacion estandar de tres ensayos (excepto para el punto de 50 pg, que representa un unico
ensayo). La intensidad relativa es el cociente de la intensidad media para cada punto y la menor intensidad medida. MW, marcador de masa

molecular (en kDa).

salirse del carril y evitando manchas o defectos generados
durante la transferencia o la tincién (fig. 1). El drea y la
forma de los rectdngulos fue la misma para cada calle de
una misma membrana, de tal manera que se pudiesen hacer
comparaciones entre ellas. Ademads, a la intensidad de todas
las calles se le sustrajo el fondo inespecifico seleccionando
previamente un drea representativa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Normalizacién basada en la expresién de p-actina

Primeramente se analiz¢ la viabilidad del uso de la expresién
de P-actina inmuno-detectada para normalizar la sefial de
proteinas en WB. Como nuestro interés era utilizar diferentes
fracciones subcelulares, se incluyeron 20 pg de proteina de
muestras de fraccion citoplasmadtica y de membranas. Tras
la electroforesis, la transferencia y el revelado de B-actina,
la membrana fue tefiida con Coomassie. Los resultados se
muestran en la figura 2.

El WB de f-actina (fig. 2A) mostré una aparente alta
expresion de la proteina en la muestra de proteinas de
membrana del tejido sano (Nm), moderada en la fraccién
de membrana del tejido tumoral (Tm) y baja en la fraccién

citoplasmaética de tejido sano (Nc) y tumoral (Tc).Por su parte,
la tincién de la misma membrana con Coomassie (fig. 2B)
mostré una aparente mayor intensidad de sefial (por tanto,
mayor cantidad de proteina) en las calles Nm y Tm que en
las calles Nc y Tc, aunque tedricamente se habia cargado
la misma cantidad de proteina para todas las muestras. ks
decir, la carga proteica real fue distinta a la carga tedrica,
lo cual constata la dificultad de depositar la misma cantidad
de proteina en cada calle. Esta limitacién es debida a las
inevitables imprecisiones técnicas y humanas que conllevan
la determinacién de la concentracién proteica y el proceso de
carga del gel.

A la vista de estos resultados, no consideramos necesario
cuantificar la intensidad de sefial de la B-actina, pues resulta
evidente que la gran diferencia de intensidad de la proteina
en las cuatro muestras analizadas no es achacable a la carga
proteica ligeramente desigual que se aprecia en la membrana
tefiida con Coomassie. Del simple estudio visual de ellas
se puede concluir que la proteina (-actina se reparte de
forma desigual entre las fracciones subcelulares utilizadas
(principalmente se localiza en la fraccién de membranas), lo
cual la inhabilita para ser utilizada en la normalizacién de la
sefial de otras proteinas en WB en los que se empleen estas
fracciones.
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FIGURA 4. Representacion grafica de la relacion entre la cantidad
de proteina presente en la membrana y la intensidad de tincion
con azul brillante de Coomassie. A: visualizacion de un aparente
patron lineal bifasico, con la ecuacion de las rectas de regresion
y su coeficiente R2. B: comparacion de la curva de ajuste que
mejor describe la relacion entre las dos variables (linea punteada
naranja) con la recta que indicaria una relacion lineal perfecta
entre ellas (linea azul). La intensidad relativa es el resultado del
cociente de la intensidad media para cada punto entre la menor
intensidad medida.



Normalizacién basada en la intensidad de la tincion
con azul brillante de Coomassie de la membrana de
western blot. Estudio de su linealidad

Debido a que el azul brillante de Coomassie se une
especificamente a las proteinas, se procedid a analizar la
Unica incertidumbre que, a nuestro juicio, presenta este
método de normalizacién de la sefial de proteinas en WB:
la linealidad de la relacién cantidad de proteina/intensidad
de sefial. Para ello se llevd a cabo un estudio por triplicado
consistente en cargar siete calles de geles SDS-PAGE con
cantidades de proteina crecientes (de 5 a 60 g, procedentes
de la fraccién de proteinas citoplasmaticas). A continuacion se
separaron las proteinas electroforéticamente y se transfirieron
a una membrana de PVDF, que fue posteriormente tefiida
con Coomassie. Para finalizar, se cuantificé la intensidad de
tincién de cada calle.

En la figura 3A se muestra, a modo de ejemplo, una imagen
representativa de los ensayos llevados a cabo. Se observa
a simple vista como, a medida que aumenta la cantidad
de proteina, también lo hace la intensidad del color. En la
figura 3B se representa graficamente el resultado de los tres
ensayos, mostrando la media y desviacién esténdar para
todas las cantidades de proteina analizadas. Por simplicidad,
se decidio representar la intensidad relativizada a la menor de
ellas, la detectada con 5 pg de proteina. Esta gréfica confirma
que la intensidad del color aumenta a la par que la cantidad
de proteina cargada.

En la figura 4 se muestra la auténtica naturaleza de la relacién
entre la cantidad de proteina en la membrana y la intensidad
de su tincién con Coomassie. El modelo de regresién lineal
que mejor describe la relacién entre ambas variables sigue un
patrén lineal bifdsico con un punto de inflexién a los 20 ug
(fig. 4A). Desde otro punto de vista, se puede afirmar que la
relacién entre las dos variables es lineal entre 5 y 20 ug de
proteina (R2 = 0,989), mientras que con cantidades superiores
la intensidad se satura progresivamente hasta alcanzar un
maximo aparente en torno a los 60 pg. De hecho, la expresién
matematica mas certera de la relacién entre ambas variables
en todo el rango ensayado siguid un modelo cuadratico que,
hasta 20 ug de proteina cargada, resulté indistinguible de un
modelo lineal, mientras que a partir de esta cantidad se alejé
cada vez mas de él (fig. 4B).

Nuestros resultados indican que, a partir de 20 pg de proteina,
el color generado por la tincién no aumenta proporcionalmente
con la cantidad de proteina, sino que lo hace en menor

medida, confirmando asi lo apuntado previamente por
Welinder y Ekblad en 2011. Una vez pasado este punto de
inflexién, por tanto, la intensidad normalizada de una proteina
de interés serd infravalorada. Este efecto puede deberse
a que a partir de 20 pyg de proteina quede una superficie
activa en la membrana insuficiente para fijar en su totalidad
ulteriores incrementos de proteina, lo cual es compatible con
la observacién de que los restos no transferidos de ésta en los
geles aumentan a la par que lo hace la cantidad cargada en
ellos (resultados no mostrados). Otra posible causa explicativa
es que se produzca un amontonamiento de proteinas sobre
los puntos activos de la membrana, que impida a las de capas
inferiores ser accesibles a la solucion de tincién, de modo que
no contribuirian a la generacién de color.

En conclusidn, nuestros resultados indican que, en nuestras
condiciones experimentales, no se debe comparar la expresion
de una proteina en una calle en la que se carguen de 5 a 20
ug de proteina, con otra en la que se carguen mas de 20 ug.
Sin embargo, a pesar de la saturacion de la intensidad del
color que se produce cuando se supera este umbral, a nuestro
juicio seria admisible la comparacién entre calles con entre 20
y 60ug de proteina, ya que en este rango también existe una
relacion lineal aceptable. Es posible que con otras condiciones
de transferencia y, sobre todo, con membranas de tamario de
poro diferente a 0,45 um, el rango de linealidad de la sefial de
la tincién con Coomassie sea otro. Desde nuestro punto de
vista, cada investigador deberia llevar a cabo comprobaciones
como las descritas en este trabajo antes de comenzar a aplicar
este método (u otros) para realizar WB cuantitativo.

Por ultimo, queremos puntualizar que este procedimiento,
al estar basado en la tincién de la membrana, Unicamente
debe ser utilizado en el caso de inmunoblot con revelado
quimioluminiscente, evitando por tanto los revelados
cromogénicos, que generan un color que se sumaria al
provocado por la tincién con Coomassie. Por otra parte, este
método de normalizacién es andlogo al empleo de proteinas
control. Consiste en calcular el cociente entre la intensidad de
la banda o bandas de la proteina de interés en el inmunoblot
y la intensidad total de su calle en la membrana tefiida con
azul brillante de Comassie.
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