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EDITORIAL

APLICACION DE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
A LA INVESTIGACION OFTALMOLOGICA

APPLYING MOLECULAR BIOLOGY TECHNIQUES TO
OPHTHALMOLOGIC RESEARCH

DE-DIEGO JG!, RODRIGUEZ FD!

Actualmente, aparecen registradas mds de 990
enfermedades hereditarias en las que el ojo se ve
afectado de forma exclusiva o en el contexto de una
enfermedad que aqueja a otros 6rganos (1). La ani-
ridia, el glaucoma congénito primario, el retinoblas-
toma, la neuropatia de Leber, o el melanoma uveal
constituyen algunos ejemplos. En algunos casos, la
afectacion se atribuye a una mutacién en un gen
especifico; en otros, se relaciona con cambios en
diferentes secuencias de DNA que aumentan la sus-
ceptibilidad a padecer una enfermedad. En ocasio-
nes, la enfermedad hereditaria constituye en reali-
dad un grupo de enfermedades que se transmiten
con diferentes patrones hereditarios en las que se
ven implicados decenas de loci (por ejemplo, la
Retinitis pigmentosa).

Son numerosas las aplicaciones que la Biologia
Molecular ofrece a la investigacion médica y, en
particular, a la investigacién oftalmoldgica bésica,
clinica y aplicada. Proporciona la posibilidad de
estudiar enfermedades de origen genético para faci-
litar el hallazgo de patrones de variabilidad genéti-
ca y de expresion proteica que permitan un mejor
conocimiento de la enfermedad y sirvan de ayuda
en el diagndstico preciso, el prondstico ajustado o el
abordaje terapéutico eficaz. Por ejemplo, el andlisis
de la secuencias de DNA en regiones especificas
del genoma y la determinacién de variantes en la
disposicién de uno o varios nucleétidos (polimorfis-
mos) constituye una herramienta muy util para el
diagnéstico de enfermedades oculares en poblacio-
nes o en grupos familiares. Mediante la seleccion de
organismos que sufren una mutacién espontdnea o

tras la manipulacién externa del DNA, como expli-
caremos a continuacién, se han obtenido modelos
animales que nos sirven para analizar los mecanis-
mos moleculares subyacentes a una entidad nosol6-
gica (2). Por otra parte, esta tdctica abre las puertas
a la terapia génica somdtica que pretende restaurar
la funcién ausente, debilitada o alterada de un gen o
grupo de genes.

Indudablemente, la Biologia Molecular, a lo lar-
go de su desarrollo, ha suministrado y suministra a
la Oftalmologia herramientas metodoldgicas de
gran utilidad.

El DNA, la molécula encargada de transmitir la
informacién genética, desempeifia, sin embargo, un
papel basicamente pasivo. Son las proteinas resul-
tantes de su expresion las encargadas de llevar a
cabo las miles de reacciones que sustentan la vida.
Por ello, resulta esencial avanzar en el conocimien-
to de la funcién proteica.

Los organismos mutantes han proporcionado algu-
nas de las claves sobre la funcién de las proteinas.
Tradicionalmente, se han obtenido mutaciones
mediante tratamiento con agentes mutagénicos
(determinadas substancias quimicas, radiaciones...).
Es posible, ademds, producir mutantes especificos
insertando en un organismo vivo copias de genes
alteradas o no funcionales para examinar los cambios
que inducen en su comportamiento o en su desarro-
llo. Este tipo de experiencias se han realizado con
diferentes organismos. Sin embargo, teniendo en
cuenta que el ratén comparte aproximadamente un
99% de sus genes con los humanos y la rapidez con
la que esta especie se reproduce, constituye un
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modelo muy adecuado para realizar estudios fun-
cionales. La publicacion en 1982 en la portada de la
revista Nature (3) de la fotografia de un ratén trans-
génico gigante supuso un verdadero hito para la
Biologia Molecular.

Un ratén transgénico es aquel que lleva insertado
en su genoma un gen exdgeno (transgén); es decir,
un gen construido en el laboratorio mediante la tec-
nologia del DNA recombinante y posteriormente
introducido en el genoma del raton. Se pueden obte-
ner ratones transgénicos mediante dos métodos:
transformando con el DNA de interés cultivos celu-
lares de células madre embrionarias (células ES) o
inyectando el gen deseado en el prontdcleo de un
huevo de ratén fertilizado.

El primero de estos métodos se lo debemos a
Mario R. Capecchi, Oliver Smithies y Martin J.
Evans (4). Los tres compartieron el premio Nobel
de Fisiologia o Medicina en 2007. Se comienza ais-
lando células madre embrionarias a partir de
embriones tempranos de raton. Estas células son
pluripotentes; es decir, poseen la capacidad para
producir cualquier tipo de c€lula del animal madu-
ro, incluyendo los gametos, y pueden ser cultivadas
en el laboratorio. Se construye entonces el gen cuya
funcién nos interesa conocer uniéndolo a un DNA
vector cuya mision es la de facilitar su insercién en
el genoma del ratén. Se incluyen también secuen-
cias promotoras y potenciadoras que permitiran la
expresion del gen. Cuando las células ES de ratén
cultivadas se pongan en contacto con la construc-
cion de DNA exdgeno, ésta se incorporard en su
genoma. La incorporacién puede ocurrir al azar, en
cualquier lugar. Sin embargo, si se introducen en el
vector algunas secuencias de los extremos del gen
de interés, es posible insertarlo de forma dirigida,
en el lugar que ese gen ocupa habitualmente en el
cromosoma (recombinacion homoéloga). La inser-
cién ocurre en un exén esencial del gen endégeno
por lo que éste resultard inactivado. Las células ES
transformadas de este modo se reintroducen en
blastocistos (por microinyeccidén o co-cultivo) para
obtener embriones quiméricos (parte de las c€lulas
corresponden al embrién hospedador y parte deri-
van de las células ES transformadas). Estos embrio-
nes se implantan en el titero de hembras pseudopre-
fadas (i.e. hembras en las que se han inducido los
cambios hormonales necesarios para hacer su ttero
receptivo). En algunas de estas hembras (menos de la
tercera parte) la implantacion ocurrird y se desarro-
llard un ratén. Se comprueba entonces, en una

muestra de tejido, cudles de estos ratones poseen
efectivamente el gen exdgeno (lo cual ocurre habi-
tualmente en menos del 10% de ellos). Estos rato-
nes serdn heterocigdticos, pero mediante cruza-
mientos se pueden obtener lineas de homocigotos
que permitan evaluar el efecto del transgén de for-
ma completa. En el segundo método, demostrado
por varios investigadores a principios de los afios 80
del siglo pasado, el gen de interés se prepara de la
misma forma que en el caso anterior pero se inyec-
ta con una microaguja en el prondcleo masculino
(de mayor tamafio que el femenino) de un huevo
fertilizado. Ambos prontcleos se fusionaran for-
mando un cigoto diploide. Cuando el cigoto se divi-
da originando un embrién de dos células serd el
momento de implantarlo en una hembra pseudopre-
nada. Las siguientes etapas son idénticas a las del
primer método.

Cuando el gen exdgeno es un gen no funcional
(alelo nulo) ambas copias del gen resultan anuladas
en la linea de ratones homocigéticos. Estos ratones,
en los que se ha eliminado la actividad de un gen, se
denominan knockout y su fenotipo (apariencia,
comportamiento u otras caracteristicas bioquimicas
observables) resulta de particular interés para deter-
minar cudl es la funcién fisiolégica del gen anulado
en el ratén y, por extrapolacion, en el hombre. La
contrapartida de los ratones knock-out son los
knock-in. En ellos se reemplaza un gen propio del
ratén por otro cuya funcién se desea conocer o bien
se eliminan determinadas secuencias que bloquean
la transcripcion de un gen para conseguir que éste
se exprese en determinados tejidos o en determina-
das etapas del desarrollo.

Entre las limitaciones de esta técnica estd, por
ejemplo, el hecho de que algunos ratones no pare-
cen afectados por la anulacién de alguno de sus
genes. El genoma del ratén parece ser lo bastante
redundante para compensar la pérdida. Ademads, la
mayoria de los genes son pleiotropicos; es decir,
provocan un conjunto de efectos fenotipicos no
relacionados, se expresan en diferentes tejidos o en
distintas etapas del desarrollo. Por otra parte, en un
15% de los casos no se consigue obtener un indivi-
duo adulto, lo cual restringe el estudio al periodo
embrionario (o a parte de €él) dificultando el conoci-
miento de la funcién del gen en el adulto y, por tan-
to, la extrapolacion a la salud humana. A pesar de
estas limitaciones, los ratones knockout resultan
excelentes modelos para investigar enfermedades
humanas relacionadas con la pérdida de funcién de
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