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INTRODUCCION

La técnica de PCR, asf como Ia tecnologfa recombinante del DNA, ha tenido un
enorme impacto tanto en aspectos bdsicos como de diagnéstico en la clinica, ya
que puede producir grandes cantidades de un fragmento especffico de DNA a partir
de pequeiias cantidades de una muestra. Las técnicas de DNA recombinante crean
clonas moleculares al conferirle a una secuencia especifica la habilidad de
replicarse al insertarla en un vector e introducir el vector a una célula huésped. La
PCR representa una forma de "clonacién in vitro" que puede generar, asf como
modificar, fragmentos de DNA de longitud y secuencia definida en una reaccién,
rdpida, sencilla y automatizada.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa ( PCR) es un método in vitro para la
sintesis enzimdtica de secuencias especfficas de DNA, empleando dos cebadores
(oligonucleétidos) que hibridan, en el extremo 3', a las dos cadenas
complementarias de DNA que limitan la regi6n de interés del DNA blanco. Una
serie repetitiva de ciclos que involucran la desnaturalizacién del DNA molde,
unién con el cebador, y la elongacién de los cebadores unidos por medio de la
DNA polimerasa resulta en la acumulacién exponencial del fragmento especifico
cuyo término esta marcado por los extremos 5' de los cebadores. Ya que los
productos sintetizados por la extension de los cebadores en un ciclo puede servir
como DNA molde en el siguiente, ¢l nimero de copias del DNA sintetizado se
duplica en cada ciclo.



Bste método, fue inventado por el Dr. Kary Mullis en 1985 y se aplicé
originalmente por un grupo de investigacién en el departamento de Genética
Humana en Cetus, para la amplificacién del DNA de la beta-globina humana y al
diagndstico prenatal de anemia drepanocitica.

A causa de su extracrdinaria sensibilidad, la técnica de PCR ha permitido
ampliar considerablemente los lfmites del andlisis del DNA, Sus aplicaciones en
los campos de la investigacién bisica, diagndstico clinico, incluso prenatal, de
deficiencias o anormalidades genéticas, padecimientos infecciosos, inmunolégicos
¢ incluso el céncer, medicina legal (investigaciones de paternidad, identificacién
de culpables en asuntos criminales), biologfa de 1a evoluci6n y del desarrollo, son

actualmente numerosas y estdn creciendo sin cesar.



OBJETIVOS:

a) Revisar la informacién bibliogréfica mds relevante y reciente sobre la técnica
de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) con el fin de poder

implementarla en el laboratorio de investigacién.

b) Conocer el fundamento de la reaccién de PCR, los principales pardmetros
involucrados en su optimizacién asf como la importancia de optimizar esta técnica

para cada sistema.

¢) Conocer las principales ventajas y desventajas que presenta esta técnica y poseer
los elementos para resolver favorablemente los posibles problemas que se puedan

presentar al desarrollar esta técnica.

d) Conocer algunos de los casos relevantes en donde esta técnica ha contribuido

al diagnéstico o investigacién de algiin problema de la salud, a manera de ejemplo.



HISTORIA

El DNA es una macromolécula compuesta de cuatro tipos de desoxinucledtidos:
desoxiadenilato (A), desoxitimidilato (T), desoxiguanilato (G) y desoxicitidilato
(C). La secuencia de estas bases codifica la informacién genética, en tanto que los
grupos de aziicar y fosfato poseen un papel estructural®?,

En la naturaleza el DNA generalmente se encuentra formado por dos hebras

apareadas, las cuales poscen secuencias complementarias,

Dentro de la célula, la hélice de DNA se encuentra rodeada y enrollada por
proteinas. Cuando los investigadores tratan de aislar una cadena de DNA desnuda,
la molécula es tan larga y deigada que cualquier manipulacién la rompe al azar en

diversos sitios'",

En 1955 Arthur Kornberg® de la Universidad de Stanford y su personal
asociado, descubrieron una cnzima celular llamada la polimerasa del DNA. Esta
enzima presenta diversas funciones naturales entre las que se incluyen la
replicacién y reparacién del DNA. Estas enzimas pueden extender un pequeiio
oligonucleétido cebador ("primer") al unirle nucledtidos trifosfato adicionales al
extremo 3°, siempre y cuande el cebador se encuentre hibridado o unido a una

hebra complementaria (templado)®,

El nucleétido que la polimerasa incorpora serd complementario a la base en la
posicién correspondiente en la hebra molde de DNA. Al repetir este proceso, la
polimerasa puede extender el extremo 3' del cebador hasta el extremo 5’ del DNA

molde o matriz. En la doble hélice de DNA,cada hebra sirve de molde para la otra
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durante la replicacién®,

En 1970 se descubrieron unas enzimas a las que se les llamé endoenucleasas de
restriccién que son capaces de fragmentar el DNA en lugares especificos. Estas
enzimas permitieron cortar el DNA en fragmentos mds pequefios y fdciles de

identificar en regiones en las cuales se encontraba el gen de interés®2,

A finales de los setentas, los bi6logos moleculares se ocupaban en estudiar el
DNA por medio de las endonucleasas y la ayuda de otras moléculas conocidas
como sondas de oligonucledtidos!*”, Un oligonucledtido es una cadena pequefia
de nucledtidos con una secuencia especlfica. Bajo condiciones de reaccién
adecuadas, un oligonucledtido se va a unir especificamente a una hebra sencilla de
DNA que presente una secuencia complementaria, por lo tanto, los nucledtidos
sintetizados por el hombre, marcados de forma radiactiva, pueden servir como
sondas para determinar si una muestra de DNA contiene un secuencia de bases

especffica 0 un gent®%),

En 1977 se desarrollé una técnica para secuenciar e] DNA llamada dideoxi
secuenciacién o técnica de Sanger™™ (uno de sus inventores fue Frederick
Sanger del British Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology,
quien recibié el premio Nobel de Qufmica en 1980) la cual emplea una polimerasa
del DNA, una muestra de DNA, cebadores, nucletidos trifosfato y
dideoxinucleétidos especificos (ddNTPs).

Como los nucleétidos normales, los ddNTP pueden ser adicionados a cebadores
que van creciendo por el efecto de las polimerasas, sin embargo los ddNTPS

encapsulan quimicamente (cap) el extremo 3' del cebador impidiendo la adicién de
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mds bases. La técnica de Sanger produce cebadores que han sido extendidos a
diferentes longitudes y posteriormente encapsulados por un ddNTP. Al ordenar
estos fragmentos de acuerdo a su longitud y conociendo qué ddNTP ha sido

afiadido, se puede determinar la secuencia de bases en la muestra de DNA(®},

En 1979 1a Corporacién Cetus de Emeryville, California contraté a Kary B.

Mullis para sintetizar sondas de oligonucleétidos”.

En 1983 los cientfficos lograron automatizar la sfntesis de oligonucleétidos®, lo

cual fue un notable adelanto puesto que la técnica manual resultaba muy laboriosa.

La automatizacién proporcioné mayor tiempo para que los investigadores
desarrollaran nuevas ideas. Inicialmente Mullis contempl6 el uso de polimerasas,
muestra de DNA, ddNTPs, moléculas cebadoras ( omitiendo los nucleétidos
trifosfato), por lo cual la extensién del cebador terminarfa inmediatamente después
de Ia adicién de una base de ddNTP a la cadena. Sabiendo que ddNTP se une en
sitios especfficos se puede conocer la secuencia que posee la muestra de DNA(™,
Esta técnica presentaba los siguientes problemas:

Los oligonucledtidos en ocasiones se hibridan con secuencias que no son las
correspondientes, este apareamiento inesquivable harfa los resultados ambiguos.
Es por esta limitacién que los investigadores habfan recurrido a procedimientos
mds complicados para analizar el DNA humano. Por ejemplo las enzimas de
restriccién pueden ser empleadas para dividir el DNA en varios fragmentos que
pueden ser separados entre sf por electroforesis. De esta manera la muestra es
"purificada” del DNA total antes de que se lleve a cabo la hibridacién del DNA
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que se desea analizar'?, Este camino reduce Ia hibridacién errénea en cierto
grado.
Este procedimiento ademds de extenso y tedioso no era funcional para muestras

de DNA degradado o desnaturalizado®",

Otra técnica que se ha empleado es la clonacién®™? | pero también presenta cl
inconveniente de ser muy larga y lenta para el andlisis rutinario del DNA. La
secuencia de interés del DNA humano puede ser clonada, o copiada en un pequeiio
anillo de DNA conocido como pldsmido. Por medio de una bacteria se pueden
producir copias del pldsmido y la secuencia deseada, asf como obtener la
informacién de la secuencia por medio de la hibridaci6n con oligonucledtidos y la
dideoxi-secuenciacién. A principios de los ochenta, la dideoxi-secuenciacién del
DNA clonado era la técnica mediante la cual se habfa obtenido la mayorfa de la

informacién acerca de las secuencias del DNA™,

En el caso de la estrategia que pensaba seguir K. Mullis”, se fundamentaba
inicialmente en desnaturalizar el DNA muestra por medio de calentamiento.
" Posteriormente en hibridar un oligonucledtido a la secuencia complementaria en
una de las hebras. El experimento planeado consist{fen colocar una muestra del
DNA en cuatro tubos de reaccién diferentes. Cada tubo contendrfa los cuatro tipos
de ddNTPs, pero en cada tubo habrfa un ddNTP marcado radiactivamente. Los
oligonucledtidos hibridados, se extenderfan por medio de la DNA polimerasa en
una sola base, en cada uno de los tubos. Posteriormente mediante el andlisis por
electroforesis se pueden separar los oligonucle6tidos extendidos de los ddNTPs
residuales, y se podrfa conocer la secuencia del DNA de Ia muestra al identificar

cual de los ddNTP radiactivos habfa sido incorporado al oligonucle6tidot".
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Posteriormente se le ocurrié la idea de que en vez de emplear un solo
oligonuclettido, usar dos. Los dos cebadores flanquearfan el par de bases que se
deseaba identificar. En vista de que cada uno de los oligonucleétidos va dirigido
a una de las cadenas del DNA muestra, se puede obtener al mismo tiempo la
informacién sobre la secuencia de ambas cadenas, las cuales deben ser
complementarias por lo que ésto a su vez funciona como un control interno.
Siendo los oligonucledtidos de diferente tamafio, se puede distinguir uno del otro
ficilmente.

Las muestras de DNA pueden contener trazas de dNTPs, los cuales se podrfan
introducir y extender el extremo 3' del cebador, antes de la adici6n de los ddNTP,

esto harfa diffcil 1a interpretacién de los resultados del anélisis electroforético.

Para resolver este problema al Dr. K. Mullis” se le ocurrid destruir las trazas
de los ANTPs que se encontraran en Ia muestra por medio de la enzima fosfatasa
alcalina, una enzima bacteriana. Esta enzima es capaz de hidrolizar el grupo
fosfato de los nucledlidos. Posteriormente se requerfa eliminar la enzima de la
mezcla para evitar que inactivara también los ddNTPs. Generalmente se puede
inactivar a las enzimas por medio de calentamiento, lo cual altera su forma
esencial y funcional, sin embargo K. Mullis consideré, errénea pero
afortunadamente, que esta enzima era capaz de renaturalizarse. Por lo que tuvo
que buscar otra solucién para resolver este problema. K. Mullis se enter6 tiempo
después de que la enzima fosfatasa alcalina puede ser desnaturalizada de forma

irreversible al ser calentada en ausencia de zinc!V,

Una noche de abril de 1983(" encontré la solucién a ese problema y muchas otras
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cosas mds que ni se imaginaba, al realizar un experimento con la enzima DNA
polimerasa dos veces para:

1.- Eliminar los NTPs extrafios de la muestra

2.- Incorporar los ddNTP marcados.

El razonamiento que siguié para llegar a esta solucién fue que si existfan
suficientes nucleétidos para interferir con el expcrimento, también serfan
suficientes para que la DNA polimerasa actuara sobre ellos.

Al correr la muestra en una reaccién preliminar simulada en presencia de los
cebadores y la polimerasa pero sin ddNTPs, se observa que se agotan los
nucle6tidos presentes en la muestra al ser incorporados por la extensién de los
oligonucledtidos. Al aumentar la temperatura de la muestra, se logra la separacién
de los oligonucleétidos sintetizados e hibridados a la muestra de DNA, Los
oligonucleétidos que han sido extendidos también se encontrardn presentes en la
muestra, pero como habrd mayor cantidad de cebador sin extender en la mezcla,
la muestra de DNA probablemente se hibridard con los cebadores que no han sido
extendidos cuando la mezcla se enfrie. Posteriormente se puede afiadir los ddNTPs

y mds DNA polimerasa para lograr realizar e! experimento de secuenciaci6n,

El doctor K. Mullis preocupado en si podrfa haber interferencia en la extensién
de los cebadores de la reaccién preliminar con la reaccién subsecuente,
repentinamente se dio cuenta que los oligonuciedtidos extendidos presentarfan la
misma secuencia de bases que la muestra de DNA . La reaccién preliminar
duplica el mimero de moléculas de DNA muestra. Ese fue el principio de la

reaccion en cadena de la DNA polimerasa®”,

Posteriormente se percaté de que podfa producir secuencias de mayor tamafio
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del DNA muestra, al disefiar cebadores que hibridaran a mayor distancia uno del
otro. Los fragmentos siempre serfan entidades discretas de una longitud
especffica.®

Dado que la desnaturalizacién del DNA debe de hacerse a temperaturas elevadas
donde la polimerasa es destruida, era preciso afiadir enzima en cada ciclo, con lo
que la técnica era cara y complicada®®,

Mullis convenci6 a un colega de Cetus que estudiaba bacterias que viven en los
geisers (manantiales de agua caliente) submarinos, para que aislara una polimerasa
que fuera termorresistente y obviara este dltimo problema. Con el aislamiento de
Ia DNA polimerasa de Thermus aquaticus® ( o polimerasa Taq) la técnica de PCR
se volvié un método sencillo susceptible de automatizacién, por lo que rdpidamente
fue patentada por Cetus. Esta polimerasa ahora se produce por ingenierfa genética
en bacterias™,

Existen hoy en dfa numerosas variantes de la técnica original de PCR que
permiten amplificar e} DNA en las mds diversas condiciones, introducir cambios
aleatorios o dirigidos en regiones génicas determinadas, asf como realizar pruebas
diagn6sticas para localizar mutaciones en secuencias problema. PCR es una de las
técnicas m4s empleadas tanto en la investigacién bdsica de biologfa molecular
como en el diagndstico molecular de enfermedades hereditarias®, Dado el
potencial de amplificar secuencias de DNA a partir incluso de una molécula, esta
técnica ha sido acoplada a metodologfas de identificacién de individuos por medio
de las llamadas huellas génicas, usadas en medicina forense e investigaciones

criminalfsticas, as{ como es el caso de restos arqueolégicos orgdnicos, dando
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origen a una nueva ciencia: la paleontologfa molecular.

La polémica patente de Cetus, que cubre el concepto general de PCR, estd
actualmente en posesién de Hoffmann La Roche™ e impide a cualquier compaiifa
o investigador realizar el proceso sin el uso de la enzima Amplitaq™ o similar.

Bn 1993, Karl Mullis recibié el premio Nobel de Qufmica®.



BASES TEORICAS: REPLICACION DEL DNA

La estructura de doble helicoide del DNA, propuesta por Watson y Crick en
1953 y basada en patrones de difraccién de rayos X de fibras de DNA posee

entre otras las siguientes caracterfsticas®:

a) Existen dos cadenas helicoidales de polinucleétidos que se encuentran orientadas
en direcciones opuestas y giran alrededor de un eje comin formando una doble
hélice dextrégira.

b) Las bases de purina y de pirimidina se encuentran ubicadas en el interior de
la hélice, mientras que las unidades de fosfato y de desoxiribosa lo estdn en
el exterior. Los planos que contienen las bases son perpendiculares al eje de
la hélice. Los planos que contienen los azicares forman 4ngulos casi rectos con
las bases.

¢) La adenina (A) se aparea con la timina (T), y la guanina (G) con la citosina
(C); los pares de bases AT son estabilizados por dos puentes de hidrégeno
dirigidos con precisién, y los pares GC lo estdn por tres puentes. Asimismo la
hélice es estabilizada por interacciones entre las bases pertenccientes a la misma
hebra,

d) El didmetro de la hélice es de 20 A, Las bases adyacentes son separadas 3.4 A
a lo largo del eje de 1a hélice y desplazadas por una rotacién de 36 grados. Por
lo tanto, la estructura helicoidal se repite cada diez residuos; es decir a
intervalos de 34 A,

e) La secuencia de bases a lo largo de la cadena del polinucle6tido no estd
restringida en modo alguno, La secuencia precisa de bases codifica y

transporta la informacién genética.
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La replicacién del DNA es semiconservativa, cada una de las dos hebras sirve
de molde para su replicacién. El mecanismo semiconservativo de la replicacién,
significa que una de las dos cadenas de cada molécula hija de DNA se sintetiza de
nuevo, mientras que la otra que deriva de la molécula de DNA parental, se

conserva®®,

Las dos hebras pueden separarse ficilmente cuando se escinden los enlaces de
hidr6geno entre las bases apareadas. Esto puede lograrse calentando la disolucién
del DNA o bien aiadiendo un dcido o dlcali para ionizar sus bases. El
desenrollamiento de la doble hélice se conoce como fusién porque ocurre
bruscamente a una temperatura determinada. La temperatura de fusién ( T,, ) se
define como aquella temperatura en la cual se desnaturaliza la mitad de la
estructura helicoidal. La fusién del DNA se puede determinar midiendo la

absorbancia a 260 nm™,

La temperatura de fusién de una molécula de DNA depende en gran medida de
su composicién de bases. Las moléculas ricas en pares de bases GC tienen
temperaturas de fusién mds elevadas que las que tiene abundancia de pares AT.
Los pares GC son mds estables que los AT porque se mantienen unidos por tres

enlaces de hidrégeno en vez de dos®?.

Las hebras complementarias de DNA separadas se reasocian espontdneamente

formando una doble hélice cuando la temperatura desciende por debajo de la T,,.

Durante la replicacién del DNA intervienen de un modo interrelacionado y

coordinado mds de 20 protefnas, entre ellas las DNA polimerasas®-",
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La DNA polimerasa I no es la enzima que replica la mayor parte del DNA en
E. coli, sin embargo juega un papel crftico en la replicacién y también en la
reparacién del DNA. Por otra parte, es la DNA polimerasa mds sencilla y 1a mejor

conocida®,

La DNA polimerasa I es un monémero de 103 kd, que cataliza la adicién de las
unidades desoxirribonucleotidicas a la cadena de DNA. Para ello requiere de los
cuatro desoxirribonucle6tidos trifosfato ( dATP, dGTP, dCTP y dTTP ), ademds
de Mg?*. Esta enzima adiciona desoxirribonucle6tidos en el 3'-OH libre de la

cadena que sufre la elongacién, la cual avanza en sentido 5°-->3°,

dNTP + (ANMP)n =====> ( dNMP)n+t + PPi
DNA DNA extendido

Se requiere para comenzar una cadena cebadora con un grupo 3'-OH libre.
También es esencial un DNA molde que contenga una regién con una sola hebra,
La DNA polimerasa cataliza el ataque nucleofilico del 3'-OH terminal de la cadena
cebadora al dtomo de fésforo mds interno de un NTP. Se forma un puente
fosfodiéster con eliminacidén de pirofosfato. La subsecuente hidrélisis del
pirofosfato PPi por una pirofosfatasa inorgénica favorece la reaccién. La DNA
polimerasa I es una enzima moderadamente progresiva: cataliza miltiples pasos de

polimerizacién (aproximadamente 20) antes de disociarse del DNA molde.®

Una caracteristica que llama la atencién sobre esta enzima, es que recoge las

instrucciones de secuencia de su molde. Fue la primera enzima dirigida por molde
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que se descubrid, La polimerizacién se cataliza por un solo centro activo que
puede enlazarse a cualquiera de los cuatro dNTPs. El enlace a uno u otro depende
de Ia base correspondiente de 1a hebra molde. La probabilidad de que se forme un
enlace y de que se establezca un puente fosfodiéster es muy pequefia, a menos que
el nucleStido que llegue forme puentes de hidrégeno con el nuclebtido

complementario de la hebra molde®,

Otro aspecto llamativo de la DNA polimerasa I es que corrige los errores del
DNA eliminando los nucledtidos erréneamente apareados. Estas propiedades de la
DNA polimerasa I contribuyen a la excepcional fidelidad en la replicacién del

DNA, que tiene una tasa de error inferior a uno por cada 10° bases™,

La DNA polimerasa I posee un grupo sulfhidrilo, que no participa en la reaccién,
también presenta un puente disulfuro. La enzima contiene un 4tomo de zinc en el
sitio activo, el cual es esencial para su actividad. La molécula es esférica y tiene
un didmetro aproximadamente de 6,5nm, en comparacién con el didmetro de la
doble hélice de DNA que es de 2nm. La enzima puede adicionar hasta 1,000

nucledtidos por minuto por molécula de enzima a 37°C™,

ACTIVIDAD DE EXONUCLEASA 3'-->5°

La DNA polimerasa puede catalizar 2 hidrdlisis de cadenas de DNA ademds de
la actividad como polimerasa que ya habfa sido mencionada™. La enzima, como
se observa en la figura N. la, cataliza la hidrélisis de los nucleétidos del extremo
3" de las cadenas de DNA, las condiciones®™™ que debe de cumplir este

nucledtido ademds de no ser complementario son : el tener un extremo 3'-OH
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libre y no ser parte de una doble hélice. por lo tanto, l]a DNA polimerasa 1
presenta actividad de exonucleasa 3'->5" lo cual tiene una funcién correctora en
la polimerizacién.

La DNA polimerasa I elimina los residuos no complementarios del extremo
cebador antes de proseguir con la polimerizacién, y examina el resultado de cada
polimerizacién que cataliza antes de la incorporacidn del siguiente nucleGtido. Esta
actividad mejora en gran medida la exactitud de la replicacién del DNA porque
sirve como segundo examen de correccién del emparejamiento de las bases. Los
virus que poseen una DNA polimerasa con actividad de exonucleasa 3’-->5’
disminuida tienen una tasa de mutacién mucho mayor de lo normal. Por el
contrario, los fagos con actividad de exonucleasa mejorada tienen disminuida la

tasa de mutaciones espontdneas.
Pigura N° 1a. Actividad de exonucleasa 3/-->5/%%
5¢ 3¢

AT~
AT~
AT~
A- ‘T'—‘
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de lisis
3/ HO §
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57

ACTIVIDAD DE EXONUCLESA 5'-->3'

La DNA polimerasa I también puede hidrolizar al DNA a partir del extremo 5’

de la cadena, siendo ésta una funcién muy diferente a la antes mencionada®!
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(figura N° 1b). El enlace escindido debe de estar situado en una regién de doble
hélice. En segundo lugar, la escisién puede ocurrir en el enlace fosfodiéster
terminal o en un enlace situado a varios residuos de distancia del extremo 5' ( el
cual puede llevar un grupo hidroxilo libre o fosforilado). Ademds, la actividad de
exonucleasa 5'-->3'®@  aumenta cuando hay sfntesis simulténea de DNA. El
centro activo para esta actividad, se encuentra separado del centro activo para la
polimerizacién y la hidrélisis 3’-->5'. La DNA polimerasa I posee tres diferentes

sitios activos en una sola cadena polipeptidica® ( figura N° Ic).

La actividad exonuciedsica 5'-->3' juega un papel clave en la replicacién del
DNA porque elimina al RNA cebador, ademds participa corrigiendo errores de
diferente tipo a los que corrige la polimerasa por su accién 3'-->5'. Por ejemplo
la exonucleasa 5’-->3" participa en la escisién de los dimeros de pirimidina que

se forman por exposicién del DNA a Ja luz ultravioleta®,

Figura N° ib. Actividad de exonucleasa 5/-->3/%
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La monocadena polipeptfdica de 1a DNA polimerasa puede dividirse por la
accién de ciertas enzimas proteolfticas en dos fragmentos (figura N° Ic) . El
primero es pequefio, de 36 kd con toda la actividad de exonucleasa 5'-->3'
original, y el segundo es de 67 kd, también llamado fragmento de Klenow, con el

conjunto de las actividades de polimerasa y de exonucleasa 3'-->5'%,

Figura N°1c. DNA polimerasa 1 de E. coli®

Exonucleasa Exonucleasa Polimerasa
§1=w=>3/ 31 -=>57

Fragmento Fragmento grande

pequefio ( fragmento de Klenow)

Los estudios de cristalograffa con rayos X rcalizados al fragmento de Klenow
han revelado que estd formado por dos dominios distintos. El dominio pequeiio,
probablemente contiene el centro exonucledsico 3'-->5' porque se une a los
desoxirribonucledsidos monofosfato, lo que inhibe la actividad de nucleasa pero
no la de polimerasa. El grupo fosfato del dTMP se une en seguida a un ién Zn**,
E! dominio mayor forma una estructura con una hendidura profunda que se parece
a una mano derecha que sostienen una varilla. La hendidura tiene una anchura de
25 A, una profundidad de 30 A y una longitud de alrededor de 50 A. El centro
exonucledsico del dominio pequefio estd a 25 A del centro de la polimerasa del
dominio grande. Una posibilidad sugestiva es que la cadena de DNA en
crecimiento permanezca en el centro de la polimerasa hasta que se detecte un par

de bases erréneas, lo que desencadenarfa su translocacidn al centro exonucledsico
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3’-->5’ para la escisi6n®,

La actividad de DNA polimerasa también se ha encontrado en otras bacterjas.
Gracias al trabajo efectuadoen los laboratorios de F. J. Bollum, J.N. Davidson y
el de otros investigadores®, se ha encontrado esta actividad en células animales
y vegetales, Ademds, las células eucariontes contienen miitiples formas de DNA
polimerasas, las cuales difieren en peso molecular, en localizacién ( nucleares,
citoplasmdticas, mitocondriales)®*,

La DNA polimerasa II fue descubierta en los laboratorios de M. L. Gefter,
C.C. Richardson y R. Knippers de forma casi simultdnea®, Es caracterfstica su
inhibicién por agentes bloqueadores de grupos sulfhidrifo, a diferencia de la DNA
polimerasa I que no se ve afectada por este tipo de compuestos. Su masa molecular
relativa es muy similar, pero su actividad es mucho menor, alrededor del 5% del
de ia DNA polimerasa I. No posee actividad de exonucleasa 5'-->3', y sus
requerimientos son mds estrictos tanto para el cebador como para la hebra molde,
ya que unicamente es efectivo para DNA de doble cadena con espacios vacios o
extremos con cadena sencilla de menos de 100 nucledtidos. Se cree que puede
estar involucrada en procesos de reparacién del DNA, pero las mutantes de £, coli
que carecen de esta enzima, no muestran deficiencias en la replicacién ni en su

crecimiento®,

La DNA polimerasa III fue descubierta en 1972 por T. Kornberg ( quien es hijo
de A. Kornherg) y M.L. Gefter™, Es la polimerasa més activa de las tres, siendo
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15 veces mis activa que la polimerasa I y 300 veces mds activa que la 11.Esta
polimerasa, también es inhibida por los reactivos bloqueadores de grupos
sulfhidrilo y presenta actividad de exonucleasa 3°-->5'® |

REPLICACION DEL DNA

La replicacién del DNA en E. coli comienza en un origen tnico  (oriC) y
prosigue secuencialmente en direcciones opuestas. La protefna dnaB, una helicasa
dependiente de ATP, desenrolla la regi6n oriC para crear una horquilla de
replicacién, En esta horquilla, ambas hebras del DNA parental sirven de molde
para la sintesis del nuevo DNA ( figura N° 2). La sintesis del DNA se inicia con
un fragmento corto de RNA formado por la "primasa”, una RNA polimerasa, Una
hebra de DNA ( la hebra Ifder) se sintetiza de forma continua, mientras que la
hebra rezagada se sintetiza de forma discontinua, por medio de fragmentos de 1kb
de longitud conocidos como fragmentos de Okazaki. Ambas hebras nuevas se
forman por la accién de la holoenzima DNA polimerasa III en la horquilla de
replicacién. El ensamblaje discontinuo de la hebra rezagada permite que la
polimerizacién 5'-->3" a nivel atémico produzca un crecimiento global de esta
hebra en sentido 3'—->5'. La primera porcién de RNA ( cebador) se hidroliza por
la actividad exonucleasa 5'-->3" de la DNA polimerasa I, que también es quien
rellena los huecos. Finalmente, los fragmentos del nuevo DNA se unen por la -
DNA ligasa en una reaccién dirigida por ATP 0 NAD*. El desenrollamiento del
DNA de Ia horquilla de replicacién esté catalizado por la protefna rep, una helicasa
dependiente de ATP. La DNA girasa también realiza un papel clave introduciendo
superenrollamientos negativos y permitiendo que el diplex hijo se separe del
parental®%67,
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Figura N° 2. Mecanismo de Replicacién del DNA®?
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FUNDAMENTO DE LA TECNICA DE PCR

Esta técnica se basa en la accién de una enzima, la DNA polimerasa, la cual es
capaz de replicar una hebra nueva formada por nucledtidos complementarios,
tomando como modelo una de las hebras del DNA. La estrategia consiste en
ampliftcar una secuencia de DNA por medio de la DNA polimerasa a partir de una
pequefia muestra de DNA, en presencia de dos oligonucledtidos o cebadores, que
delimitan la regidn que se va a amplificar, los cuales se unen al extremo 3' de
cada una de las cadenas de DNA, El fragmento de DNA sintetizado, generalmente
posee de 50 a 2,500 nucletidos®.

Cada ciclo de amplificacién consta de tres etapas (figura N°3) :

1.- DESNATURALIZACION.- La doble hélice de DNA se calienta a 94°C, lo

que permite romper los puentes de hidrégeno existentes entre las bases de las dos

hebras,

2.-UNION DE LOS CEBADORES.- La temperatura se disminuye hasta
aproximadamente 50°C en presencia de los cebadores. Entonces, estos se unen
especfficamente en los extremos de la regién a amplificar, cada uno en la hebra

que le corresponde.
3.-ELONGACION.- La temperatura de eleva a 72°C; la DNA polimerasa alarga

las nuevas hebras de DNA a partir de los cebadores, uniendo nucledtidos trifosfato
( dATP, dGTP, dTTP y dCTP ).
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Figura N° 3, Fundamento de la Técnica de PCR®
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Estas operaciones constituyen un ciclo de amplificacién y resultan dos nuevas
copias del fragmento de DNA. En el ciclo de amplificaci6n siguiente, que pasa por
las mismas tres etapas ( desnaturalizacién y separacién de hebras, unién de los
cebadores y elongacién), estas nuevas hebras servirdn, a su vez, de matrices para
la DNA polimerasa. De este modo se obtienen 2° fragmentos después de n ciclos.
El aumento del nimero de moléculas de DNA es exponencial, como se observa en
la figura N° 4. En la prdctica el rendimiento es menor, y desciende cuando el

nimero de copias es alto con respecto al mimero inicial,

Figura N° 4, Amplificacién Exponencial®
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- DNA POLIMERASAS EN PCR

Inicialmente, la técnica de PCR empleaba la polimerasa I de E. coli,
especificamente el fragmento Klenow (POII-kF) para la extensién de los
cebadores. Esta enzima se inactivaba por las elevadas temperaturas que se
requieren para separar las dos hebras del DNA al comienzo de cada ciclo, por lo

tanto se requerfa adicionar enzima fresca a cada nuevo ciclo.®

Caracterfsticas y Propiedades de la Enzima DNA Polimerasa Taq

Thermus aquaticus cepa YT1, es una eubacteria termdfila, capaz de desarrollarse
a 70-75°C. Originalmente, fue aislada de un manantial de agua caliente en el
Parque Nacional de Yellowstone y descrita por primera vez hace m4s de veinte
afios( Brock y Freeze 1969¢%),

Puede presentar actividad especffica de polimerasa de 200,000 U/mg ( S. Sofftel,
en preparacién), migra en SDS-PAGE ligeramente mds rdpido que la Fosforilasa
B ( 97.3 kDa) y tiene una masa molecular relativa inferida ( de acuerdo a la
informaci6n de su secuencia) de 93,910 Da(Lawyer et al 1989)(10:11i12) |

Efecto de la Temperatura

La temperatura éptima que presenta depende de la secuencia de DNA a extender
pero se encuentra entre 75-80°C. Su velocidad de polimerizacién es cercana a 150
nucleétidos/ segundo / enzima. A temperaturas inferiores su actividad disminuye,
esto puede implicar un deterioro en la habilidad de la polimerasa para extender a
través de regiones que presentan estructura secundaria intramolecular . También

se observa baja actividad a temperaturas mayores a 90°C. La enzima resiste aitas
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temperaturas, la limitante es mds bien la estabilidad del cebador y del DNA.UP

Mg+ / dNTPs

La enzima es sensible a las concentraciones del i6n magnesio, asf como a la
naturaleza y concentracién de los ijones monovalentes ( D.H. Gelfand, en
preparacién) . El magnesio a altas concentraciones es inhibitorio, con 40-50% de
inhibicién a 10mM MgCl,. Ya que los INTP pueden unir Mg?*, la concentracién
precisa de magnesio que se requiere para la mixima activacién de la enzima

depende de la concentracién en la que se encuentren los ANTPs! !9,

Actividad de Nucleasa / Fidelidad

La enzima DNA polimeresa Taq (94kD) purificada, ademds de la capacidad de
polimerizacién, posee actividad de exonucleasa 5'-->3" pero carece de actividad
de de exonucleasa 3'-->5’ a diferencia de la polimerasa I de E. coli que presenta
las tres actividades. A pesar que no se ha medido cinéticamente, la DNA
polimerasa Taq parece elongar en forma menos eficiente un complejo cebador-
DNA molde mal apareado que uno correctamente aparcado. No sabe si la DNA
polimerasa Taq contiene una actividad de exonucleasa 3’-->5’ separada, que
pueda estar asociada con la polimerasa in vivo, Debido a que €l protocolo que se
emple§ para purificar la DNA polimerasa Taq nativa estaba destinado a obtener
una enzima con una dnica cadena polipeptidica, podrfa ser que la subunidad

asociada con esta actividad exonucledsica no se hubiera detectado!'?,

. Sales Monovalentes e Inhibidores

Concentraciones modestas de cloruro de potasio (KC1) estimulan fa velocidad de

sfntesis de la polimerasa Taq en un 50-60%, con un dptimo aparentemente a
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50mM. Concentraciones mayores son inhibitorias.
Concentraciones bajas de urea, dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida
(DMF), o formamida no modifican la actividad de la polimerasa Tag, a diferencia

de la enzima Klenow que aumentan su actividad. Concentraciones mayores de

algunos de ellos son inhibitorias‘!'?,

VENTAJAS DE EMPLEARLA:
a) La introduccién de la DNA polimerasa termoestable, polimerasa Taq, aislada
de la bacteria Thermus aquaticus transformé el método de PCR en una simple y

robusta reaccién, la cual pudo ser automatizada por un ciclizador térmico®?,

b) E! método de PCR inicial, empleando la enzima Klenow a 37°C, no era muy
especffico, se amplificaba el DNA hasta un millén de veces, pero lo que se
obtenfa, no era el fragmento deseado. Se calcula que su especificidad era de
aproximadamente 10°. El uso de la polimerasa Taq, no s6lo simplificé el
procedimiento, sino que también aument6 la especificidad de Ia reaccién. La mds
elevada temperatura éptima para esta enzima, (aproximadamente 75°C) permite el
uso de temperaturas mds elevadas para que ocurra la unién al cebador y la
extensién aumentando el rigor de la reaccién y minimizando la extensién de

cebadores que se emparejan erréneamente con el DNA,

c) Un problema que se presenta en esta técnica €s que en los ciclos avanzados del
proceso llega el momento en que la enzima no es suficiente para realizar la
extension de todos los complejos cebador-DNA molde que existen para ese ciclo,
lo que conduce a una reduccién en la eficiencia y la aparicién de una meseta en

la amplificacién de la reaccién. Esto ocurre mucho mds tarde si se emplea la
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polimerasa Taq en vez de la Klenow ( en 30 ciclos en vez de 20 ciclos para lug
de DNA genémico) debido a la mayor especificidad de la primera™,

d) El uso de la polimerasa Taq también permite la amplificacién de fragmentos
mds largos ( hasta de 10,000 pares de bases, aunque con menor eficiencia) que la
enzima Klenow ( menos de 400 pares de bases)!'*.

Ademds del aislamiento y purificacion de la DNA polimerasa de T. aquaticus,
también se han estudiado y parcialmente caracterizado las polimerasas de Bacillus

stearothermophilus""

, otras especies de Thermus"" y otras especies divergentes de
las arquebacterias. Estos organismos se incuban a temperaturas entre 60°C ( B.

stearothermophilus YV y 87°C ( S. solfararicus)".

Existen otras enzimas se que se han explotado recientemente como la DNA
polimerasa UITma""? la cual provino inicialmente de una eubacteria gram negativa
y termorresistente llamada Thermotoga maritma (Tma), y ahora se obliene por
clonacién y expresién en E. coli. Su temperatura éptima se encuentra entre 80 y
85°C, por lo que presenta una mayor estabilidad térmica que la DNA polimerasa
Taq, ademds por el hecho de poseer la actividad exonucledsica 3'--> 5°, muestra
también una mayor fidelidad"”, Sin embargo, esta enzima presenta cicrtas
desventajas, cntre las que destaca el hecho de que hidroliza el DNA de cadena
sencilla, ademds de ser mucho mds lenta que la DNA polimerasa Taq para
incorporar los nucledtidos. Esta enzima posee ciertos usos muy especificos entre
los que sobresale la clonacién, La DNA polimerasa Taq sigue siendo la enzima

mds ampliamente utilizada para PCR",
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COMPONENTES Y CONDICIONES GENERALES DE LA
REACCION DE PCR

En vista de la gran cantidad de aplicaciones que presenta esta técnica, es casi
imposible describir un juego de condiciones que garanticen éxito en todas las
situaciones. La condiciones de Ia reaccién de PCR que se presentan a continuacién
deben de ser adecuadas para la mayorfa de los casos, o por lo menos sirven como
condiciones iniciales.

1.- La técnica de PCR generalmente se realiza en un volumen total de 100 ul
contenidos en un microtubo de 0.5 ml, se mezclan los componentes especificados

en la tabla N° 1 y se cubre con aceite mineral.

Tabla N°1. Compenentes de Reaccién

Componente Saiki R K Innis M A et Saiki R K
(1989)44 al (1990)"9 (1989)¢1@

DNA muestra 10% a 10° 10° a 10° 0.01 pg
moléculas * moléculas *

Cebadores 0.25 uM 0.2 uM 0.1-1 uM

Amortiguador Tris- 10 mM 20 mM 10 mM

HCI (pH 8.4)

DNA polimerasa 2.5 unidades 2 unidades 2 unidades

Taq

dNTPs 200 pM cfuno | S0 pM c/uno 200 uM c/uno

MgCl, 1.5 mM 1.5 mM 1.5 mM

gelatina o albimina

sérica bovina 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml

KClI 50 mM 25 mM 50 mM
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* 1 ug de DNA gendmico humano de copia sencilla equivale a 3 x 10° moléculas
blanco. 10 ng de DNA de levadura equivale a 3 x 10° moléculas blanco. 1 ng de
DNA de Escherichia coli equivale a 3 x 10° moléculas blanco™™.

La técnica de PCR se realiza al incubar las muestras a tres temperaturas
diferentes, correspondiendo cada una de ellas a las etapas del ciclo: amplificacidn-
desnaturalizacién, unidn al cebador y extensioén. Estos ciclos se pueden lograr de
forma manual, mediante bafios a las temperaturas adecuadas, o automdticamente

con un ciclizador t&rmicot™.

2.- Bl nimero de ciclos que se recomicnda realizar es de 25 a 35 ciclos usando el
siguiente perfil de temperaturas:

Desnaturalizacién : 94°C por 20 segundos™ o 96°C por 15 segundos'’

{Generalmente es deseable un tiempo inicial mayor)
Unién del cebador : 55°C de 20-30 segundos.
Extensién : 72°C de 30 a 90 segundos.

3.~ Los ciclos deben de finalizar con una extensi6n final a 72°C de 5 minutos. La
reaccién se detiene al enfriarla a 4°C y/o adicionar EDTA hasta una concentracién
de 10 mM.

Para optimizar la amplificacién, o en aquellos casos en los cuales las condiciones

antes mencionadas no producen los resultados deseados, la siguiente seccién

-
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describe la funcidn y efectos de cada componente, asf como algunas de las maneras
en que se puede mejorar Ia técnica.

COMPONENTES DE LA REACCION

Concentracién de Enzima:

Un rango de concentraciones recomendado para la enzima DNA polimerasa Taq
( Perkin-Elmer Cetus) es entre 1 y 2.5 unidades ( TSA = 20 unidades /pmol )
para un volumen de reaccién de 1001 cuando los demds pardmetros se encuentran
optimizados"*'®, Sin embargo los requerimientos de enzima pueden variar con
respecto a cebadores o a muestras de DNA particulares(!¥,

Cuando se desea optimizar una técnica de PCR es recomendable ensayar con
concentraciones de enzima que varfen desde 0.5 a 5 unidades / 100 pl y valorar
los resultados por electroforesis en gel®®,

Si la concentracién de enzima es muy alta, se pueden llegar a acumular productos
inespecfficos de fondo y, si la concentracién es muy baja, se produce una cantidad

insuficiente del producto deseado®,

La DNA polimerasa Taq se encuentra disponible de un nimero de distribuidores
( Perkin-Bimer Cetus Instruments, New England Biolabs, Stratagene) por lo que
se puede comportar de forma diferente ya que se trata de diferentes formulaciones,

condiciones de ensayo y/o unidades®*'®,

Desoxirribonucledtidos Trifosfato (dNTPs):
Las concentraciones de desoxirribonucledtidos ( dATP, dCTP, dTTP y dGTP)
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deben ser entre 20 y 200 gM de cada uno, resultando en el balance dptimo de
produccién, especificidad y fidelidad!*'™),

Los cuatro desoxirribonucleétidos deben de adicionarse en concentraciones

equivalentes para minimizar errores de mala incorporacién.

Las soluciones patrén de dNTPs deben de neutralizarse a pH 7 y sus
concentraciones se determinan por espectrofotometrfa ultravioleta, Las soluciones
ya neutralizadas se pueden obtener de diversas fuentes ( USB, Sigma, Pharmacia).
Se pueden adquirir a menor costo en forma de liofilizados, los cuales requieren su
preparaci6n en forma acuosa incluyendo la neutralizacion con NaOH y valorar su

concentraciént*,

Los estdndares primarios se diluyen a 10 mM, se alicuotan y almacenan a -20°C.
es recomendable contar con una solucién de trabajo de I mM de cada dNTP, La
estabilidad de los dNTPs durante los ciclos de PCR es tal que el 50% permanece
como dNTP después de 50 ciclos®®,

La especificidad y la fidelidad del PCR se incrementan al emplear menores
concentraciones de dNTPs que las que se empleaban cuando se utilizaba el
fragmento Klenow de E. coli (1.5nM de cada uno)',

Bajas concentraciones de ANTP minimizan los errores de unién del cebador y

reducen la posibilidad de extender los nucledtidos mal incorporados.

En cada caso se debe elegir la concentracién minima de dNTPs que sea suficiente
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para la composicién y longitud de la secuencia blanco. Por ejemplo 20 uM de cada
dNTP en una reaccién de 100 gl es teGricamente suficiente para sintetizar 2.6 pg
de DNA 6 10 pmol de una secuencia de 400 pares de bases™,

Concentracién de Magnesio:
Aporta gran beneficio a la técnica optimizar la concentracién de magnesio. La
concentracién de magnesio puede afectar lo siguiente!™:
a) unién del cebador
b) temperatura de disociacién del DNA muestra y del producto
c) especificidad del producto
d) formacidn de artefactos como los dimeros de cebador

e).fidelidad y actividad de la enzima.

Generalmente concentraciones excesivas de magnesio resultarfn en la
acumulacién de productos inespecificos de amplificacién, y concentraciones
sub6ptimas del i6n disminuyen la produccién de DNAU9,

En vista de que los dNTPs aparentemente se unen en forma cuantitativa al ién
Mg**, 1a cantidad de dNTPs presente en la reaccién determinar4 la cantidad de
magnesio libre disponible para la enzima. La concentracién de magnesio debe de
ser de 0.5 a 2.5 mM por encima de la concentracién total de dNTPs*. Por
ejemplo cuando ta concentraci6n total de dNTPs es de 0.8 mM, si se adiciona 1.5
mM de MgCl, queda libre 0.7 mM de magnesio para la enzima. Cuando se
modifican las concentraciones de dNTPs hay que compensar modificando también
la concentracion en el MgCL!",
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La presencia de EDTA u otro agente quelante en alguna de la soluciones o en la
muestra de DNA puede perturbar Ia concentracién, aparentemente dptima, de
magnesio®,

Seleccién de Cebadores

Las concentraciones dptimas de cebadores son generalmente de 0.05 a 0.5
#MU319 Concentraciones mayores promueven la unién equivocada al DNA molde
y la acumulacién de producto inespecffico, ademds pueden aumentar la

probabilidad de generar artefactos como los llamados dfmeros de cebador™,

Los productos inespecificos y los dfmeros de cebador se vuelven sustrato para
los subsecuentes ciclos de PCR y compiten con el producto deseado por la enzima,

dNTPs y cebadores, resultando una baja sintesis del producto deseado™,

La mayorfa de los cebadores poseen de 20 a 30 pares de bases y presentan una
composicién de G + C del 50 al 60%“*. Se pueden sintetizar cebadores mds

largos, pero generalmente no son necesarios,

Desafortunadamente la seleccién o disefio de un cebador espectfico y eficiente
sigue siendo de forma empfrica. No existe un juego de reglas que asegure un par
de cebadores efectivos. Sin embargo existe una serie de reglas o gufas para ayudar

en el disefio de un cebador eficiente. Entre ellas se encuentran las siguientes!’:

a) Generalmente los cebadores poseen 20 a 30 pares de bases y su composicién es
de 50 al 0% G + CY%,
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b) Las Tm calculadas para un par de cebadores deben ser balanceadas, Para este
propdsito se pueden calcular otorgdndole 2°C acada A6 T y 4°Cacada G6 C
(dependiendo de la aplicacién, las Tm varfan entre 55 y 80°C)"¥,

¢) Se debe evitar cuando sea posible, secuencias (de 3 o mds ) de C 6 G en el
extremo 3 de los cebadores pues esto puede promover una unién equivocada en

regiones ricas en G + C y también secuencias palindr6micas™,

d) Se recomienda elegir un cebador con una distribucién al azar de bases y un
contenido de G,C similar al fragmento que se desea amplificar. Se debe de tratar
de evitar cebadores que contengan secuencias de polipurinas, polipirimidinas u

otras secuencias inusualest*9,

€) Evitar secuencias con estructura secundaria significativa, particularmente en el
extremo 3. Existen programas de computacién como el " Squiggles” o " Circles"

que son muy itiles para detectar estas estructuras(®),

f) Hay que analizar los cebadores entre sf para asegurarnos de que no exista
complementaridad entre sus bases. En particular hay que evitar la
complementaridad en los extremos 3’ de los cebadores, ya que ésto promueve la
formacién de dimeros de cebadores, lo que disminuye la sfntesis del producto
deseadot™'9),

Secuencias que no sean complementarias al DNA matriz pueden ser incorporadas
al extremo 5' del cebador, Estas secuencias exégenas son incorporadas al producto

de PCR ( doble hélice) y representan un instrumento para introducir sitios de
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restriccién, un codon de inicio ATG o elementos regulatorios ( por ejemplo:
promotores) al final de las secuencias amplificadast4!%,

Se puede incorporar internamente bases mal apareadas para analizar
mutagénesis™®, Los cebadores degenerados se pueden emplear para aislar genes
nuevos en base a su similaridad y/o secuencia de aminodcidos. Si se requieren
cebadores cortos o degenerados, estos se pueden usar siempre y cuando el perfil
térmico de la reacci6n se encuentre adaptado para reflejar la baja estabilidad del
DNA matriz unido at cebador. (Para cebadores altamente degenerados, es
preferible que la secuencia menos ambigiia se encuentre en el extremo 3’ del
cebador, hasta el grado de sintetizar una seric miltiple en la cual las diferentes

permutaciones de la secuencia 3' se mantengan constantes)!!¥,

Dimeros de Cebador;

Son artefactos producto de la amplificacién del DNA que se observan en el
producto del PCR, especialmente cuando se realizan muchos ciclos de
amplificacién en una muestra que contiene inicialmente muy pocas copias del DNA
matriz". Los fragmentos de DNA de doble cadena que se forman, son de longitud
similar a la suma del tamafio de los dos cebadores, debido a que estos se producen
por la superposicién de algunas bases entre ellos. El resultado de esto, es una
elongacién de ambos cebadores en la misma molécula. La concatenacién
resultante, es DNA matriz muy eficiente que si ocurre en los primeros ciclos del
proceso, su amplificacién sobrepasa a la del DNA muestra volviéndose el producto
mayoritario al final de la reaccién'*,

El mecanismo por el que se forman los dimeros de cebador atn no es

completamente claro, la observacién de que cebadores que son complementarios
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en el extremo 3’ estdn predispuestos a formar estos dfmeros sugiere que el evento
inicial sea la interaccién pasajera que ocasiona que los extremos terminales se
encuentren cerca el uno del otro. Diversas polimerasas, incluyendo a la Taq, han
demostrado poseer una débil actividad de polimerizacién no dirigida por un DNA
molde, por la cual pueden adicionar bases a un diiplex despuntado ("blunt-ended").
Si esta actividad ocurriera también en el DNA de cadena sencilla, existe una buena
posibilidad de que la extensién formara un pequefio traslape en el extremo 3' con

el otro cebador, suficiente para producir la dimerizacién®,

OTROS COMPONENTES DE LA REACCION:
Amortiguador

Un amortiguador que se recomienda para la técnica de PCR es Tris-HC! de 10
a 50 mM ( con un pH entre 8.3 y 8.8 medido a 20°C). No se ha realizado un
estudio acerca de otros amortiguadores diferentes!'?,

El amortiguador de Tris es un amortiguador iénico, dipolar, que presenta un pKa
de 8.3 a 20°C y un delta pKa de -0.021/°C . Bt valor real de pH del Tris 20 mM
(pH 8.3 a 20°C) varfa entre 7.8 y 6.8 en las condiciones tipicas de ciclizacién
térmica®®,

Sales

Para facilitar la unién del cebador con el DNA matriz se puede adicionar hasta
50 mM de KCI. Concentraciones mayores a 50 mM inhiben la actividad de la
DNA polimerasa Taq . El NaCl puede ser adicionado pero en concentraciones
menores a 50 mM, pues de otra forma resulta inhibitorio para la enzima®®,
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Disolventes:

Mientras que el DMSO es 1til para PCR con el fragmento Klenow de E. coli
(ayuda a reducir la estructura secundaria del DNA muestra), al 10% inhibe la
actividad de la DNA polimerasa Taq en un 50%, por lo que no se recomienda para

1a mayorfa de las aplicaciones!',

Detergentes y Proteinas

La gelatina o albimina sérica bovina en concentraciones de 100 pg/ml y
detergentes no i6nicos como el Twin 20 o el Laureth 12 ( 0.05 al 0.1%; Mazner
Chemicals, Gurnee, Iilinois) se incluyen para estabilizar a la enzima. Se prefiere
la gelatina a la albimina sérica bovina, ya que esta ltima es mds facil que se
coagule durante la etapa de desnaturalizacién, ademds la gelatina se puede
esterilizar en autoclave, Varios de los protocolos funcionan adecuadamente sin la

presencia de protefna®¥,

ETAPAS DE LA REACCION

Tiempo y Temperatura de Desnaturalizacién

La causa mds frecuente de falla de la técnica de PCR es por una
desnaturalizacién incompleta del complejo DNA molde y/o del producto de
PCRY,

Las condiciones tipicas de desnaturalizacién son de 95°C por 30 segundos o
97°C por 15 segundos; sin embargo temperaturas mayores pueden ser apropiadas,
especialmente para moléculas ricas en pares G + C, por las razones antes

mencionadas'®. Solamente se requiere de unos segundos para desnaturalizar al
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DNA ¢n su Tm, sin embargo puede haber un intervalo requerido para alcanzar la
Tm dentro del tubo de reaccién, con respecto a la del bafio. Por esta razén es
conveniente monitorear la temperatura dentro del seno de la reaccién!®, ésto se

puede lograr por medio de un termopar ( Cole Parmer) y un multfmetro digital®¥,

La desnaturalizacién incompleta permite al DNA reasociarse entre sf,

ocasionando que se reduzca la amplificacién!'®,

En cambio, procesos de desnaturalizacién que son muy largos y/o que la
temperatura es muy alta, conducen a una innecesaria pérdida de la actividad
enzimitica®. La vida media de l]a DNA polimerasa Taq es: mayor a 2 horas a
92.5°C, 40 minutos a 95°C y 5 minutos a 97.5°C"9,

Unién al Cebador

La temperatura y tiempo requeridos para la unién del cebador depende de varios
factores intrfnsecos de los cebadorest®;

a) composicién de bases (G + C)

b) longitud

¢) concentraci6n a la que se encuentran

Una temperatura aplicable para la unién es de 5°C por debajo del Tm verdadero
de los cebadores. En vista de que 1a DNA polimerasa Tagq es activa en un amplio
intervalo de temperaturas, la extensién del cebador ocurre a bajas temperaturas,

incluyendo la de Ia etapa de unién al DNA molde!).

E! intervalo de actividad enzim4tica varfa dos 6rdenes de magnitud entre los
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20°C y 85°C. Las temperaturas de uni6n entre 55°C y 72°C generalmente dan los
mejores resultados'. A las concentraciones tipicas de cebador ( 0.2 uM ) el
proceso de unién al DNA molde requiere vinicamente de unos segundos, ya que
el cebador en la muestra se encuentra en exceso lo que permite una hibridacién

con el DNA molde casi instantdnea™®,

Al incrementar la temperatura de unién, aumenta la discriminacién del cebador
hacia el apareamiento a secuencias incorrectas y se reduce la extensién con
nucleétidos incorrectos en el extremo 3' de los cebadores. Por lo tanto,
temperaturas de unién estrictas en los primeros ciclos, ayudan a aumentar la

especificidad!'?.

Para lograr la mdxima especificidad en los ciclos iniciales { que son los que
presentan el mayor problema potencial de amplificacion pardsita) la polimerasa
puede ser adicionada después del primer paso de desnaturalizacién, durante el

primer periodo de unién!'®.

Las temperaturas bajas de extensidn, junto con altas concentraciones de dNTPs
favorecen las extensiones errdneas de los cebadores, asf como la extensién de

nucledtidos incorporados en forma equivocada‘'®.

Por las razones antes mencionadas, algunos investigadores argumentan que las
técnicas de PCR se deben desarrotlar usando cebadores m4s largos y sometiendo
la reaccidn a s6lo dos temperaturas. Por ejemplo de 55° a 75°C para la unién y

extensién y de 94° a 97°C para la desnaturalizacién y separacién de hebras®*!9,



En algunas situaciones, inicamente se encuentran disponibles ccbadores
constituidos por 12 a 15 bases y que requieren de una temperatura de unién de 40
a 45°C"™, Sin embargo, los cebadores de esta longitud no permanecen unidos al
DNA molde a la temperatura de elongacién (72°C). El problema puede resolverse
aproxechando la actividad parcial enzimdtica de la polimerasa a bajas temperaturas
para elongar los cebadores en cierto nimero de bases, lo cual los estabiliza. Esio
se logra en la préctica por medio de una incubaci6n intermedia a 50-60°C o por
un calentamiento gradual de 40 a 72°C*9,

Los cebadores degenerados frecuentemente presentan miltiples pares mal
apareados con el DNA molde, por lo que se sugiere un tratamiento como el antes

mencionado®™,

Elongacién del Cebador

El tiempo requerido para la elondacién del cebador depende de¢'™):
a) 1a longitud del DNA molde
b) la concentracién del DNA molde

¢) la temperatura de reaccién

Las extensiones se realizan tradicionalmente a 72°C ya que esta temperatura estd
muy cerca de la temperatura Gptima encontrada para la extencion de cebadores
unidos al DNA del fago M13¢9,

Estimando la velocidad de incorporacién de nucleétidos a 72°C varfan de 35 a
100 nucleétidos / segundo dependiendo del amortiguador, pH, concentracién de
sales y naturaleza del DNA molde®®,
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Un tiempo de elongacién de un minuto a 72°C se considera suficiente para
productos hasta de 2 kb de longitud. Sin embargo, tiempos mayores de elongacién
pueden ser (tiles en los primeros ciclos si la concentracién de sustrato es muy
baja, o en ciclos avanzados cuando la concentracién de producto excede a la
concentracién de la enzima (aproximadamente 1nM)"'%),

El paso de extensién puede ser eliminado si la secuencia blancoe posee 150 pares
de bases o menos, ya que la polimerasa conserva en forma significativa su
actividad a temperaturas menores y la elongacién completa ocurrird durante la

transicién térmica de la temperatura de unién a la de desnaturalizacién!'?,

Niimero de Ciclos
El nimero éptimo de ciclo depende principalmente de la concentracidn inicial del

DNA muestra, cuando los demds pardmetros se encuentran ya optimizados!',

Un error comtn es realizar demasiados ciclos. Citando al Dr Kary Mullis "If
you have to go more than 40 cycles to amplify a single-copy gene, there is
something seriously wrong with your PCR"®). Si requiere mis de 40 ciclos para
la amplificacién de una sola copia de un gen, es que algo estd seriamente mal con
su técnica de PCR.

Demasiados ciclos pueden aumentar la cantidad y complejidad de productos
inespecificos de fondo ( efecto meseta o "plateau"). Por otro lado, pocos ciclos

generan poco producto®’.

La tabla N° 2 proporciona una gufa del nimero de ciclos propuestos de acuerdo

a la concentracién inicial de DNA molde:(®
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Tabla N° 2. Niimero de Ciclos de Amplificacién!®

Niimero de moléculas de DNA blanco Niimero de ciclos
3 x10 25230
1.5 x 10* 30a35
1 x10° 35240
50 40 a 45

EFECTO MESETA O " PLATEAU"

La reaccién de amplificacién no es infinita, después de un cierto nimero de
ciclos la amplificacién del producto deseado deja de acumularse de forma
exponencial y entra en una fase linear o estacionaria como se observa en la figura
N° 5.

Figura N° 5. Efecto Meseta o "Plateau"®”
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El término efecto meseta o "plateau" se emplea para describir la atenuacién en
fa velocidad exponencial de la acumulacién de producto, la cual ocurre en los
ciclos avanzados de la técnica de PCR concomitantemente con la acumulacién de
0.3 a 1 pmol del producto deseado®'>!,

Dependiendo de las condiciones y ciclizacién térmica en que se realice Ia reaccién,
uno o miés de los siguientes pardmetros pueden influir en el tiempo en que se
alcance la meseta®"”;

1.- Utilizacién de sustratos ( dNTPs o cebadores, enzima)

2.- Competencia del DNA molde frente a los productos

inespecificos y los dfmeros de cebador por los reactivos.

3.- Estabilidad de los reactivos ( enzima o dNTPs)

4.- Retroinhibicién por el producto ( pirofosfato, DNA dtiplex)

5.~ Reasociacidn de los productos a concentraciones superiores a 105,

6.- Desnaturalizacién o separacién incompleta de los productos cuando éstos

se encuentran en alta concentracién.
7.~ Destrucci6n del producto por la actividad exonucledsica
§'-->3'de la DNA polimerasa Taq.

iy encia_por ell

Al inicio de la reaccién la DNA polimerasa se encuentra en exceso, pero en
ciclos mds avanzados, puede ser insuficiente para extender todos los sistemas
cebador-DNA molde que se forment'?,

Los cebadores a su vez pueden llegar a ser insuficientes para unirse a todas las
moléculas de DNA existentes en el medio, asf como los dNTPs también pueden
agotarse en el seno de la reaccién"®,

Las medidas para evitar estas causas de efecto meseta son el adicionar mayores

cantidades de reactivos, pero ésto puede traer como consecuencia el problema de
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aumentar la cantidad de productos inespecificos que se formen, aunque se puede
titular la cantidad de enzima en fases finales del ciclo cuando se sospeche que ésta
sea el factor limitante"?,

El producto deseado, los productos inespecfficos y los dfmeros de cebador
compiten por los reactivos, disminuyendo rdpidamente su concentracién. Para
evitar las reacciones de competencia, se requiere que la reaccién sea lo mds
especifica posible, reduciendo asf, la formacién de productos inespectficos(!”.
Estabilidad de reactivos

La actividad de la enzima en las condiciones de tiempo y temperatura normales
es mayor al 50% después de 50 ciclos, pero si se realizan mds ciclos su actividad
disminuye considerablemente. Si se emplean temperaturas o tiempos mayores, la
estabilidad no sélo de la enzima, sino también de los demds reactivos disminuye

reduciéndose el tiempo requerido para alcanzar la meseta”,

| produ
Algunas reacciones enzimdticas se encuentran reguladas por la concentracién de
el o los productos finales, este tipo de control se conoce como retroinhibicién o
inhibicién por productos finales. Es un mecanismo que permite ahorrar energfa,
ya que sigue la ley de accidn de masas: a medida que se incrementa la

concentracién de producto, disminuye su sfntesis!'".

Reasociacidn del Producto

La cinética de la reaccidn ( unién al DNA molde) estd determinada por la
molécula que se encuentre en mayor proporcién, Al principio de la reaccién, los
cebadores se encuentran en exceso en el medio de reaccién. A medida que

progresa la reaccién, la concentracién de DNA molde aumenta y la concentracién
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de cebadores disminuye ligeramente, por lo que se requiere de mayor tiempo para
que se forme el complejo cebador-DNA molde. Si las hebras del producto de DNA
tienen la posibilidad de reasociarse entre sf, formando un complejo estable, los
cebadores carecer4n de un sitio de unién para realizar la elongacién y por lo tanto
no se duplicars el fragmento de DNA. Esta reasociacién del DNA puede ocurrir

en segundos { o en un tiempo mds corto) cuando se trata de altas concentraciones
de DNAD,

Dismimcié la_eficiencia de D lizacié

A medida que la concentracién de DNA blanco aumenta, la temperatura de
fusién (Tm) de ese dviplex también se incrementa?,

Si la temperatura que se emplea para desnaturalizar al DNA. es muy cercana a
la Tm inicial { 90 a 92°C), a medida que avanzan los ciclos aumenta la
concentracién del DNA molde, la temperatura que existe en el seno de la reaccién
se vuelve insuficiente para lograr una desnaturalizacién completa ( menor a la
Tm), por lo que no habr4 una sintesis exponencial del producto. Para evitar esta
limitacién es conveniente emplear una temperatura de desnaturalizacién un poco

mayor (34 a 95°C) y tiempos suficientes para alcanzar la Tm"",

Destruccién del DNA por Ia aclividad de exonucleasa 5'-->3'de Ia Polimerasa
Bsta actividad separa a los nucle6tidos que se encuentren en el extremo 5’ de la
doble hebra de DNA. Cuando el DNA se encuentra en altas concentraciones en
la reaccién como resultado de los ciclos de amplificacién, hay competencia entre
la formaci6én del complejo DNA molde-cebador con la reasociacién de las hebras
complementarias del DNA molde como fue descrito previamente. Si el cebador que

estd siendo elongado se encuentra con las hebras complementarias reasociadas, la
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DNA polimerasa hidroliza la hebra que se reasocié. Ya que el producto
hidrolizado es generalmente un DNA blanco generado en un ciclo previo, la
amplificacién se vuelve lineal, en vez de exponencial. Otro sustrato para la
actividad exonucledsica 5’-->3' son los productos que poseen una estructura

secundaria estable!'”,

La MESETA es un estado inevitable y por lo tanto, una limitacién de la técnica
de PCR. El tratar de amplificar mds alld de la meseta inevitablemente conducird
a la amplificacién de productos inespecificos pudiendo llegar al grado de pérdida
del fragmento deseado por la actividad de exonucleasa inherente de la DNA
polimerasa. Sin embargo, cuando ésto ocurra, ya habr4 sido generada una gran
cantidad de DNA. En aquellos casos en donde se requicra una mayor cantidad de
DNA, la mejor alternativa es realizar reacciones miltiples de la misma
naturaleza‘'”,

Para obtener mejores resultados se deben optimizar para cada caso las
concentraciones de los componentes, los tiempos y las temperaturas de cada

etapa‘"’

Debido a las complejas interacciones que ocurren entre los componentes de esta
técnica (principalmente entre los ccbadores y el DNA muestra) y la amphia
variedad de aplicaciones en que se utiliza esta técnica, es poco probable que algiin
dfa exista un juego de condiciones de amplificacién que sean dptimas para todas
las situaciones. En la mayorfa de los casos, las condiciones generales que aquf se
describen han dado buenos resultados. Cuando es necesario, ajustes menores a
estos pardmetros transforman un PCR marginal en uno con excelente productividad

y especificidad™?,
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FIDELIDAD DE LAS DNA POLIMERASAS

El coeficiente de error se define como la proporcién de nucleétidos no
complementarios con respecto a los nucledtidos totales, que se incorporan en la
replicacién del DNA sintetizado®®.

Estos coeficientes varfan de acuerdo al tipo de polimerasa de que se trate. Las de
mayor fidelidad, son las que poscen la actividad exonucledsica de correcci6n, ya
que esta actividad permite quitar las bases mal insertadas. Esta correccién puede
Ilegar a aumentar en algunos casos hasta el 100% la fidelidad®.

La polimerasa Taq no posee la actividad exonucledsica 3'— > 5'de correccién, por
Io que su fidelidad no es tan buena presentando un error de sustitucién de una base
por cada 10,000 a 50,000 bases polimerizadas"’®,

En un estudio comparativo en el que se analiz6 la fidelidad de algunas DNA
polimerasas ( polimerasa I de E. coli, polimerasa T4, polimerasa Taq y polimerasa
AMV (del virus de la mieloblastosis aviaria)) se encontré que la de menor
fidelidad para catalizar la sfntesis de DNA es la polimerasa Taq, Ja cual a 70°C
presenté errores de sustitucién de bases, asf como de corrimiento en el marco de
lectura (principalmente -1 base). Usando dNTPs en una concentracién de imM
para inhibir la relativamente débil actividad exonuclcdsica asociada con el
fragmento Klenow de la polimerasa I de E. coli, esta enzima result con la misma
fidelidad que la polimerasa AMV, siendo ambas de 2 a 4 veces mds fieles que la
polimerasa Taq. La enzima més fiel, tanto a altas como a bajas concentraciones
de dNTPs fue la DNA polimerasa T4, ¥
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Pard fectan Ia Fidelidad

La fidelidad de la sfntesis de DNA depende de 12 polimerasa ( y su actividad
exonucledsica) que se emplea, del error especffico que se considera, y de la
secuencia de DNA del complejo DNA molde-cebador. Para cada una de estas
variables se han reportado fluctuaciones mayores al 1000%; cuando se combinan,

la variacién total llega a ser enorme‘'®.

Estudios realizados en varios laboratorios, han demostrado que la fidelidad de la
sintesis in vitro del DNA se encuentra influenciada por las condiciones de la

reaccién. Son de importancia critica las concentraciones relativas y absolutas de
dNTPs"'®,

Desbalances relativos en las reservas de desoxinucleétidos trifosfato pueden ser
causa de mutagénesis o antimutagénesis, dependiendo de la tendencia, inclinacién
de la reserva y de el o los errores en consideracién. Esto refleja la probabilidad
relativa de que la polimerasa pueda unir un nucleétido incorrecto, con respecto a
uno correcto. La probabilidad de la inserci6n inicial errénea a su vez depende de
la concentracién absoluta de dNTPs, la cual también participa en la probabilidad
de incorporar correctamente el siguiente nucleétido al par erréneo. Las inserciones
erréneas que no han sido elongadas, deben de corregidas en forma eficiente si la
polimerasa posee asociada la actividad exonucledsica correctora. En el caso de la
polimerasa Tagq, que carece de esta actividad correctora, los errores que no han
sido elongados, se perderdn en la reaccién de PCR ya que no proporcionan
productos de longitud completa para la subsecuente amplificacién. Por lo tanto la

fidelidad mdxima se puede alcanzar al realizar la reaccién de PCR con
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concentraciones bajas pero iguales de los cuatro dNTPs('®,

La fidelidad de Ia sfntesis de DNA también puede ser afectada por la capacidad
de polimerizacién. Los pardmetros que alteran esto son: el pH de la reaccién, el
tipo y concentracién del catién metdlico divalente que se emplea para activar a la
polimerasa, la concentracién de dNTPs, y la fuerza iénica de la solucién de
reaccién. Finalmente, la temperatura. La fidelidad de la polimerasa Taq varfa

menos del doble en reacciones realizadas a 55°C con respecto a reacciones a
70°CH®,

La combinacién dptima in vitro de las concentraciones de los dNTPs, la
capacidad de polimerizacién y las condiciones de temperatura, pueden aumentar

la fidelidad de las DNA polimerasa, generando reactivos mds Utiles para la técnica
de PCR(®,
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MUESTRAS PARA PCR

Una de las principales ventajas que presenta esta técnica es la pequefia cantidad
de muestra que requiere, asf como la gran diversidad de muestras que se pueden
emplear'®®, Para el diagnéstico, generalmente se parte de muestras sangufneas,
pero son igualmente utiles las manchas de sangre, de semen, pelo (siempre y
cuando posean la rafz), tejidos, ya sea como biopsias, cultivos de tejidos o
embebidos en bloques de parafina, incluyendo a los huesos y dientes('*?*?""?), Se
han llegado a emplear exitosamente como muestra saliva, células que quedan
dentro de Ia punta de las vfias, colillas de cigarros e incluso un timbre de correo.
En general, cualquier sustancia que posea DNA se puede emplear como
muestra>®, A continuacién se describen algunos de los procedimientos mds

sencillos que se pueden emplear para la preparacién de las muestras.

PREPARACION DE MUESTRAS PARA PCR

Se han escrito un gran mimero de protocolos diferentes para realizar el
aislamiento de 4cidos nucléicos!'®, La mayorfa de estos métodos se encuentran
dirigidos hacia el aislamiento de muestras altamente purificadas, el DNA o RNA
obtenido por la mayorfa de estos procedimientos se puede emplear para la
amplificacién por PCR'®. Una de las ventajas de la técnica de PCR, es que la
muestra de DNA no requiere estar muy purificada, por lo que ademds de los
protocolos de purificacién complicados que existen, se pueden emplear técnicas

rdpidas y fdciles como las que se describen a continuacién(!®2%:
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Este protocolo fue disefiado para obtener muestras de dreas geniﬁlw pero puede
ser empleado en cualquier localizacién en donde se pueda colectar las células por
medio de una suave abrasién. Este método resulta excelente para células en
cultivos de tejido!**,

Por medio de un hisopo, previamente humedecido en PBS (solucién salina
amortiguadora de fosfatos) o un citocepillo se colecta la muestra cervical, vulvar
o del pene. Se introduce el espécimen en un tubo cénico con capacidad de 10 a 15
ml que contenga 2m! de PBS y una concentracién 2X de Fungi-Bact ( Irving-
Scientific). Si la muestra se va a procesar antes de 24 h, se puede conservar a
temperatura ambiente. Se recomienda la refrigeracién a 4°C para tiempos mayores
de almacenamiento®'*?%,

Se remueve el hisopo, y se centrifuga el tubo a 2,000-3,0600 rpm durante §
minutos en una centrffuga clfnica para formar la pastilla. El sobrenadante se
remueve cuidadosamente por aspiracién. Si existe sangre presente ( eritrocitos),
se resuspende el botén en 1 ml de TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM (pH 7.5 0
8.0) “? o amortiguador de lisis (0.32 M sacarosa, Tris-HCI 10mM con MgCl,
5mM y 1% de Trilon X-100) ® y se transfiere a otro tubo, de 1.5 mi de voluinen,
Se centrifuga durante 10 segundos para obtener nuevamente el botdn de las células
intactas ( o niicleos, dependiendo del tipo de célula que se trate). Se descarta el
sobrenadante, el cual conticne el lisado de componentes de eritrocitos. Se repite
el lavado, de ser necesario, hasta que la pastilla quede limpiat®?”),

Se resuspende ésta en 50 a 300 ul del amortiguador K ( amortiguador para PCR
sin gelatina ni albimina sérica bovina, y que contenga 1% de Laureth 12 0 0.5%
de Tween 20 y 100 ug/mi de proteinasa K fresca (se disuelve a 20 mg/ml en Tris-
HCl 10 mM (pH 7.5). Se puede obtener de Boehring-Mannheim o Bethesda
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Research Labs.)), dependiendo del tamafio inicial de la pastilla (aproximadamente
4 volimenes). La concentracién final resulta de £00 a 1,000 equivalentes de las
células por pl, éstas se transfieren a otro microtubo del mismo tamaiio y se incuba
a 55°C durante 1h, para digerir las células. Se calientan a 95°C por 10 minutos
para inactivar las proteasas, y se almacenan a -20°C, Para realizar la amplificacién
por PCR se descongela la muestra y agita en vortex, se emplean de 5 a 10 ul para

un volumen de reaccién de 100 pI*,

[ DNA 3 partir de ito:
A PARTIR DE CELULAS FRACCIONADAS:

Se aislan las células mononucleares a partic de 1 a 2 ml de sangre por
centrifugacién, en un gradiente de densidad como puede ser el Ficoll-Hypaque, se
lavan con 10 m! de PBS dos veces . Se cuentan las células en un hemocitémetro
y se resuspende una alicuota en 100 pl de amortiguador K para alcanzar la
concentracién de 5,000 células por pl. Se incuban durante 45 minutos a 56°C para
digerir las células, y posteriormente 10 minutos a 95°C para inactivar a las
proteasas. Para una reaccién de amplificacién por PCR de 100 ul se emplean 10
i,

A PARTIR DE SANGRE COMPLETA:

La sangre es inhibitoria para la reaccién de PCR. Una cantidad tan pequeiia
como f ul de sangre, resuita inhibiloria para una reaccién de PCR con volumen
de 100 pl. El estudio de los diferentes componentes de la sangre sugiere que las
sustancias m4s inhibidoras de la reaccién son los compuestos porfirinicos, que
derivan del grupo hemo. Se ha encontrado que la hematina es capaz de inhibir la

reaccién de PCR en niveles tan bajos como 0.8 uM ©®, Para separar de manera
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répida los compuestos porfirfnicos del DNA nuclear, el siguiente protocolo se basa
en la lisis osmética de las células (se disuelve ta membrana citoplasmética) y la
obtencién de una pastilla de los ndcleos y restos celulares, por lo que se pierde el
DNA citoplasmdtico.

Se mezclan 50 pl de sangre total con 0.5 mi de TE en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 miy se centrifuga durante 10 segundos a 13,000 rpm. Por
medio del vortex se resuspende la pastilla en 0.5 m! de TE y se vuelve a
centrifugar. Se repite este procedimiento dos veces mds, y la pastilla final se
resuspende en 100 ul del amortiguador K y se realizan las incubaciones que se
mencionaron en el protocolo anterior para digerir a las células e inactivar las
proteasas. Se emplean 10 pl para la técnica de PCR. La sangre "normal” contiene
del orden de 5,000 leucocitos por ul, por lo que los 50 ul de sangre empleada

contiene aproximadamente 250,000 leucocitos"®,

P i6n de RN . Células S :

Se fracciona de 1 a 2 ml de sangre por medio de cualquier método estdndar
como el que utiliza Ficoll-Hypaque. Se colocan las células mononucleares en un
wbo de microcentrffuga de 2 ml con tapa de rosca, se diluye con PBS y sc
cenirifuga a 500 rpm durante 5 minutos. Se lavan las células una vez con PBS y
se resuspenden en 200 a 400 pi de IHB frfo ( amortiguador isoténico de pH-alto
con NaCl 140 mM, Tris-HC! 10mM y MgCl, 1.5 mM (pH 8.0)) que contenga
0.5% de NP-40 y 0.01% de DEP (dietilpirocarbonato obtenido de Sigma) recién
preparado. La solucién de DEP al 10% etanol, justo antes de usarse y se diluye
mil veces en el amortiguador de lisis IHB. Las células se agitan en un vortex y se
centrifugan 10 minutos a 13,000 rpm formandose una pastilla®. Se pueden

separar fos nicleos para posteriormente preparar el DNA que contienen, pero
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deben lavarse para eliminar el DEP'?,

Se transfiere el sobrenadante en otro tubo de microcentrifuga y se mantiene en
incubacién a 37°C por 20 minutos y posteriormente 10 minutos a 90°C, ambas
incubaciones en condiciones humidificadas. Se recomienda mantener las tapas
sueltas para permitir que salgan los gases de DEP degradado. Se forma una pastilla
del precipitado, y se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo, Se emplean de §
a 10 pl para la reaccidn con la transcriptasa reversa/PCR"™.

Si los controles positivos no funcionan por este método, puede ser porque existe
DEP residual que inhibe cualquier reaccién enzimdtica. Se sugiere recalentar la
muestra a 90°C durante 5 minutos y volver a intentarlo®.

Este método también funciona para células en cultivo tisular, pero se recomienda
emplear de cinco a diez veces menos células en cultivo que células sanguineas ya
que las primeras contienen mucho mayor cantidad de RNA por citoplasma que las

células sangufneas sin estimular®'®3",

DNA i ill

Se centrifugan 5 ml de sangre o sobrenadantes de cultivos tisulares a 500 rpm
durante 5 minutos para obtener una pastilla, Se remueve el sobrenadante y
centrifuga a 10,000 rpm durante 10 minutos para eliminar las particulas grandes.
Con mucho cuidado se elimina este sobrenadante y se vuelve a centrifugar durante
45 minutos a 50,000 rpm en un rotor SW 50.1, para formar Ia pastilla con los
virus. Se elimina el sobrenadante y se disuelve la pastifla viral en 100 a 500 pl de
solucién amortiguadora K o de TE que contenga 1% de NP-40 y 100 pg/ml de
proteinasa K. La soluci6n se transfiere a un tubo de microcentrifuga y se incuba
2 55°C de 30 a 60 minutos y la subsecuente incubacién a 90°C por 5 minutos. Se

enfrfa la muestra y se centrifuga,
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Del sobrenadante en el cual estén contenidos los virus de DNA, se usande 5 a
10 gl para un volumen de reaccién de PCR (100 gl), para los virus de RNA se

utiliza una cantidad similar para la sfntesis de cDNA en amplificaciones de RNA
por PCRU?,

P i6n.d e DN it de Pel

Se corta un fragmento de 0.5cm de pelo recién arrancado ( a partir de la rafz),
Se introduce éste en un tubo de microcentifuga de 1.5 ml y se adiciona 0.4 ml de
solucién amortiguadora para PCR con detergentes no i6nicos y proteinasa K. Se
incuba a 50-60°C por 1h y posteriormente a 95°C. Se emplean 50 ul del lisado
para efectuar la amplificacién por PCR,

Una de las maneras mejores y mds fdciles para preservar las muestras es
almacenarlas en etanol al 50%. A pesar de que el DNA o RNA puede ser aislado
a partir de tejidos fijados por formalina, se obtiene una mayor cantidad de DNA
y menos degradado cuando la muestra se fija con etanol™®,

Se enjuaga la muestra de tejido en solucién salina y se corta en fragmentos
pequefios, menores a 1 cm de ancho. Se resuspende en un volumen similar de
soluci6n salina, y se adiciona lentamente el mismo volumen de etanol con ligera
agitacién. El volumen de etanol adicionado es igual al de la solucién salina mds
el tejido muestra por lo que queda una concentraci6n final del 50%. Las células
fijadas se pueden mantener a temperatura ambiente por varios dfas sin que ésto
altere sus caracterfsticas estructurales, y a 4°C durante afios!"®,

Si se estudia sangre de animales, se puede usar para el andlisis de DNA sangre

heparinizada o con citrato que haya sido almacenada a temperatura ambiente hasta
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2 dfas. Otra manera de preservar muestras sangufneas es mediante extensiones en
portaobjetos, las cuales se pueden fijar con etanol o metanol aunque ésto no es
indispensable. Si la sangre contiene alrededor de 5,000 células nucleadas por pul,
en una extensién de 100 pl de sangre habrdn aproximadamente 500,000 células,

o alrededor de 3pg de DNA nuclear en el caso de mamiferos!'®.

Preparacidn de muestras a partir de tejidos embebidos en parafina

La habilidad de estudiar a nivel molecular tejidos conservados en parafina u otros
sistemas de fijacién, permite realizar estudios retrospectivos en un gran nimero
de pacientes, también permite el seguimiento, durante largos perfodos de tiempo,

de cambios genéticos o agentes infecciosos que se asocian con enfermedades®”,

El método mds comiin para conservar tejidos humanos es por medio de la fijacion
en formalina, seguido por la formacién de un bloque de parafina. Por medio de
Ia técnica de "Southern blot" (hibridazcién tipo Southern) se puede analizar DNA
extrafdo de estos especfmenes, lo cual aporta informacién invaluable, pero es
extremadamente laborioso y por lo tanto no funciona para el examen de un gran
nimero de muestras, El DNA de las muestras viejas o mal fijadas, generalmente

se encuentra degradado y no se puede analizar por "Southern blot"?,

El uso de la técnica de PCR para amplificar el DNA en tejidos fijados y
embebidos en parafina, resulta un método simple y sensible para examinar un gran
mimero de muestras. Ademds presenta la ventaja de requerir menor cantidad de
tejido ( secciones de S a 10 um de espesor) en comparacién con lo que se requiere

para realizar un “Southern blot"?",
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PREPARACION DEL TEJIDO:

Se preparan secciones de 5 a 10 um de ancho a partir de los bloques o tejidos
fijados (preferiblemente con formalina amortiguada). Se sugiere recortar y eliminar
el exceso de parafina del bloque antes de realizar los cortes, y que no quede
humedad en la muestra pues esto reduce la eficiencia de la extraccién,

Cada seccién de la muestra se deposita en un tubo de microcentrffuga de 1.5 ml,
y se rotula en la tapa. Se extrae dos veces con octano o xilenos paré eliminar la
parafina, y posteriormente se lava dos veces con etanol absoluto; las muestas se

secan al vacfo o se liofilizan®",

DIGESTION:

Se adiciona el amortiguador conteniendo la proteinasa K y se incuba a 55°C o
37°C para que ocurra la digestién. Posteriormente se incuba de § a 10 minutos a
95°C para inactivar a la proteasa, Se centrifuga para formar un botén de restos de
tejido o de parafina y del sobrenadante se emplea una alfcuota de 1 a 10 pl para
la amplificacién por PCR@",

PCR 0 AMPLIFICACION;

La amplificacién de tejido que ha sido conservado en bloques de parafina es
menos eficiente que la amplificacién del DNA purificado o extrafdo a partir de
material clinico fresco. Para compensar esta reduccién en la eficiencia, se sugiere

modificar los tiempos de incubacién y aumentar el mimero de ciclos®”.

En la tabla N® 3 se muestra un ejemplo en el que se comparan las condiciones
de amplificacién por medio de la técnica de PCR para el preducto de amplificacién

L1 del virus del papiloma humano a partir de una muestras de DNA purificado (
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material fresco) en comparacién con las condiciones para una muestra de tejido

embebido en parafina.

Tabla N° 3. CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA EL
FRAGMENTO L1 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO®!

DNA purificado Muestra en parafina

Desnaturalizacién 30 segundos 1 minuto
{t=95°C)

Unién de cebadores 30 segundos I minuto

(t= 55°C)

Elongacién I minuto 2 minutos

(t= 72°C)

Niimero de Ciclos 30 ciclos 40 ciclos

De 3 a 5 minutos a 72°C para la elongacién final.

P i6n.d :

El andlisis de DNA procedente de muestras antiguas inclufa la clonacién

molecular del DNA extrafdo de especfmencs provenienles de museos o

descubrimientos arqueolégicos. Sin embargo, el hecho de que gran parte del DNA

se encuentre altamente modificado, dificulta la clonacién al reducir dramdticamente

Ia eficiencia € introducir el serio riesgo de que la secuencia determinada pueda

contener artefactos de clonacién introducidos durante la reparacidn y replicacién

del DNA viejo proveniente de bacterias®®,

La introduccién de la técnica de PCR ha abierto la posibilidad de aislar

secuencias de DNA partiendo de un nimero reducido de copias de DNA intacto
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que se encuentre presente en extractos en donde la mayorfa de las moléculas se
encuentran dafiadas y/o degradadas a tal grado que excluye el andlisis por

cualquier otra técnica molecular.
La amplificacién del DNA antiguo presenta dos problemas principales®;

1.- La gran sensibilidad del PCR permite recoger cualquier contaminante de
DNA contemporéneo.

2.- Las modificaciones presentes en la molécula de DNA antiguo molde, al igual
que otros componentes de los extractos de tejidos viejos, pueden resultar

inhibitorios para la DNA polimerasa e influir en los resultados obtenidos.

Para encontrar contaminantes en los reactivos se recomienda realizar un control
en el cual se efectie una extraccién a la que no se le adicione tejido y se lleva a
cabo la técnica de PCR en forma normal. No debe encontrarse producto
amplificado. En caso de haberlo, quiere decir que hay contaminacién y habrd que

buscar y eliminar la fuente de contaminacién.

Es importante recordar que se necesita un tratamiento mds drdstico que la
esterilizacién por calor imedo ( autoclave ) para degradar de forma eficiente un

fragmento de 100 pares de base de DNA para que no pueda ser amplificado.

COLECCION DE LAS MUESTRAS
En general resulta suficiente obtener de 0.1 a 0.5g de tejido blando seco.
Idealmente se deben procesar en forma separada dos muestras de cada uno de los

especfmenes para demostrar la reproducibilidad®, Invariablemente, los tejidos que
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macroscdpicamente se ven mejor conservados, son los que dardn los mejores
resultados. Se debe de minimizar el manejo de las muestras. En el caso de piezas
de museo, que han sido muy manipuladas antes del muestreo, se recomienda
emplear la parte menos superficial del tejido para realizar la toma de muestra, ya
que es en la superficie en donde se espera la mayor contaminacién por restos

celulares humanos®,

EXTRACCION DEL DNA:

Una técnica que sc puede emplear para extracr el DNA de cste tipo de muestras,
se basa primeramente en fa digestién de la muestra por medio de la proteinasa K
en un medio amortiguado con EDTA y DTT (ditiotreitol) para lograr que la
mayorfa del tejido se encuentre en solucién. Para muestras tales como la piel, en
la cual existe gran cantidad de coldgena, se sugiere una preincubacién de 2 horas
a 37°C en presencia de colagenasa, en un medio amortiguado y en presencia de
EDTA®,

A continuacidn se realizan primero extracciones con fenol saturado con Tris-HCI
( aproximadamente pH 7.8) y posteriormente con cloroformo-alcohol isoamilico
para eliminar las protefnas por precipitacidén. Una alicuota de la fase acuosa se
concentra y purifica del cloroformo residual, sales y otras moléculas pequefias®,

El extracto concentrado generalmente es de color café, principalmente por la
presencia de los productos de los aziicares reductores. Estos contaminantes
imparten una fluorescencia de color azul bajo la luz ultravioleta, y pueden ser
interpretados de forma errénea como dcidos nucléicos cuando el extracto se analiza
en una electroforesis en gel de agarosa y se emplea la tincién del bromuro de
etidio, el cual, produce una coloracién rojo-rosado al intercalarse con los 4dcidos

nucléicos. Para evitar esta fuente de error se recomienda fotografiar los resultados
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antes y después de realizar la tinci6n para poder diferenciar la fluorescencia
espontdnea de los contaminantes con la inducida por la intercalacién del bromuro
de etidio en los 4cidos nucl&icos®,

El andlisis del DNA extrafdo se ve obstaculizado por la gran cantidad de
modificaciones que existen en el DNA antiguo. Por ejemplo los extractos
frecuentemente contienen componentes que exhiben picos de absorcién mdxima a
215 nm, lo cual hace imposible determinar la concentracién de DNA por medio
de mediciones a 260 nm. Ademds algunas enzimas presentan comportamientos
aberrantes o actividades inusuales por las modificaciones del DNA. Por ejemplo,
el DNA antiguo generalmente resulta sensible a la RNasa pancredtica por la
elevada frecuencia en la que se presentan sitios desprovistos de bases, en cambio,
muestra una limitada sensibilidad a 1a DNasa. Muchas de las técnicas que se

emplean en Biologia Molecular, no pueden ser empleadas para analizar el DNA

antiguo®,

AMPLIFICACION DE LAS SECUENCIAS DE DNA

Se emplean condiciones similares a las que ya han sido anteriormente
mencionadas®. La albimina resulta dtil para conlrarrestar la accidn inhibitoria de
origen desconocido que preseatan muchos de los extractos de tejido viejos. Se
emplean en este caso un nimero elevado de ciclos de amplificacién, alrededor de

40, para poder detectar cantidades pequeiias de templado.

Se deben incluir los siguientes controles para cada par de cebadores:
1.~ Una amplificacién control de la extraccién ( sin tejido).
2.- Una amplificacién control sin DNA matriz (sin extracto)

En ambos casos no debe de haber amplificacién.
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~ 8i no se obtiene amplificacién del extracto de tejido, ésto puede deberse a Ia
presencia de contaminantes 0 DNA dafiado que inhiben a la DNA polimerasa. Se
puede intentar resolver este problema por medio de diluciones progresivas para
diluir a los contaminantes, conservando una cantidad suficiente de DNA muestra,
También se puede aumentar la concentracién de la DNA polimerasa.

Si no se encuentran productos inespecificos, pero se encuentran dfmeros de
cebader en la amplificacién de DNA antiguo, es posible que el problema sea la
falta de moléculas de DNA molde, en esc caso se adiciona una mayor cantidad de
extracto®,

Se puede recuperar el DNA de las bandas de interés extrayéndolas del gel. Estas

pueden servir, a su vez, como DNA molde para amplificaciones subsecuentes®,

Los protocolos discutidos para llevar a cabo la técnica de PCR son rdpidos y
fdciles pero también son titiles aquellos que incluyen centrifugaciones con CsCl y/o
extracciones con fenol, Los métodos tratados en este capitulo involucran el uso
de detergentes no iénicos y proteinasa K para solubilizar el DNA de las células en
el amortiguador del PCR o en TE. El Laureth 12 (Mazer Chemicals, Gurnee,
1tlinois) y el Twin 20 en concentraciones de 0.5% son compatibles con Ia DNA
polimerasa Taq. La transcriptasa reversa funciona bien en presencia de hasta 1%
de NP-40. EI SDS que es tan comiin y funciona muy bien en conjunto con la
proteinasa K resulta inhibitorio para la polimerasa por lo que no se puede emplear.
La proteinasa K es una excelente proteasa para digerir niicleos o células completas
para liberar el DNA o RNA en una forma que sea accesibie para las polimerasas;
posee ademds la ventaja de ser relativamente termoestable en el rango de 50 a

60°C y es inactivada fdcilmente al mantenerla unos minutos a 95°C.
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La lisis de las células en presencia de DEP evita la degradacién del DNA o
RNA por parte de las nucleasas, pero es necesario ser muy cuidadoso en su uso.
Niveles mayores de DEP pueden destruir ficilmente la actividad de molde del
DNA o RNA.

El aislamiento del DNA mediante los protocolos de detergente/proteasa
funcionan tan bien como las muestras purificadas. En general es conveniente’
contar con una muestra de DNA o RNA purificado para comparar resultados con
fos 4cidos nucléicos impuros, especialmente cuando son secuencias que se

amplifican por primera vez.

En relaci6n a la preparacién de secciones de tejido procedente de bloques de
parafina involucran una gran manipulacién, lo cual da una amplia oportunidad a
que ocurra contaminacién cruzada entre muestras, o contaminaci6n por pldsmidos

o productos de PCR extrafios, presentes en el medio.

Se deben tomar varias medidas preventivas y ser muy cuidadoso para evitar la
contaminacién.

La amplificacién de muestras que han sido almacenadas por mucho tiempo
después de haber sido extraidas y digeridas no sicmpre es tan exitosa como la de
muestras recién digeridas. Posiblemente el almacenamiento o los procesos de

congelacién/descongelacién pueden ser responsables de rompimiento del DNA.

La longitud méxima de una secuencia de DNA especfficaque se puede amplificar,
depende en gran medida de su estado (integridad), éste depende a su vez del

tiempo y condiciones de almacenamiento asf como del fijador empleado y el
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tiempo de fijacién. Algunos fijadores ( diferentes de la formalina amortiguada)
pueden modificar al DNA y reducir la "competencia’ de la amplificacién.
Alternativamente, algunos fijadores pueden contener reactivos que inhiban la
reaccion de PCR. Este efecto se puede nulificar por medio de purificaciones
(extracciones con fenol-cloroformo y precipitacién con etanol posterior a la

digestién con la proteasa) de los extractos de tejidos®”,

Ya que esta purificacién implica una mayor manipulacién, y por lo tanto mayor -

riesgo de contaminacién, no se recomienda en forma rutinaria®",

Debido al aumento en el nimero de ciclos y a la mayor duracién de los tiempos
de incubacién para la unién de cebadores y polimerizacién en el PCR, con
frecuencia se encuentran productos inespecificos. Sin embargo, al ser estos
generalmente mds pequefios que los productos deseados, no hibridan con las
sondas que se emplean para el producto especifico en un "Southern blot". La
presencia de los productos inespecfficos complica la purificacién del producto

deseado y puede afectar procedimientos tales como la secuenciacién directa®,

En la amplificacién del DNA antiguo se ha encontrado una correlacién inversa
entre Ia longitud del fragmento por amplificar y la eficiencia de la amplificacién®?.
Esto se debe principalmente al estado de dafio y degradacién en el que se
encuentra este Lipo de DNA.

Se ha podido lograr la amplificacién exitosa de pequeiias secuencias de DNA
antiguo (hasta de 500 pares de bases), la amplificacién de secuencias mayores, '

generalmente representan DNA contaminante.
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Cuando las moléculas de DNA presentes en la muestra, no poseen la longitud
requerida para servir de molde a los cebadores seleccionados, se puede lograr la
amplificacién deseada de la siguiente manera:

Durante los primeros ciclos se elongan los cebadores unidos a las pequefias
moléculas de DNA molde que hay en la muestra. Después de una serie de ciclos,
se sobreponen los extremos 3’ de los cebadores elongados y se forma de esta
manera un DNA que posee toda la secuencia deseada. Estas nuevas moléculas de
DNA son las que servirdin de molde para que se desarrolle la amplificacién

exponencial®®,

Este proceso de PCR brincado ("jumping PCR") permite la amplificacién de
fragmentos de DNA mayores a los que se encuentran en el extracto muestra, Sin
embargo, la DNA polimerasa al "brincar" de un DNA molde al otro, inserta
frecuentemente bases erréneas. Esto no se ve en la secuenciacién directa del
producto amplificado, pero sf distorsiona las secuencias obtenidas del producto
amplificado clonado. Por esta razén se recomienda secuenciar directamente el
producto amplificado®.

La secuenciacién del producto amplificado clonado puede complementar los
resultados obtenidos mediante la secuenciacién directa al proveer de un estimado
indirecto de !a extensién del dafio existente en el DNA®Y,

El PCR brincado causa una recombinaci6n in vitro que puede producir secuencias

mosaico cuando se estudian genes nucleares en individuos heterocigotos®,



METODOS PARA EVITAR LA CONTAMINACION

La posibilidad de contaminacion en Ia reaccién de amplificacién por PCR es una
cuestién con implicaciones amplias tanto para las aplicaciones en investigacién
como para el diagndstico, puesto que puede generar resultados falsos positivos®,
Dada la gran capacidad de amplificaci6n que presenta esta técnica, Ia
contaminacién de la muestra es un grave problema potencial, ya sea por productos
de una reaccién previa ( producto remanente) o por material de una fuente
exégena, principalmente en las reacciones que se inician con poca cantidad de
DNA. Bn concentraciones de 10" copias /100 pl, 1 picolitro (10¢ pl) contiene
10,000 moléculas . La transferencia de voliimenes tan pequefios a otras muestras,
ya sea por aerosoles o vias mecdnicas es muy dificil de evitar. Por esta razén la

técnica de PCR es muy susceptible a proporcionar resultados falsos positivos®,

Se ha reportado que la magnitud del problema de contaminaci6n por arrastre
es menor a 10" moléculas contaminantes por evento (tipicamente de 10 a 10
moléculas®). Una consideracién adicional es otro tipo de falsos positivos en los
cuales la contaminacién por arrastre excede a los 107 amplicones, eslas
amplificaciones se detectan directamente por hibridacién con una sonda.
En la figura N° 6 se observa la magnitud del problema de contaminacién por

arrastre®,
Por ello, la amplificacién, en especial de lisados de esperma, de cabellos y de

secuencias genémicas de! HIV requieren mediciones rigurosas para minimizar y

monitorear la contaminacién potencial®,

67



Figura N° 6. Magnitud del Problema de Contaminacién®

volumen’ copias Deteccién
arrastrado arrastradas hibridacién
(n1) (#) directa(cpm)®
n——
| | 100 10" 11x10*
|derrames | 10 10" 11x10*
=== ] 1 10° 11x10%
[manchas| ——-d 0.1 10* 11x10°
I [|annnnnnnns 103 107 11x107
| SR Y * 104 10° 11x10'
* * 10° 10!
* *  10° 10!
*aerosoles* 107 10°
* * 10% 10?
* * 107 10
* * 101 1
whkkkkehkkx 10 <1

! Se asume un volumen de reaccién de PCR de 100 p! que contiene 1x107 M/ de
producto amplificado.

® cpm = cuentas por minuto.

La contaminacién puede provenir de dos fuentes: a)ENDOGENA y
b)EXOGENA. Se conoce como contaminacién enddégena a la contaminacién que
proviene de la muestra, pudiéndose tratar de microorganismos o células de otro
individuo. La contaminacién exégena es aquella que se adquiere en el laboratorio
y generalmente se debe a los productos de amplificacién resultantes de ensayos
previos (amplicones) y que son arrastrados, en forma inadvertida en una reaccién
de PCR subsecuente. Estos amplicones arrastrados pueden contaminar reactivos

o muestras, causando errores sistem4ticos. Alternativamente, los tubos de reaccién
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pueden contaminarse durante la preparacidn y propercionar resultados falsos
positivos. Este tipo de contaminacién es mds aguda en laboratorios donde se corre
la misma amplificacién constantemente, por ejemplo los laboratorios de diagndstico
cHnico.

Se han desarrollado una serie de medidas para prevenir la contaminaci6n, entre

las cuales se encuentran:

a) METODOS FISICOS:

- En general, un procedimiento cuidadoso de laboraterio®, reactivos
prealicuotados, pipetas automdticas ( dispositivos de presién positiva), y la
separacién fisica de la preparaci6n de reactivos con respecto al andlisis de los
productos de reaccién, son precauciones que reducen el riesgo de
contaminacién®,

- Otro aspecto mds es el realizar el miimo nimero de ciclos necesarios, incluir
un panel de reacciones " blanco" , que puede ser con agua en lugar de muestra de
DNA, lo que permitird detectar contaminacién potencial.

- En tipificacién genética, una muestra que ha sufrido contaminacién puede ser

frecuentemente detectada por la existencia de mds de dos alelos.

b) METODO ENZIMATICO- Por medio de la enzima uracilo- N-glucosidasa
(UNG) de E. coli

Fundamento

Las células bacterianas son muy eficientes para degradar el DNA proveniente de
bacteriéfagos, siempre y cuando éste no se encuentre metilado, y para remover por
medio de la escision enzimdtica, las bases modificadas que resulten de la insercién

inapropiada del aparato replicativo, 0 que estén daiadas por la accién de
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mutdgenos.

Se ha visto que los fagos T4 y TS que contienen aproximadamente un 30 % de
uracilo en vez de timina, son restringidos por una cepa nativa de E.coli, mientras
que estos mismos fagos sf son capaces de infectar una cepa de E.coli deficiente en
la enzima UNG®®,

La caracterfstica que distingue al DNA producido por PCR de! DNA nativo, es
que los productos generados por la ampiificacién pueden contener nucleétidos
modificados o diferentes a los tipicos cuatro nucleétidos ( dA, dG, dC y dT). Este
es el principio que utiliza esta t€cnica para destruir selectivamente a los amplicones
(moléculas contaminantes) presentes en una reaccibn que apenas va a Ser
amplificada, por medio de la enzima UNG, la cual es capaz de degradar el DNA
que contenga uracilo en lugar de timina,

La reacci6n que se lleva a cabo es la siguiente®®:
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Los polinucléotidos generados en la reaccién anterior son susceptibles de sufrir
hidrélisis cuando se encuentran en solucién alcalina, especialmente a temperaturas
elevadas. El pH del amortiguador que se emplea para la amplificacién, asi como
la elevada temperatura de la etapa inicial de desnaturalizacién ( <94°C) son
condiciones suficientes para ocasionar la escisién de la hebra con polinucleétidos

que ha perdido aiguna de sus bases nitrogenadas®®,

La técnica consiste en la sustitucién de los dTTP por dUTP y la adici6n de Ia
enzima UNG a la mezcla de reaccién, se inicia llevando a cabo una corta
preincubacién a temperatura ambiente, lo cual permite a la enzima escindir el
uracilo (en caso de que éste se encuentre presente en la reaccién), El DNA
escindido por la enzima es refractario a la amplificacién por PCR, ya que la DNA
polimerasa se detiene cuando encuentra un sitio que perdid su base nitrogenada y/o
sufrié un rompimiento en las hebras de DNA molde®,

La enzima UNG es activa en la escisién de DNA de doble cadena o de cadena
sencilla, por lo que el procedimiento funciona para inactivar el DNA contaminante
para PCR. Otra ventaja que presenta esta técnica es que {anto Ios residuos de
ribouracilo del RNA como los dUTP no son sustrato para la enzima®®,

Esta técnica sirve para disminuir el riesgo de contaminacién cuando el fragmento
a amplificar posee una secuencia que contenga desoxiadeninas y desoxitiminas. Los
iniciadores deben de contener nucleétidos dA cercanos al extremo 3, para poder
degradar los dimeros de cebador, asf como al DNA contaminante. También es titil
para evitar la contaminaci6n de la amplificacién de RNA por PCR, presentando

como ventaja adicional que la transcripcién reversa y la amplificacién se pueden
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realizar en un mismo tubo®”,

Algunas de las desventajas que presenta este método son que el dUTP es un
reactivo caro, y en algunos casos es utilizado con menos eficiencia por la DNA

polimerasa Taq ®, lo cual lleva a niveles inferiores de amplificacién.

¢)METODO FOTOQUIMICO

Un segundo método involucra el uso de derivados de isopsoraleno los cuales
sufren una reaccién de cicloadicién con los residuos de timidina de la
amplificacién al exponerlos a la luz ultravioleta ( activacién).

En el caso de ser una esterilizaci6n fotoquimica es importante que el sistema

posea las siguientes caracterfsticas®®:

1) El reactivo que adn no ha sido activado (mediante luz ultravioleta) no
interficra en la unién de cebadores ni con la actividad de la DNA polimerasa y
ademds, deberd ser termoestable. Esto permite que el reactivo esterilizante se

pueda afiadir antes de la amplificacién sin inhibirla®®,

2) Ei reactivo ideal es aquel que se activa al recibir radiacién de longitud
de onda entre 300 y 400 nm., ya que los tubos de polipropileno empleados en la
reaccién son transmisibles a esa longitud de onda, de esta manera se pueden

mangjar las muestras con luz fluorescente normal o incandescente®™,

3) La modificacién fotoquimica que se realice debe evitar que las

amplificaciones funcionen como DNA molde®®,
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Este método fotoquimico se puede disefiar para asegurar que contaminaciones pot
arrastres, hasta por 10'2 moléculas no serdn amplificadas por PCR @9,

Entre los compuestos que se han probado para realizar este tipo de esterilizacién
se encuentran las furocumarinas, las cuales son compuestos tricfclicos, planos que
se intercalan entre los pares de bases de los 4cidos nucléicos®. Estos compuestos
contienen dos dobles enlaces reactivos que cuando son excitados por radiacién
entre 320 y 400 nm. reaccionan con el doble enlace 5,6 de las pirimidinas para
formar anillos de ciclobutano. En el caso de la familia de los psoralenos
(furocumarinas lineales) se forman monoaductos y enlaces cruzados cuando

reaccionan con el DNA.

Se sabe que los enlaces cruzados que ocasiona el psoraleno, bloquean la
extensién de las polimerasas al evitar la separacién de las cadenas
complementarias. Se han reportado monoaductos causados por ciertos compuestos
derivados del psoraleno que bloquean las reacciones de extensién de algunas

polimerasas, pero no en tados los casos??,

Los compuestos de tipo isopsoraleno (furocumarinas angulares) se comportan
de forma similar al psoraleno, pero inicamente forman los monoaductos, debido
a la orientacién relativa de los enlaces reactivos de la moléculas. Los
oligonucléotidos modificados por algunos derivados del isopsoraleno mantienen su

capacidad de hibridacién.

Ambos tipos de compuestos imposibilitan la amplificacién de los amplicones,

pero en este caso resultan mds ttiles los compuestos de tipo isopsoraleno ya que
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permiten la deteccién de los amplicones por medio de técnicas de hibridacién.

Bl uso de isopsoraleno en la esterilizacién fotoqufmica requiere que se
coordine el nivel de amplificacién (# de ciclos y cantidad inicial) con la longitud
y secuencia de las ampliaciones. Esto genera DNA incapaz de actuar como DNA
molde para ssr amplificado, pero sigue siendo detectable en los ensayos de
hibridacién. Ademds de que los reactivos estan catalogados como carcin6genos
@8 [a eficiencia del método depende en gran medida de la secuencia y longitud del
fragmento®”, En vista de que el DNA muestra también se ve modificado, s6lo se

puede realizar posterior a la amplificacién®2%031,

d)METODO QUIMICO

El tercer método emplea cebadores que contienen una ribosa en el extremo
3'terminal. Los cebadores que finalizan con cualquiera de los cuatro residuos de
ribosa, sirven igual que los ANTPs en PCR. La elongacién del cebador genera una
unién del ribonucle6tido con el amplicén (producto de amplificacién) que puede
ser fragmentado, Este rompimiento se puede llevar a cabo mediante enzimas o por

medio de soluciones bdsicas, evitando Ia amplificacién exponenciai del producto.

Al emplear este método para evitar la contaminacién no se requiere
modificar las condiciones o protocolos de PCR y es suficiente una sola ribosa para

cada cebador.

La esterilizacidn, antes de la amplificacién, con la RNasa A requiere que la
ribosa terminal del extremo 3’ del cebador sea en citocina o uracilo y que las

hebras sean desnaturalizadas durante la preparacién de las muestras. La RNasa
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A es una enzima muy estable y puede renaturalizarse rapidamente después de la
desnaturalizacién térmica, si ésto ocurre durante la amplificacién el producto se
ird destruyendo a medida que se va formando, este problema que también se puede
presentar con el método que utiliza a la enzima UNG ya que ésta es también una
enzima muy estable. Sin embargo la RNasa A en presencia de beta-
mercaptoet8anol o agentes reductores de grupos sulfhidrilo, se inactiva de forma
irreversible al desnaturalizarse por calor, y estos agentes no afectan la actividad
de la DNA polimerasa Taq®®. Bl tratamiento con una solucién bdsica, posterior
a la amplificacidn, da un control mds efectivo de la contaminacidn por arrastre que

Ia esterilizacién enzimdtica .

Una desventaja es que se requiere abrir los tubos de microcentrifuga para
adicionar la solucién bdsica e imposibilitar a los amplicones a ser moléculas
contaminantes, al abrir el tubo se presenta la posibilidad de formacién de aerosoles
antes de lograr la inactivacién de los amplicones. Este problema se puede evitar
empleando unos tubos de reaccién que permitan la adicién de NaOH a la mezcla

de reaccién sin abrirlo®,

La esterilizacién efectiva es un término operacional y significa que no se
pueda detectar la contaminacién empleando condiciones de deteccién y
amplificacién definidas. Para obtener resultados éptimos es necesario disefiar y
evaluar el protocolo de esterilizacién para cada sistema de amplificacién. Se
sugiere que se empleen los métodos ffsicos en combinacién con el método
enzimdtico, qufmico o fotoqufmico, de acuerdo al sistema de cebadores que se

empleen y a la disponibilidad de reactivos®,
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APLICACIONES CLINICAS

El campo de aplicaciones clfnicas, asf como el de investigacién es muy amplio
por lo que a continuacién describo brevemente algunos de los casos en donde son
notables las ventajas que ha proporcionado el emplear la técnica de PCR para
resolver estos problemas de la salud de una manera mds ficil, rdpida y especffica.
Cada uno de los ejemplos representa uno de las dreas en donde es mds
comiinmente empleada este técnica como es la Infectologfa, Diagndstico de
Enfermedades Genéticas, C4ncer, y la Medicina Forense, otros campos en donde
es también muy empleada es en la Inmunologia, Embriologfa, Paleontologfa, y

Biologfa en General.

IDENTIFICACION DEL HIV-1 POR PCR

El uso de la técnica de PCR para la amplificacién de los dcidos nucléicos y la
posterior identificacién de secuencias especfficas de nucleétidos, ha facilitado la
deteccién de numerosos agentes infecciosos, entre ellos, ¢l virus de la

inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1).

RETROVIRUS HUMANOS

Desde 198072, los retrovirus humanos han sido reconocidos como un problema
mundial. Estos virus de RNA son capaces de infectar a los linfocitos T humanos
y expresar Ia actividad de la transcriptasa reversa, que eventualmente resulta en
la integracion del DNA proviral en el DNA de la célula huésped.
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El perfodo de latencia es variable, posteriormente viene la reactivacidn,
producci6n de viriones con capacidad infecciosa y dispersién a otros linfocitos T,
macrdfagos y posiblemente otras células®?,

Los primeros retrovirus descritos fueron los virus T linfotrépicos humanos tipo
Iy II (HTLV-1 y HTLV-II) seguidos por el virus linfotrépico de células T humano
tipo III al que ahora se conoce como el virus de la inmunodeficiencia humana tipo
1 6 HIV-12, Se han encontrado otros tipos de retrovirus, relacionados a estos
agentes, pero adin no se conocen sus implicaciones en las enfermedades
humanas®?,

La transmisién de estos virus parece ser més eficiente por medio de transfusiones
sangufneas o componentes sangufneos contaminados, adicionalmente puede ocurrir
por transmisién sexual o perinatal, incluyendo a la leche materna infectada. Los
virus de HTLV I y II no parecen compartir antigenos con el HIV-1.

Bl HIV es el winico virus de estos tres que se caracteriza por causar deplecién de

los linfocitos T-cooperadores, conduciendo a la inmunodeficiencia®,

Hv

El HIV, al igual que los dem4s retrovirus, presenta un ciclo de vida que incluye
la sfntesis de un DNA proviral complementario, circular y de doble cadena que se
integra de forma covalente al genoma celular del huésped ®2. Este virus infecta
preferentemente a los linfocitos CD 4+ (células T cooperadores), lo que conduce
a una deficiencia inmunolégica severa. En la figura N° 7 se muestra un esquema
del virus.

Las manifestaciones clinicas de la infeccién pueden oscilar desde un sindrome

agudo, similar a la mononucleosis infecciosa autolimitada que ocurre de 2 a 4
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Figura N° 7. Esquema del HIV-1%%
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semanas después de la exposicién inicial, hasta el desarrollo del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida ( SIDA) o su frecuente precursor: el Complejo
Relacionado al SIDA (CRS)™.

. El perfodo de latencia entre la infeccién inicial y el inicio del SIDA o CRS puede
durar desde unos cuantos meses, hasta 15 afios o mds.
En la figura N° 8 se resume el comportamiento usual de la enfermedad clfnica

en relacién a la respuesta serolégica®.

Figura N° 8. Respuesta Seroldgica al HIV-1%9
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Posteriormente a la exposicién, la viremia se puede desarrollar desde los
primeros dfas, siguiendo frecuentemente la aparicién del virus en el flufido
cerebroespinal. La antigenemia ( p24) se puede liegar a detectar desde las primeras
dos semanas, y persiste generalmente de 2 a 4 meses. Los anticuerpos dirigidos
contra los antfgenos de la envoltura aparecen dentro de las 6 a 8 semanas y
persisten en forma permanente, en la mayorfa de los casos. Los anticuerpos
dirigidos contra el micleo, por ejemplo contra p24, aparecen un par de semanas

m4s tarde que los anticuerpos previamente descritos®,

En las fases posteriores de la infeccion, reaparece la antigenemia de p24 y
disminuyen los anticuerpos correspondientes (anti-p24). Se piensa que los niveles
elevados de antfgeno, aunado a la disminucién en su anticuerpo (anti-p24)

representan un signo de mal prondstico®,

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
La identificacién de las personas con exposicién al HIV estd indicada por la
presencia de anticuerpos hacia el HIV, antfgenos virales y/o virus en cualquier

componente corporal (sangre, saliva, tejidos, etc.)®?,

Los principales ant{genos que se emplean en las pruebas seroldgicas, son varios
productos génicos del HIV-1. Estos incluyen a los que codifican para tres
regiones®:

a) La envoltura (env), incluyendo a gpl20, gpl60 y gp4l
b) La polimerasa (pol), incluyendo a p31, p51 y p66
c) Bl nicleo  (gag), incluyendo a pl17, p24 y p55

Los nimeros en cada caso, corresponden a las masas moleculares relativas en
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kilodaltones de la protefna®®,

Actualmente la infeccién por HIV-1 se diagnostica por la presencia de
anticuerpos especificos mediante el uso de ensayos de inmunoadsorcién ligada a
la enzima (EIA) o un ensayo indirecto de inmunofluorescencia (IFA). Si cualquiera
de las pruebas es positiva o cercana al Ifmite, se repite. Cuando las pruebas
realizadas no dan un resultado claramente negativo, se confirma el diagnéstico por
medio de un "Western inmunoblot” (WIB) o por aislamiento del virus mediante

técnicas de cocultivo®),

A continuacién se describen brevemente algunas de Is técnicas:

Inmunoensayos enzimsdticos (EIA)- Estas pruebas comparadas con el estdndar
WIB, se considera que presentan una sensibilidad de 99% o mayor, con similar
especificidad. Si embargo, los valores predictivos de pruebas negativas o positivas
varfan de acuerdo a si se trata de poblaciones de alto o bajo riesgo. La causa mds
comun cuando resulta un falso negativo por esta técnica, parece estar relacionada
con la fase en la que se encuentra la infeccién®, particularmente al principio de
la fase de viremia o antigenemia donde ain no han aparecido los anticuerpos
correspondicntes en ¢l umbral de 1a prueba de deteccién. Entre las causas de falsos
positivos se encuentran la existencia de anticuerpos dirigidos contra los antfgenos
DR4 y DQw3 del HLA. Es(bs anticuerpos estdn posiblemente dirigidos contra
antigenos contaminantes de los cultivos de células humanas empleados para
producir el antfgeno viral. Esto se da mis frecucntemente en pacientes que han
sido politransfundidos o en mujeres multfparas. Otras condiciones asociadas a una
mayor prevalencia de falsos positivos son: la hemodilisis crénica, padecimientos
autoinmunes o linfoproliferativos, hepatitis alcohdlica, etc. Se han desarrollado

nuevas pruebas que emplean antigenos recombinantes, que reducen
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significativamente estos problemas, tanto para EIA como para WIB®9,

Inmunofluorescencia (IFA)- Esta prueba utiliza una mezcla de lfneas celulares
linfoblastoides infectadas y no infectadas por el HIV-1. Este tipo de ensayo es
capaz de detectar, mejor que la mayorfa de los ensayos inmunoenzimiticos,
anticuerpos contra gpl60 y gp120 de aparicién temprana por lo que es empleada
en algunos laboratorios como prueba suplementaria en el escrutinio o
confirmacion®’,

Western inmunoblot (WIB)-Su principal uso es para la confirmacién de pruebas
de escrutinio positivas. Se pueden detectar anticuerpos dirigidos contra por lo
menos nueve epftopes del HIV-1 como bandas inmunorreactivas en una tira de
nitrocelulosa. El criterio de interpretacién generalmente es ¢l siguiente:
Negativo- Cuando no aparecen bandas en los sitios correspondientes a los
antfgenos virales( gp 160, gp 120, p66, p55, pS1, gpdl, p3t, p24, p17)°4.
Positivo-Se encuentran bandas correspondientes a por lo menos un producte de
cada una de las tres regiones: env ( gp160, gp120 o gp4l), po! (p31, p51 o p66),
y gag (p24, p55 o p17). [Otra recomendacién sugiere que la aparicién de dos de
las tres principales bandas (p24, gp4l y gp160/120) es suficiente para confirmar
la positividad]®?,

Indeterminado-Cualquier otro patrén de reactividad, se recomienda repetir la
prueba pero en una nueva muestra de suero, si el resultado continda dudoso, se
repite la prueba al cabo de dos a tres meses. Entre las posibles causas de un
resultado indeterminado se encuentran la infeccién temprana, reaccin cruzada

con otro virus { por ejemplo el HIV-2), idiopdtica, etc.®®
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Otros ensayos que miden anticuerpos- Existen métodos adicionales que se
encuentran.disponibles o en desarrollo, muclios de los cuales utilizan porciones
recombinantes de gen viral. Entre ellos se incluyen : el EIA mejorado,
inmunoensayos fluorescentes, y pruebas de aglutinacién en ldtex vy

hemag|lutinacién.

Ensayos de Captura de Antigeno- La deteccién y cuantificacién de antfgenos
virales en suero, plasma o liquido cerebroespinal empleando EIA resulta util para
el diagndstico de las etapas tempranas de la infeccién, ain antes de que se puedan
detectar los anticuerpos. Este tipo de técnicas también se puede emplear para el
diagndstico de la infeccidn en la infancia (en cuyo caso no funciona el diagndstico
seroldgico ), aunque en esos casos generalmente se requiere del cultivo viral o
detecci6n de los 4cidos nucléicos (esto se explica mds adelante). Esta técnica, al
ser cuantitativa, permite monitorear la respuesta a la terapia, asf como establecer

un prondstico®?,

Cultivo Viral- Se puede demostrar la viremia plasmdtica o asociada a células
mononucleares periféricas (PMC) al inocular la muestra del paciente a un cultivo
de células mononucleares periféricas procedentes de donadores seronegativos,
estimuladas con fitohemaglutinina. Las células se incuban en presencia de
interleucina 2 y polibreno. La deteccién de la replicacién viral se basa en la
captura del antigeno (EIA) o en la determinacién de la actividad de transcriptasa
reversa (RT) en el sobrenadante de los cultivos. La captura del antfgeno ha
resultado ser el método mds conveniente y econémico, con un deteccion tan
temprana como tres dias después de la inoculacién, en cambio, la determinacién
del HIV-1 por el ensayo de RT, tarda de 9 a 21 dfas después de la inoculacién.,
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sin embargo, este método permite la deteccién de otros retrovirus diferentes al
HIV-109,

Técnicas de Hibridacién-En algunas ocasiones la infeccién por HIV-1 puede
estar presente, pero no logra ser detectada por los métodos serolégicos, de captura
de antigeno ni por el cultivo. Este tipo de problemas se presenta particularmente
muy al inicio de la infeccién o en fases francamente tardfas, as{ como en el
diagndstico de la infeccién en los primeros 15-18 meses de vida. Se han empleado
sondas de DNA o cDNA para detectar DNA proviral o RNA viral en las células
mononucleares preiféricas o muestras de tejido mediante técnicas como el
"Southern blot", "Northen blot" o la hibridacién in situ. Sin embargo, la
sensibilidad que se obtiene con estos métodos no es la deseada. La técnica de PCR
con la cual se puede amplificar el DNA proviral asi como el RNA viral, es el
enfoque preferido®®.

En vista del reducido nimero de linfocitos infectados que existen en una persona
seropositiva, las técnicas convencionales como el andlisis de "Southern blot", no
son suficienlemente sensibles para caracterizar la informacién genética del
retrovirus®. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa se emple6 en un principio
para detectar el DNA proviral del HIV en los cocultivos, y posteriormente se
extendi6 a detectar directamente al DNA proviral de las células mononucleares de
la sangre periférica (PBMCs) en las personas infectadas®”,

Problemas Relacionados con el Diagnéstico

La mayorfa de los humanos infectados con un retrovirus no manifiestan sfntomas
evidentes en los siguientes afios a la infeccién. Algunos, pero no todos,
eventualmente desarrollan etapas prodrémicas prolongadas de la enfermedad, antes

de desarrollar la enfermedad terminal®,
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En ciertas situaciones clfnicas, el diagndstico inequivoco ha sido entorpecido por
las insensibilidades relativas de estos métodos que miden anticuerpos, que son los
mis cominmente empleados. Este tipo de andlisis identifica a las personas que han
tenido contacto con el retrovirus, pero no indican especfficamente que exista una
infeccién actual®®,

La evidencia de laboratorio para diagnosticar una infeccién en curso requiere el
cultivo del virus y/o una deteccién positiva de antfgenos virales®. El cultivo viral
requicre de 3 a 4 semanas y pierde sensibilidad ya que los virus no siempre pueden
ser aislados de los pacientes infectados. Los ensayos para la deteccién y
cuantificacién de antfgenos, se basan en la captura de los antfgenos virales por
medio de anticuerpos mono o policlonales que se encuentran inmovilizados en un
soporte s6lido. La mayor desventaja de este tipo de técnicas €s que los antigenos
virales, en la mayor parte de las muestras clfnicas no se encuentran libres, sino
que se encuentran complejados con anticuerpos especificos generados por el
huésped. Esto impide la deteccién de los antfgenos. El antfgeno viral p24
generalmente no se encuentra en forma libre, sino hasta haberse alcanzado un
estado avanzado del sfndrome de inmunodeficiencia, donde ya se presenta un
exceso de antigenos en la circulacién. En algunos casos, se pueden detectar los
antfgenos en los primeros meses de la infeccién, antes de la aparicién de los
anticuerpos. Es por esto que ¢l valor de las pruebas que detectan anticuerpos es
limitado®".

La habilidad de la técnica de PCR para detectar directamente la presencia de
DNA proviral, 0 RNA viral ha permitido detectar al virus antes de que se

desarrollen los anticuerpos correspondientes™ 9,
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TABLA N° 4. CARACTERISTICAS DE LOS ENSAYOS VIROLOGICOS
PARA DETECTAR HIV-1 EN MUESTRAS CLINICAS®™

ENSAYC % DE RANGO PARAMETRO COMENTARIOS
PACIENTES DECD4* | VIRAL MEDIDO
POSITIVOS [celfmm’}
Antigeno p24 20 200-500 | Antigeno viral Cuando se encuentra presente,es Gtil
37.95 <200 libre en plasma como marcador {écilimente medible.
© suero Su descenso indica actividad antiviral
In vivo, es util en la evaluacion
temprana de agentes nuevos.
1ICD p24 45-70 200-500 Antigeno viral El tratamiento dcido del suero o
76 -100 <200 inmuno- plasma resuita en general, en
lejado en d idn av da del antigeno
suero o plasma p24 como resultado de su liberacion
de los complejos inmunes. Util en e!
diagndsti yen
{a pravalencia de este marcador en
estudios poblacionales potenciales.

Viremia en 75-100 <200 Virus inf Es dtil en iones con

plasma libre enfermedad avanzada debido a la

baja prevalencia de pacientes con
valares de CD4* > 200/mm?
Cuando s8 encuentran presentes, €5
un marcador cuantitativo util para
monitorear ia respuesta a terapia
antiretroviral.

Cuitivo de 95-100 <500 Virus infeccioso | Marcador Gtil para monitorear

PBMC asociada a camblos en el titulo vial en la
células y el terapia. Es caro y ta técnica
amplificabla. {aboriosa.

PCR del DNA 100 <1,000 DNA proviral Es util en documentar 1a infeccién
asociado a neonatal y para cuantificar la carga
células viral en el hudsped.

PCR del RNA 100 <1,000 RNA vital libre y | Las técnicas se encuentran en

asociado a
células

desarrollo. Prometen un marcador
activo de la expresidn viral In vivo ,
es aplicable a cualguier estado de 3
enfermedad. Se investiga la
raspuesta a terapia antiretroviral e
inmunolégica.
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La infecci6n de células de ifnea germinal resulta en la eventual trasmisitn

vertical de la secuencia viral a la progenie del huésped infectado.

La técnica de PCR es uno de los pocos métedos capaces de detectar la infecci6n
por HIV-1 en infantes nacidos de madres infectadas por HIV-1, en esta situacin
particular, la presencia de los anticuerpos maternos que pueden durar hasta 15
meses no necesariamente implica que exista la infeccidn en el nifio, por lo que

confunde el diagndstico por EJA y "Western blot"(33:36.3740)

Son pocas las opciones terapéuticas para pacientes con enfermedades terminales
inducidas por retrovirus, y ninguna hasta la fecha ha sido curativa. Por esta razén
se lleva a cabo un considerable esfuerzo para identificar a los pacientes infectados
que aln se encuentran asintomiticos para preveair la diseminacidn de la infeccidn
a otras personas y de esta manera especificar la naturaleza exacta de su
enfermedad. Estas técnicas han servido a la sociedad como pruebas de deteccitn
para proteger a los receptores de productos sangufneos, Sin embargo, debido a fa
latencia que se asocia a las infecciones retrovirales, existe la posibilidad de

pacieiites seronegativos que se encuentren infectados®™.

Por medio de la amplificacién por PCR se puede ademds diferenciar el tipo de
virus que infecta: HIV-1 ¢ HIV-2¢7,

La heterogencidad del HIV-1 ha sido extensamente documentada®, se puede
ver un ejemplo de ella en fas figuras N® 8a y 8b. Para asegurar la deteccidn
eficiente de todas las variantes del HIV-1, se dirige la amplificacién iinicamente

a regiones altamente conservadas del genoma viral.
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Figuras N° 8A y 8B. Variedades del Virus del Sida™.

pocies vidcos
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La figura 8A muestra las variantes del virus del SIDA en diferentes 6rganos de un
mismo individuo. La figura 8B ejemplifica como cambian con el tiempo las
variantes del virus en un individuo infectado.

Dos pares de cebadores han sido extensamente empleados para cl andlisis de
‘muestras infectadas por HIV-1. Uno de los pares se designa como
SK38/SK394¢4% &stos comprenden 115 pares de bases que corresponden a una
regi6n del gag del retrovirus. El segundo par de cebadores, SK145/SK1010640),
ampliftcan una regién de 130 pares de bases, también del gag que se conserva
entre los aislados de HIV-1 y HIV-2 ( aislado ROD). Las sondas para los
productos de amplificacién de SK38-39 y SK145-101 son SK19 y SKI02
respectivamente. La tabla N° 5 contiene algunos ejemplos de estos cebadores y

sondas.
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TABLA N° 5. OLIGONUCLEOTIDOS MAS COMUNMENTE

TGGTATAGT

EMPLEADOS"*?

OLIGONUCLEQTI- AEGION | SECUENCIA {5'A 3} POSICION DE

DOS: CEBADORES [Ke})

Y SONDAS NUCLEQTIDOS

GH26 [cebador) HLA* GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG

GH27 {cebador) HLA CACGGATCCGGTAGCAGCGGAGAGTT
G

SK38 (cebador) gag ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAA 1661-1578
AT

SK39 {cebador) gag TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATG 1638-1665
C

SK19 ({sonda) gag ATCCTGGGATTAAATAAAATAGTAAG 1695-1636
AATGTATAGCCCTAC

SK101 {cabador) gag GCTATGTCAGTTCCCCTTGGTTCTC 1482-1506

SK145 (cebador) gag AGTGGGGGGACATCAAGCAGCCATGC 1366-1395
AAAT

SK102 {sonda} gag GAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGA 1403-1435
ATGGGAT

SK68 (cebador) 8nv AGCAGCAGGAAGCACTATGG 7801-7820

SK69 (cebador) env CCAGACTGTGAGTTGCAACAG 7922-7942

SK70 (sonda) env ACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTC 7841-7875

* HLA, antfgeno leucocitario humano.

Cualquier muestra que presenta dos regiones amplificadas y detectadas por

hibridaci6n, se considera positiva, cumpliendo con el requisito de que los controles

negativos empleados sean negativos™".

Dada la extraordinaria sensibilidad de la técnica de PCR (permite identificar un

célula infectada en 10,000 no infectadas™®) es crucial el poner especial interés en

evitar la contaminacién cruzada de las muestras la cual amplificada que produce

resultados falsos positivos*?,
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E! método méds comuin para la deteccién del DNA proviral del HIV-1 resultante
de la amplificacién por PCR es la hibridacién con una suspensién de
oligonucledtidos radiactivos (OSH). Este método demuestra alto grado de
sensibilidad y especificidad, pero presenta la desventaja del manejo de compuestos

radiactives que requiere de mayor seguridad en su manejo®,

Recientemente han sido disefiadas varias técnicas para la deteccién del HIV-1
basadas en PCR, que eliminan el requerimiento de radioisétopos, y que permiten
el andlisis de numerosas muestras en un perfodo corto de tiempo. Entre las técnicas

se encuentran®;

a) La Roche : Ensayo prototipo de HIV-1 por PCR

b) Du Pont : Ensayo tipo sandwich de oligonucleétidos
ligados a enzima (ELOSA)

c) Gen Probe: Ensayo de proteccién de la hibridacién (HPA)

Cada uno de los métodos demostré bucna cspecificidad y sensibilidad para la
deteccién del DNA proviral del HIV-109,

Los resultados que se han obtenido al emplear la técnica de PCR para la
deteccidn del HIV-1, sugicren que el aniglisis mediante PCR de las secuencias del
HIV-1 va a poder ser empleado para conocer la carga viral, una vez que se
perfeccionen los métodos cuantitativos. Una cuantificacién precisa de la carga viral
serd de gran utilidad como indicador del prondstico y para la evaluacién de la

eficiencia de la terapia antiviral®s#),

90



DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES GENETICAS

La aparicién de PCR ha cambiado el modo de deteccién de las enfermedades
hereditarias y la biisqueda de predisposicién a cierta padecimientos®™. Las pruebas
genéticas son el drea del diagndstico médico que con mayor rapidez estd creciendo.
Las pruebas no son unicamente para los embriones, también se emplean para
diagnosticar, de una forma mds rdpida y precisa®®, enfermedades en nifios y en

adultos.
El afio pasado se encontraron algunos genes asociados con la enfermedad de
Alzheimer, Huntington y el cdncer de colon™®, se espera encontrar préximamente

el gen asociado al cdncer de mama y muchos otros mi4s.

En la figura N° 9 se observa la cantidad de padecimientos que, a la fecha, se

han asociado a cada uno de los cromosomas humanos.
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Figura N° 9. Distribucién de las Enfermedades que se asocian a cada cromosoma®?

Nimero de Cromosoma

Nimero de Enfermedades Conocidas Asociadas a ese Cromosoma




ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La Enfermedad de Huntington (EH) es un padecimiento neurodegenerativo y
progresivo que se caracteriza por disturbios motores, pérdida cognocitiva y

manifestaciones psiquidtricas como cambios de humor y de personalidad®s46),

Esta enfermedad sigue un patrén de herencia autosémico dominante y afecta a

1/10,0004549 individuos en la mayorfa de las poblaciones de origen europeo.

Se caracteriza por presentar movimientos coréicos distintivos que tipicamente
tienen un sutil ¢ insidioso inicio en la cuarta y quinta década de la vida y
gradualmente empeoran en un transcurso de 10 a 20 afos hasta ocasionar la
muerte. Uno de los peores aspectos de esta enfermedad es su aparicién al final de
la etapa reproductiva, los pacientes sin saberlo, heredan el gene que posee el
defecto a sus hijos, y los hijos "bajo riesgo" viven su posible futuro en el

sufrimiento de sus padres.

Ocasionalmente la enfermedad de Huntington se expresa en la juventud,
manifestindose sfintomas mds severos incluyendo la rigidez y su curso transcurre
mds rdpidamente. E! inicio de la enfermedad en j6évenes se asocia

preponderantemente a la transmisién paterna det alelo mutado®”.

La neuropatologfa de esta enfermedad, muestra un patrén
de muerte neuronal selectiva que es mds severa en el micleo caudado y en el

putamen( elementos de los ganglios basales).
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Las bases bioquimicas de la muerte neuronal en la enfermedad de
Huntington no han podido ser explicadas**", por lo que no hay tratamiento
efectivo- para retardar o prevenir el inicio y progresién de esta enfermedad

devastadora. Es por esto que es tan importante establecer el diagnéstico lo antes
posible.

HISTORIA.

El defecto genético responsable de esta enfermedad le fue adjudicado al
cromosoma 4 en 1983 mediante andlisis de ligamiento genético empleando

marcadores polimérficos de DNA en humanos™®,

Posteriormente se buscé aislar y caracterizar el gen. Se estableci6 un mapa
genético de la regién implicada. El telémero 4p de un cromosoma EH fue clonado
en un cromosoma artificial de una levadura, estableciéndose asf cromosomas
artificiales en levaduras y césmidos contiguos a la regién candidata para poder

caracterizar los genes de esa regién®,

El andlisis de eventos de recombinaci6n en familiares de pacientes con EH
ha permitido identificar una regién de 2.2 Mb entre el D4S10 y D4S98 en la
regién cromosémica 4p16.3 como la posicién candidata mds probable responsable
de la enfermedad de Huntington®?, Bn Ia figura N° 10 se observa un mapa de la

regién encontrada
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Figura N° 10, Mapa del cromosoma 4p“*
]
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Las investigaciones efectuadas por el anlisis de ligamiento genético sugieren
que han ocurrido muiltiples mutaciones causando el desorden genético. Sin
embargo el andlisis del haplotipo, empleando marcadores multialélicos ha indicado

que por lo menos una tercera parte de los cromosomas de los enfermos de
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Huntington estdn relacionados ancestralmente. El haplotipo compartido por estos
cromosomas mutados, indica que un segmento de 500 kb, entre D4S18 y D4S182
es muy posiblemente el sitio donde se presenta el defecto genético?,

Estos estudios permitieron identificar inicialmente tres genes™:

a) el gen de alfa-adducina (ADDA).

b) un gen transportador (IT10C3).

¢) un gen que codifica para un receptor acoplado a una proteina G(IT11),
Sin embargo ninguno de estos genes correlacionaron especificamente con el
padecimiento®,

Posteriormente se identificé otro gen, el IT1S5 que contiene aproximadamente
210 kb, que codifica para una protefna desconocida de alrededor de 348kd. El
gen IT15, contiene una zona polimérfica que se caracteriza por presentar una serie
de repeticiones de un trinucledtido: (CAG)n. El polimorfismo radica en diferentes
niimeros de repeticiones del trinucledtido, encontréndose 17 alelos en la poblacién

normal, los cuales contienen entre 11 y 37 repeticiones de este triplete'™,

En los cromosomas EH, la longitud de la repeticién de los trinucledtidos estd
aumentada sustancialmente. Se ha observado una correlacién inversa entre el
mimero de repeticiones del trinucledtido y la edad de inicio de la enfermedad,
presentdndose segmentos mucho mds largos en los pacientes donde la enfermedad
se presenta desde la juventud (mds de 60 repeticiones “%).

La inestabilidad de Ia longitud de las repeticiones recuerdan las repeticiones
de trinucledtidos similares que aparecen en otros padecimientos como el Sindrome
del X~frégil y la distrofia miot6nica®®,

La presenciade un segmento inestable integrado por repeticiones expandibles

de trinucledtidos en los cromosomas de enfermos de Huntington, sugicre que estas
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alteraciones son el fundamento del fenotipo dominante de la enfermedad de
Huntington y que la regién IT1S codifica para un gen especffico de esta
enfermedad®?, ‘

La elongacidn de secuencias de trinucleétidos repetidas ha sido implicadas

con anterioridad como la causa de diversas enfermedades como se observa en la
tabla N°6:

Tabla N° 6 Padecimientos Neurolégicos debidos a Repeticiones de
. trinuclestidos ¥

Enfermedad Locus y Trinucledtido Rango Rango en
cromosomia repetido Normal Ia
enfermeda
d
Enfermedad de 4pl6.3 CAG en el gen EH 9-37 37-121
Huntington
Atrofia Muscular Xq21.3 CAG en el gen del 1330 30-62
Espino-bulbar receptor androgénico
Sindrome del X- Xq27.3 CGG en ¢l gen FMR-1 6-54 450-1500
frégil
Distrofia 19q13.3 CTG en la proteina 5-37 44-3000
Miot6nica quinasa muscular
dependiente de AMPc
Ataxia 6p24 CAG en un gen de 25-36 43-81
Espinocerebelar funcién desconocida
tipe 1
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El Sfndrome del X-fragil comprende una gran cantidad de sfntomas que
incluyen el retraso mental y un sitio frigi! en la posicién Xq 27.3. Este sindrome
se asocia a la expansién del trinucleétido (CGG)n, que se piensa se encuentra en
el extremo 5' de la regi6n no traducible del gen FMR149,

En la Distrofia Mioténica, que también es un padecimiento autosémico
dominante (como en el caso de la enfermedad de Huntington), se han observado
manifestaciones de debilidad muscular y miotonfa, las cuales se presentan
tipicamente en la juventud. La regi6n inestable de trinucleétido (CTG)n , se
localiza en el extremo 3’ de la regién no traducida del gen que codifica para
proteina quinasa muscular®?,

En el caso de la Atrofia Muscular Espino-bulbar, es una enfermedad
ligada al cromosoma X, recesiva y que inicia en la edad adulta, caracterizdndose
por alteraciones de las neuronas motoras. Sc sabe que estd ocasionada por la
expansién del mismo trinucleétido, que observamos en la enfermedad de
Huntington (CAG)n pero en este caso la secuencia codifica para el gen del receptor
de andr6genos, en el cromosoma X“9,

La longitud del segmento que se repite tanto en el Sfndrome del X frdgil
como en la Distrofia Miot6nica tiende a aumentar en generaciones sucesivas, a
veces lo hace en forma dramdtica y ocasionalmente se ha visto que disminuye®®.

Bl ndmero de repeticiones del trinucleétido de EH también es inestable,
usualmente se expande cuando se transmite 2 la siguiente generacién, aunque en
algunas ocasiones también se ha visto que se reduce®. En este padecimiento, al
igual que en los anteriormente descritos, la expansi6n del trinucledtido, se da en

ausencia de recombinacién®®,
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VARIACION POLIMORFICA DE LA REPETICION DEL
TRINUCLEOTIDO (CAG)n.

La secuencia del gen IT15 contiene cerca de su extremo 5°, una regién
polimérfica que contiene un nimero variable de copias de! triplete (CAG)n, el cual
codifica para la glutamina.

En la poblacién normal se han encontrado 17 alelos discretos que poseen de
11 a 34 unidades repetidas. E198% de los cromosomas normales analizados en el
reporte inicial elaborado por el grupo colaborativo de investigacién de la
Enfermedad de Huntington en 1993% contenfan entre 11 y 24 repeticiones, como

se observa en la tabla No. 7.

Tabla N° 7 Repeticiones del Trinuclestido (CAG)*®

Nimero de Cromosomas Normales Cromosomas EH
Repeticiones
Nimero de Frecuencia Nimero de Frecuencia
Cromosomas cromosomas
analizados analizados
> 48 0 0.0 44 0.59
42-47 0 0.0 30 0.41
30-41 2 0.01 0 0.00
25-30 2 0.01 0 0.00
>24 169 0.98 0 0.00
TOTAL 173 1.0 4 1.00
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N° de Alelos

Se detectaron los cromosomas que contenfan de 25 a 30 repeticiones, ademds
de 2 cromosomas, supuestamente normales los cuales posefan 33 y 34 repeticiones

respectivamente®™®,

La heterocigocidad encontrada en los cromosomas analizados fue del 80%.

Las diferencias en los alelos se debe principalmente al mimero de repeticiones™.

Cuando se publicé el descubrimicnto del gen BH®), se habfan analizado 75
familias, y se encontr6 en todas ellas, empleando fa técnica de PCR, un producto
de amplificacién de tamafio mayor a lo normal. El tamafio encontrado en los

cromosomas EH varfa entre 42 a mas de 66 copias( figura N° 11),

Figuras N° 11A y 11B. Distribucién del Niimero de Repeticiones en
Cromosomas Sanosy EH".
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En aquellos individuos que no presentaron producto de amplificacién, ésto se debi6
a que éste era demasiado largo. En estos casos, el andlisis se efectué por la
técnica de "Southern blot", empledndose la enzima EcoR1 y se encontré una
mayor longitud del fragmento amplificado.

Al estudiar los cromosomas de personas afectadas, cuyos antecesores no habfan
mostrado el padecimiento, se encontré que en los progenitores sanos que
compartfan el cromosoma mutado, el mimero de repeticiones del trinucleétido
estaba en el Ifmite superior del rango normal de repeticiones, por lo que se
concluyé que el haplotipo estaba predispuesto a sufrir expansién y no se debfa a
mutaciones nuevas. Este estudio permitié concluir que ¢l fndice de mutacién en EH
es muy bajo?,

Se han encontrado diferentes haplotipos que se asocian con EH, pero por lo
menos 1/3 de ellos estdn relacionados en forma ancestral®®, Esta informacidn,
conjuntamente con la reducida velocidad de mutacién de EH, sugieren que la

expansién del mimero de copias sélo puede ocurrir en ciertos cromosomas®*®,

BASES BIOQUIMICAS
La expresién del Sfndrome del X-frégil se asocia con la inactividad del gen
FMRI. Por otro lado, el patrén recesivo de herencia de la Atrofia Muscular
espino-bulbar sugiere que se genera un producto de un gen que normaimente es
inactivo“?, Con respecto a la Distrofia Mioténica no se conocen las bases
bioqufmicas.
En el caso de EH existen numerosas posibilidades para explicar el

mecanismo de patogénesis. Se sabe que la expansién no causa la inactividad del
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gen IT15, puesto que se ha encontrado el RNAm que corresponde a ese gen, en
pacientes homocigotos para EH®9,

En vista de que es una enfermedad dominante, se ha sugerido que la
enfermedad es causada por una mutacién que otorga una nueva funcién al RNAm,
que la protefna formada tenga una nueva propiedad, o que se exprese
inapropiadamente®,

Si se tradujera la repeticién expandida de trinucléotidos, las consecuencias
del producto proteico serfan dramdticas, ya que se aumentarfa la longitud de la
cadena de poliglutamina cerca del extremo N-terminal. Es posible sin embargo,
que a pesar de la presencia de un coddén de metionina rfo arriba, la traduccién
normal ocurra 3’ a el inicio de las repeticiones (CAG)n, y que no exista la cadena
de poliglutaminas en el producto protéico. En este caso, las repeticiones se
encontrarfan en la regidn no traducida en el extremo 5’ y se podrfa esperar que
gjerzan su accién dominante a nivel del RNAm®*,

La presencia de las repeticiones expandidas puede alterar directamente la
regulacién, localizacidn, estabilidad o traduccién del RNA que las contiene y
puede indirectamente afectar su contraparte en el alelo normal en el caso de
heterocigotos para EH®9,

También se puede pensar en que la presencia de una regidn repetida puede
alterar el sitio efectivo de inicio de la traduccién para el transcrito EH, truncando
la proteina y/o afectando el control de la expresién de RNAm. Finalmente no se
puede descartar la posibilidad de que la enfermedad se deba a la expresién de un
gen adyacente™),

Lo mds probable es que la expansién de trinucléotidos en el gen IT15 cause
la enfermedad de Huntington a nivel del RNAm, o de la protefna para la que

codifica, la cual han llamado "huntingtina"®®).
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No se ha encontrado ninguna similitud importante entre el gen IT1S y
alguno de los genes reportados en la base de datos GENBANK®S que permitiera
tener una idea sobre la funcién de este gen, a excepcién de las regiones que
codifican para unas cadenas de glutamina y prolina cerca del extremo N-terminal.
Tampoco la secuencia de aminodcidos de la "huntingtina" aporta ninguna pista
sobre su funcién®®.

Las regiones de poli-glutamina y poli-prolina, cerca del extremo N-terminal
se encuentran presentes en un gran nimero de protefnas. Es dificil valorar el
significado de estas similitudes, aunque es notable que muchas de ellas son
protefnas que se unen al DNA y que Ia "huntingtina" posee una leucina en el
residuo 144344,

Una observacién que llama mucho la atencién es que la protefna
"huntingtina" se expresa ampliamente en el organismo y sin embargo la muerte
celular en EH est4 confinada a neuronas especfficas en regiones particulares del
cerebro®),

VENTAJAS DE EMPLEAR PCR PARA EL DIAGNOSTICO:

Antes de que se lograra la clonacién del gen de la EH, los marcadores que
se empleaban para diagnosticar esta enfermedad no eran 100% confiables, puesto
que siempre existfa Ja posiblilidad de que hubiera recombinacidn ( 2-4%)* entre
el marcador empleado y el sitio de mutacién para la enfermedad, el cual atin no
se conocfa. Para llevar a cabo los andlisis se requerfan muestras de DNA de
numerosos miembros de la familia con el objeto de determinar la fase del marcador
que estaba segregando con el gen, por lo que hasta 25% de los individuos que

buscaban el diagnéstico, eran excluidos de éste, puesto que no contaban con
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muestras de sangre de parientes cruciales®),

La capacidad de la técnica de PCR para monitorear directamente el tamafio
de Ia repeticion de trinucledtidos en individuos "en riesgo" de EH, revolucionard
las pruebas predictivas para la enfermedad, eliminando la necesidad de los
complicados andlisis de ligamiento genético y facilitando el asesoramiento genético
al extender la aplicacién al diagnéstico presintomdtico y prenatal a individuos "en
riesgo" que no posean familiares afectados vives, ademds de respetar la privacidad

det paciente y de sus familiares®® y asegurar confidencialidad.

En el estudio inicial realizado en 1993 por el grupo colaborativo de
investigacién de la Enfermedad de Huntington se encontr6 una correlacién aparente
entre el mimero de repeticiones y 1a edad de inicio de 1a enfermedad que recuerda
a la reportada en la distrofia mioténica. El mayor ndmero de repeticiones de
trinucle6tidos se encontrd en los pacientes en los cuales 1a enfermedad se present6
en etapa juvenil, donde ademds se observé una preponderante transmisién
masculina, pero se requiere de mds estudios para corroborar estos importantes
hallazgos. Estos estudios deberdn completarse antes de que se pueda emplear el
nimero de repeticiones (CAG)n para dar informacién prondstica a individuos en

riesgo®,

DESCUBRIMIENTQ DE UNA SEGUNDA REGION DE POLIMORFISMO

Se encontr6 una nueva regién de polimorfismo®™** en el gen IT15 (figura
N°12) la cual afecta la longitud final del producto analizado, en base a este dato
se calcula el ndémero de repeticiones del trinucleétido CAG. Esta segunda regidn

polimdrfica consiste en repeticiones de otro trinucleGtidlo, CCG, con una
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heterozigosidad aparente de 71% en los cromosomas normales y 40 % en los que
poseen la mutacién para BH®9, !

Figura N° 12. Localizacién de las dos regiones polimérficas en IT156%

-—{ (CAG)n |-—‘ (cce)n }——

12 pb

Bl hecho de no tomar en cuenta el polimorfismo de la regién CCG, puede
ocasionar un célculo erréneo de la longitud del segmento de repeticiones CAG
hasta por 3 repeticiones®®,

Los cebadores que se han empleado para evitar amplificar esta segunda
regi6n polimérfica son los pares HD4F - HD3V y HD4F - HDSR®Y ,

Se realizé recientemente un extenso estudio™ para evaluar la sensibilidad
y especificidad del diagnéstico de la enfermedad de Huntington por PCR, método
que emplea ¢l mimero de repeticiones del triplete CAG para identificar a los
individuos con la mutacién de la EH. En este estudio se encontré que la
sensibilidad de este método es de 98.8%, presentando intervalos de confianza del
95% (97.7 2 99.4%) y una especificidad de 100% con intervalos de confianza del
95% ( 95.2 al 100%). Para llevar a cabo este estudio se extrajo el DNA de
leucocitos y se realizé la amplificacién por PCR utilizando y condiciones descritas
inicialmente™® y los siguientes cebadores:

5’ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC-3".
Y 5’AAACTCACGGTCGGTGCAGCGGCTCCTCAG-3'.

105



En pacientes en los cuales se estim6 que posefan un nimero de repeticiones cerca
del lfmite normal, es decir de 36 a 42 repeticiones del codén CAG, se repet(a la
amplificacién empleando cebadores que excluyeran la regién que contiene las
repeticiones del otro trinucleétido encontrado ( CGG). Esto permitié obtener un
mimero mds certero del limite inferior de expansién de la secuencia CAG en los
pacientes con EHO®,

Para llevar a cabo este estudio se incluyeron personas de diferentes
nacionalidades y grupos étnicos, encontréndose en todos ellos resultados similares.
La mayorfa (11/12) de los pocos pacientes (1.8%) a los que se les habfa
diagnosticado la EH y no presentaron la expansion del trinucleétido, se encontré
que posefan enfermedades diferentes a BH®,

La ausencia de la expansidn del trinucleétido CAG en otros padecimientos
neuropsiquidtricos como Alzheimer, Esquizofrenia, Depresién Mayor, Corea Senil,
Corea Benigna Hereditaria, etc. significa que se puede emplear el ensayo
molecular para establecer el diagnéstico diferencial de la enfermedad de
Huntington con respecto a otras enfermedades con las que suele confundirse
clfnicamente®®.

En Canad4 el costo de esta prueba de laboratorio es de aproximadamente 300
délares por persona, lo cual es mds barato que otras pruebas especializadas para
diagnosticar la enfermedad de Huntington como son la tomograffa computarizada,
resonancia magnética, tomograffa de emisién de positrones y el examen
neuropsicoldgico™®.

Es necesario continuar respetando los lineamientos internacionales y
protocelos de asesoramiento . Las muestras de familiares no afectados deben

analizarse Wnicamente con su consentimiento.



IDENTIFICACION DE INDIVIDUOS PARA MEDICINA
LEGAL

La evidencia biolGgica Hega a los casos forenses en diferentes formas®®:
manchas de sangre en cualquier superficie, semen mezclado con fluidos vaginales,
pelos®?, pedacitos de huesos, dientes, colillas de cigarros®®, tejido encontrado en
la punta de las viias, etc.®.

El principal objetivo del andlisis de este tipo de evidencia es desarroliar
informacién que permita identificar al individuo al que pertenece esa
evidencia®®%.

Tradicionalmente se determinaban los grupos sangufneos asf como los
marcadores genéticos presentes en esas muestras®®, Elavance de Ja tecnologfa del
DNA en la ltima década proporciona un nuevo enfoque, ¢l andlisis de la variacién
genética a nivel del DNA, La capacidad para evaluar una muestra biolégica
depende en la calidad y cantidad de DNA que se posee®®,

La habilidad para detectar polimorfismo, en el DNA proveniente de las
muestras de evidencia, ha revolucionado la biologfa forense. Usando la técnica
del andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos generados por
enzimas de restriccién (RFLP)(figura 13), se pueden obtener "huellas genéticas",
siempre y cuando ¢l DNA se encuentre en buen estado (poco o nada degradado)
y en cantidad suficiente. Se requiere de aproximadamente 50 ng de DNA de aita
masa molecular para realizar el andlisis por RFLP usando tan solo una sonda para
un loci, y se requiere m4s de 100 ng para analizar varios locus, sin embargo, en
la préctica no siempre se obtienen de la evidencia biol6gica la cantidad de DNA

no degradado que se requiere para realizar este tipo de andlisis®®.
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Figura N° 13, Fundamento de la Técnica de RFLP
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Por otro lado, la técnica de RFLP consume gran cantidad del material, por

lo que gran parte de las muestras no pueden ser reanalizadas® ¥,

VENTAJAS DE EMPLEAR PCR PARA EL ANALISIS DE EVIDENCIA.
Este tipo de limitaciones se pueden sobrellevar empleando la reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias de DNA especfficas que

exhiben polimorfismo.

PCR ofrece dos ventajas significativas:

Se puede reaiizar la amplificacidn a partir de cantidades muy pequeiias

de DNA muestra. Esto permite la obtencién de informaci6n genética a partir de

muestras forenses que contienen muy poco material celular, para ser analizado por

otras técnicas®®,
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2. Se puede amplificar el DNA degradado®®*? (una proporcién

importante de las muestras forenses muestran materal degradado).

Operativamente, PCR proporciona dos ventajas adicionales:
a) Es relativamente fdcil de realizar y

b) los resultados se pueden obtener rdpidamente, generalmente dentro de
24 hes®,

DESARROLLO DE SISTEMAS MARCADORES PARA PCR

El fin principal del anlisis forense del DNA es obtener una identificacién
positiva del donador de [a evidencia. Para lograr este ffn, el andlisis debe emplear
marcadores genéticos altamente informativos y debe ser desarrolladode forma ficil

en un laboratorio forense tfpico.

Los sistemas de marcadores, para dar los mejores resultados, debe cumplir
con ciertos criterios @,

a)  El marcador debe ser altamente polimérfico, y tener un alto nivel de
heterocigosidad genética®.

b)  La secuencia blanco debe poder ser amplificada de forma rdpida y
especifica®,

¢) Los métodos para detectar la variacién alélica, deben ser ficiles y
confiables.

d)  Se debe contar con informacién sobre las frecuencias genotipicas que
presenta una poblacién determinada para poder estimar el poder de

discriminacién del marcador®¢%,
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e)  Los sistemas del marcador se deben heredar en forma independiente,
de manera que las frecuencias que se derivan de un sistema de marcador, se
puedan multiplicar con los de los otros sistemas, aumentando el poder de
discriminacién.  La herencia independiente ocurre cuando los marcadores se

encuentran localizados en diferentes cromosomas®”,

Actualmente, sélo se han caracterizado adecuadamente para uso forense
pocos sistemas. Por esta razén, el poder de discriminacién de estos sistemas no es
tan alto como los empleados en el andlisis por RFLP. Sin embargo existen muchas
regiones polimérficas en el DNA humano que pueden ser explotadas por métodos
de andlisis con PCR®, por lo que en un futuro muy cercano, va a mejorar el nivel

de discriminaci6n‘",

Los polimorfismos del DNA se pueden dividir en dos categorfas®":
a) Polimorfismos de secuencia: tal como ocurre entre los genes del  conpp
HLA, altamente polimérfico y en el bucle-D del DNA mitocondrial.
b) Polimorfismo de fongitud, ¢jemplificado por los mimeros variables de
repeticiones en tandem (VNTR).

En ambos casos, se puede emplear PCR para acumular fragmentos de DNA
que contengan regiones polimdrficas y posteriormente se pueden emplear

diferentes estrategias para distinguir entre los diferentes alelos®".

El método mds directo, pero a su vez mds laborioso para detectar
polimorfismo de secuencias, es la secuenciacién por procedimientos estdndares®”,
del DNA amplificado.
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En los casos en donde s6lo se encuentra presente una sola secuencia
variable, como por ejemplo el DNA mitocondrial, la secuenciacién directa del
producto de la amplificacién DNA, no serd dudosa, sin embargo en individuos
heterocig6ticos que contengan dos alelos diferentes, la secuenciacién directa del
producto amplificado da la mezcla de dos secuencias. En este caso es dificil
identificar las dos diferentes secuencias de DNA sin clonarlas, especialmente si los

dos alelos difieren en su secuencia en multiples posiciones®?,

El polimorfismo de secuencias se puede detectar de una manera mds fécil y
rdpida empleando sondas de oligonucleétidos alelo-especfficos (ASQ). Bajo las
condiciones adecuadas, este tipo de sondas solo hibridan con las secuencias con las
que se cmparejan perfectamente. Para disefiar las sondas ASO se tiene que
determinar primero, las secuencias de todos los alelos que cominmente ocurren,
Una vez establecidos, se disefian las sondas para detectar los alelos por hibridacién

diferencial®",

Por otro lado, la diferente longitud que se observa en los VNTR®®, se puede
detectar por medio de una clectroforesis en gel de poliacrilamida analitico,
mediante el fraccionamiento por tamafio de los productos amplificados por PCR.
Estos productos se obticnen empleando cebadores que flanquean la regién de
repeticiones del locus. El tamaiio de los productos generados por PCR, refleja el
nimero de repeticiones en tandem contenidos en cada alelo, siempre y cuando sea
elevada la especificidad de la reaccién. St la producci6n y/o especificidad de la
amplificacién es baja, los loci de VNTR se pueden detectar por hibridizacién con

una sonda especffica para la secuencia de repeticiones en tandem ©".
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El primer y mejor desarroliado sistema para el andlisis de muestras forenses
por PCR es el sistema DQ aifa. El gen DQ alfa es un gene que pertenece al HLA
clase II y contiene una regién polimérfica dentro del segundo exén. Usando
cebadores que se unen a secuencias conservadas que flanquean esta regi6n, se
obtiene un producto de amplificacién de 242 pares de bases.

Hasta ahora, se han demostrado 8 alelos de este gen, y se han disefiado
sondas para los 6 alelos mds comunes, 4 de ellos hibridan a la misma regién de
variaci6n y distinguen los alelos A1, A2, A3, y A4. Elalelo Al se puede subtipar
como Al.l, Al.2 6 Al.3; empleando otro juego de sondas que se unen a otra

regién de variacién rfo arriba de la primera.

La tipificacién del DNA empleando como marcador al sistema DQalfa se
puede lograr fcil y rdpidamente con hibridacién por "dot-blot"©%,

Se han acumulado las frecuencias genotfpicas para poblaciones caucdsicas,
negras y asidticas “'%, Los 6 alelos generan 21 genotipos, cuyas frecuencias se
encuentran entre el 0.005 al 0.15. El poder de discriminacién (DP)®", del sistema
de tipificacién DQ Alfa, es decir, la probabilidad de distinguir entre 2 individuos
elegidos al azar de estas poblaciones, es de 0.93%" y 0.94™, y el poder de
exclusién para determinacién de paternidad es de 0.647, En cambio empleando
marcadores del sistema de grupos sangufneos, ABO se ticne un poder de
discriminacién menor (DP. 0.60) as{ como en el caso de la isoenzima PGM
(fosfoglicomutasa) el DP= 0,76 9,

CONTAMINACION
La extraordinaria sensibilidad de PCR es su principal ventaja frente al

ensayo de RFLP, sin embargo es también una fuente de preocupacién: la
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contaminacién, El DNA extrafio, como ya lo habfa mencionado en un capftulo
anterior puede provenir de diversas fuentes, puede estar incluido en la muestra
desde antes de que se colectara la evidencia, durante la manipulacién o el andlisis

de la muestra.

A pesar de que el DNA puede estar contaminado con hongos y bacterias,
estos no serdn amplificados si se emplean cebadores disefiados para amplificar
secuencias humanas. En el caso de la identificacién de personas, es mucho més
grave la presencia de DNA heter6logo de origen humano (de otro individuo). En
algunos casos la presencia de una mezcla de DNA es inevitable, por ejemplo, gran
parte de las muestras de semen que se colectan en casos de abuso sexual contienen
DNA de dos fuentes®!3,

a) Las células epiteliales de la victima y

b) El esperma del violador.

Se pueden separar estos tipos de DNA realizando un procedimiento
diferencial de lisis celular, aprovechando la ventaja de que las células espermdticas
son insensible a la lisis en ausencia de un agente reductor®*?, Dependiendo de
las situaciones del crimen, se pueden encontrar gran variedad de mezclas dcl
DNA, como la combinacién de sangre, saliva, semen, pelos u otros tejidos,
algunas de estas mezclas no pueden ser separadas por lisis diferencial, sin
embargo, antes del andlisis del DNA, se debe examinar cuidadosamente la
evidencia para poder actuar en caso de encontrar la mezcla de DNA.

Para evitar la contaminacién se debe trabajar cuidadosamente ¢ implementar
alguna de las medidas que se tratan en el capitulo relativo a la contaminacién .

Afortunadamente, la presencia de DNA contaminante se puede identificar

ficilmente, en un ensayo de hibridacién por “dot-blot" a través del cual se
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detectarfan mds de dos alelos. En un andlisis de secuencias, los contaminantes
producirdn ambigiiedad. Para una amplificacién de VNTR, se encontrarfa un
mayor mimero de bandas de las esperadas. Para detectar estos inconvenientes
se deben correr simultdineamente controles negativos y se sugiere que se realizen
dos ensayos de cada muestra para cerciorarse del resultado obtenido, aprovechando

que la técnica requiere una cantidad tan pequefia de muestra®”,

FIDELIDAD DE LA AMPLIFICACION.

Una de las mayores preocupaciones legales de la amplificacién del DNA por
PCR, comprende el hecho que el DNA que se analiza es una copia y no el DNA
original, por lo que se debe de estar seguro de la fidelidad de la amplificacién.
Se ha estimado que la fidelidad intrinseca de la DNA polimerasa es de 1 x 104 a
2 X 10* incorporaciones erréneas por nucleStido, es decir, 1 error / 10,000
nucléotidos incorporades. Este fndice de incorporaciones erréneas no conducen a
un importante error de tipificacién®®®,

La proporcién de ampliaciones que presentan alguna incorporacién errénea
depende del mimero inicial de copias del DNA molde y del nimero de ciclo en el
que ocurri6 fa primera incorporacin errénea. El caso mds severo, es cuando la
incorporacién errénea se da en el primer ciclo y se inicié con una copia unica de
DNA molde (por ejemplo, una célula de esperma). En esta situacién el 25% de
los productos contendrdn incorporaciones erréneas. Cuando ¢l mimero inicial de
copias es elevado, o cuando el error en la polimerizacién ocurre en los ciclos

avanzados, la proporcién de! producto que presenta errores es muy pequefia®®,

Otra de las regiones que puede ser analizada es el bucle D del DNA
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mitocondrial®, Este tipo de ensayo demuestra si existen o no relaciones
maternas entre individuos. Sin embargo, no se tiene gran cantidad de datos

poblacionales para este tipo de marcadores.

Actualmente se ha dado mucha importancia a las secuencias repetitivas que
aparecen en el genoma humano y que por el polimorfismo que presentan, también
pueden ser empleadas para la identificacién de individuos, presentando ciertas

ventajas adicionales a los marcadores anteriormente descritos®.

Una gran parte del genoma humano (25%) consiste en secuencias repetitivas de
DNA cuya caracteristica polimérfica inherente proporciona el mds reciente banco
de informacién molecular para el diagnéstico clinico e identificacién forense.
Entre estas secuencias repetidas del DNA se encuentran: el DNA minisatélite, el
cual consiste en repeticiones polidispersas: repeticiones de cabeza o cola de un
mondmero de longitud intermedia (aproximadamente 15 a 70 pares de bases) que
ocurren en una regién que mide en total, unos miles de pares de bases (hasta 20
kb). Estos minisatélites han sido usados para desarrollar perfiles alélicos de DNA,
basados en la técnica de RFLPM,

No obstante que el andlisis del DNA basados en RFLP ofrece un alto grado de
discriminacién, presenta algunas limitaciones, siendo como ya se habia descrito
anteriormente la mds importante, la cantidad, relativamente alta (50 a 500 ng) de
material genético no degradado que es requerido para hacer un perfil, asf como el
tiempo (los varios dfas o semanas) necesario para detectar fas secuencias alélicas
mediante hibridacién secuencial con sondas marcadas radiactivamente . En

consecuencia la tipificacién del DNA basado en RFLP es un procedimicnto tedioso

115



que no se presta ficilmente a la automatizaci6n.

En afios recientes y a través del uso de la reacci6n en cadena de la polimerasa®
otra clase de elementos repetitivos, se han convertido en el foco de atencidn para
discriminar entre individuos®; los microsatélites. Estos pequefios fragmentos
de DNA, de menos de 300 pares de bases, estdn compuestos por monémeros de
2 a 5 pares de bases, repetidos en tandem y asf como los minisatélites, se

encuentran dispersos a lo largo de genoma.

Todos los VNTRs (nimero variable de repeticiones en tandem) de los
microsatélites y algunos de los minisatélites®”, son ficilmente amplificados a
través de condiciones tfpicas de PCR, se les conoce como fragmentos
amplificados de longitud polimérfica (AMP.FLPs)**¢" cuando son monémeros
de 15-70 pares de bases y repeticiones cortas en tandem (STR)*® a los
monémeros mds cortos, de 2-5 pares de bases. Desde su descubrimiento, estas
regiones han revolucionado el campo de la identificaci6n humana y son
responsables del importante progreso en el desarrollo de los mapas de ligamiento
genético humano y de nuevos procedimientos para el diagndstico clinico.

Los AMP-FLP requieren escasa muestra, son ficiles de resolver en geles
discontinuos de poliacrilamida y se detectan rdpidamente por medio de tinciones
de plata, ademds estos procedimientos son susceptibles a automatizacién.

Entre los sistemas AMP-FLP que se han empleado exitosamente para la
tipificacién se encuentran el D1S80 y D175306"5%),

Se han documentado gran cantidad de STR (se estima que el genoma
humano contiene aproximadamente 500,000 STR) cada una caracterizada por un

mimero limitado de alelos faciles de identificar y que analizados en forma colectiva
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ofrecen un potencial ilimitado para su ensayo altamente discriminante en la
identificacién de individuos. Para que posea validez su utilizacién se requiere
conocer su distribucién en la poblacién a analizar® %7, Bn la tabla 8 se observan
algunos ejemplos de los cebadores que se pueden emplear para la identificacién de
individuos.

Tabla N° 8. Caracterfsticas de algunos sistemas STR en estudio®**”

Sistemna Localiza- | Unidad | Tamafo Cabadores 5°-->2'
clén de del
Cromo- Ropetl- | Producto
sémice, clén (pb}
HumCD4 12p AAAA 140-170 | TTACGCGTTTGGAGTCGCAAGCTGAACTAGCG
G CCAGGAAGTTGAGGCTGCAGTGAA
HumvWF 12 TCTA 102-164 { CCCTAGTGGATGATAAGAATAATC

GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG
GGACAGATGATAAATACATAGGATGGAT

HumTHO1 11pi6.6 | AATG 179-207 | GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT
ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG

HumD2151 21 TCTA/ | 172.264 | GYGAGTCAATTCCCCAAG
1 TCTG GTTGTATTAGTCAATGTTCTCC
HumFABP 4q31 AAT 199-223 | GTAGTATCAGTTTCATAGGGTCACC
CAGTTCGVTTCCATTGTCTGTCCG
HumACTEP [ AAAG | 231-339 | ACATCTCCCCTACCGCTATA
2 AATCTGGGCGACAAGAGTGA

HumHPAT Xq26 AGAT | 267-297 | ATGCCACAGATAATACACATCCCC
CTCTCCAGAATAGTTAGATGTAGG

HumARA Xcenqi3 AGC 265-315 | TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC
GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT
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CANCER

Se considera que el cdncer se debe principalmente a alteraciones en el
genoma celular que afectan la expresién o funcién de genes que controlan el
crecimiento y diferenciacién celular™. Actualmente se busca identificar las
alteraciones responsables de la tumorogénesis, caracterizando los genes
involucrados y determinando las consecuencias de las alteraciones genéticas en el

control del crecimiento y diferenciacién para el proceso de carcinogénesis.

Se han empleado diversos caminos para identificar a los genes que participan

en la carcinogénesis”":

1) Transfeccién de DNA tumoral en células de ratén NIH/3T3 y seleccién
de genes transformantes.

2) Aislamiento de genes alterados por insercién o secuencias virales.

3) Aislamiento directo de genes que presentan una alteracién visible en
células tumorales, tal como una translocacién cromosdmica.

4) Aislamiento de genes con secuencias similares a genes descubiertos

por otros caminos™™,

Empleando estas estrategias se han identificado gran cantidad de genes, pero
sélo algunos de ellos han sido implicados en el desarrollo de tumores humanos.

De éstos, la familia ras ha sido una de las més investigadas.

Esta familia consiste de tres genes muy parecidos. Harvey-ras, Kirsten-ras

y N-ras los cuales se han caracterizado como genes potencialmente transformantes
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por su presencia en ciertos retrovirus de transformaci6én aguda y células NIH-3T3
transformadas, transfectadas con DNA aislado de gran variedad de tumores.
Codifican para protefnas de 188-189 aminodcidos que se localizan en la superficie
interna de la membrana celular y son capaces de hidrolizar GTP a GDP in vitro
e in vivo, participan en la transduccién de scfiales a través de la membrana

celular™,

Estos tres genes se activan, debido a una mutacién puntual en uno de los
codones criticos: 12, 13 y 61, un aminodcido del producto protéico se altera. Estas
situaciones fueron originalmente detectadas por experimentos de transfecci6n,

seguidos por la clonaci6n y secuenciacién™,

El método mds sencillo para detectar las mutaciones puntuales en los genes
ras, es un procedimiento en dos etapas que involucra PCR"Y. En la primera
etapa, se emplean cebadores que flanquean la secuencia que se desea amplificar,
el DNA alrededor de los codones 12, 13 y 61 para los genes de la familia ras, y
se amplifica in vitro. En vista de que el coddén 61 se encuentra separado de los
codones 12 y 13 por un intrén grande, es necesario amplificar el DNA alrededor
de esas regiones empleando dos pares de cebadores independientes. Algunos de los
cebadores que se pueden emplear se observan en la tabla N° 9. Se puede realizar
la técnica de tres maneras distintas:

la. Amplificando cada regi6n en un tubo diferente.

2a. Amplificando la regién del codén 12 de los tres genes ras en un tubo,

y la regién alrededor del codén 61 de los tres genes en un segundo '
tubo.

3a. Amplificando la regién 12 y 61 de cada gen ras en forma individual.
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Tabla N° 9. Lista de algunos cebadores para la amplificacién del oncogene

ras humano™

Codon Secuencia del Cebador Hebra
N-12+13 CTTGCTGGTGTGAAATGACT S
ACAAAGTGGTTCTGGATTAG A
N 61 GTTATAGATGGTGAAACCTG S
AAGCCTTCGCCTGTCCTCAT A
Ki-12+13 TTTTTATTATAAGGCCTGCT S
GTCCACAAAATGATTCTGAA A
Ki 61 ACCTGTCTCTTGGATATTCT S
TGATTTACTATTATTTATGG A
Ha-12+13 GAGACCCTGTAGGAGGACCC S
CGTCCACAAAATGGTTCTGG A
Ha-61 CCGGAAGCAGGTGGTCATTG S
ACACACACAGCAAGCCCTCC A

En la segunda etapa se aplica una alicuota del volumen amplificado mediante
PCR a2 filtros en forma de "dot-blot" y se detectan las secuencias correspondientes
a todas las posibles sustiluciones de aminodcidos que puedan generarse por
mutaciones en los codones 12, 13 y 61 de cada gen ras, por medio de sondas
radiactivas. Las reacciones positivas son aquellas que son totalmente

complementarias a esa sonda™,
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N-ras se asocia frecuentemente a tumores de origen hematopoyético y c-K-ras
a carcinomas, encontrdndose alterado en un 95% de los carcinomas de
péncreas™ ™, en 40-60% de los carcinomas colorectales™ y en un 30% en los
pulmonares™ ¥, El oncogen H-ras mutado, es el que presenta la menor incidencia
en tumores humanos™,

Algunos investigadores piensan que se requiere la acumulacién de
mutaciones (de 6 a 10) para desarrollar un cdncer™, algunas causando la

activacién de oncogenes y otras inactivando a los genes supresores tumorales.

Actualmente, se piensa que los oncogenes actian directamente para conferir
autonomfa a la proliferacién y son capaces de activar en forma constitutiva los
mismos caminos de sefiales mitéticas que normalmente dependen de factores de
crecimiento . La proliferacién celular deja de depender de la estimulacidn
exdgena’,

Los oncogenes logran esta funcién siguiendo diferentes estrategias,
inicialmente algunos oncogenes inducen la liberacién de factores de crecimiento
mitogénicos, ya sea codificando para ellos o induciendo la activaci6n de los genes
que los producen. Se vuelven autécrinas la células (se autoestimulan) hasta dejar

de requerir de los factores de crecimiento™,

Otro mecanismo que pueden usar para adquirir la autonomfa es por las
cascadas de senales intracelulares que son activadas por receptores que se unen a
factores de crecimiento. La sefial llega hasta el nticleo donde se afecta la decisién
de iniciar el desarrollo. Algunos componentes citoplasmdticos de estas cascadas,

sufren alteracién estructural que les confiere la capacidad de liberar sefiales de
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estimulacién, ain sin haber sido excitadas previamente. Ejemplo de este tipo de
oncogenes son la familia ras que se encuentra en un 25-30% de todas las lesiones
malignas™ y el oncogen abl activo en algunas leucemias mielogenas crénicas y
agudas.

En el nicleo celular, hay varios genes que regulan el crecimiento y que
responden a la estimulacién por factores de crecimiento generando un elevado y
répido aumento en su expresién, el mejor conocido de este tipo de genes es myc,
que codifica para un factor de transcripcién responsable de la regulacién de un
banco de genes respondedores™. Los oncogenes nucleares como myc pueden
expresarse en forma constitutiva, independientemente de sus controles normales.

Estas desregulaciones ocurren por alteraciones estructurales o por sobrexpresidn™,

En el cdncer colorectal se observan correlaciones entre los cambios en el
fenotipo celular y la presencia de mutaciones en el genoma de esas células ( figura
N° 14), aunque se sabe poco acerca de los eventos que desencadenan el fenotipo
maligno™. En este tipo de cdncer se ve la colaboracién de activacién de

oncogenes e inactivacién de genes de supresién tumoral para desarrollar el cdncer.

Desde hace mucho tiempo se sabe que el proceso de tumorogénesis abarca
miltiples etapas, pero sélo recientemente se han podido identificar los eventos

moleculares que conllevan a la iniciacién y progresién de los tumores en humanos.

Los tumores colorectales son un excelente sistema para estudiar y analizar las
alteraciones genéticas involucradas en el desarrollo de un neoplasma

humano ™%, Existe abundante informacién clfnica e histopatolégica que sefiala
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que la mayorfa, si no es que todos los tumores colorectales malignos (carcinomas)
provienen de un tumor benigno ( adenoma) prexistente, y que se encuentran
involucrados factores hereditarios y ambientales en el desarrollo de las neoplasias

colorectales™ ( figura N° 14).

Figura N° 14. Correlacién de las Alteraciones
Genéticas y el Desarrollo de Céncer Colorectal 77
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Con respecto a este tipo de cdncer se han postulado cuatro principios”™®:
1) Los tumores colorectales son un ejemplo de la activacién de oncogenes
acoplados a la inactivacién de genes supresores tumorales, ocurriendo ambos

eventos por mutaciones.
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2) Se requiere de por lo menos 4 a 5 genes mutados para Ja formacién del

carcinoma, y de un nimero menor para el adenoma (figura N° 15).

Figura N°15. Multiples Alteraciones Genéticas en Tumores Coloractales

"
§
ge0 47
H]
= I [ I E S
E
o
3 K
o 60
@
£
3
5
: .
®40)
2
k] 20 v
]
° t
® Ll
0
Adenoma. Clase | Adenoma Clase i Adenoma Clase [l Carcinoma
Tipo de Tumor
Do 4 i a isn 12 Al i B85 Atteraciones Kl 4 AkamclunesJ

(Vogelstein B, Fearon & R, et al, 1988 {80) )

3) Las propiedades bioldgicas del tumor estdn determinadas por la acumulacién
total de mutaciones, més que por el orden en el que ocurren, aungue generalmente
siguen una secuencia preferida, como se observa en las figuras N° 14 y N° 16.

4) En algunos casos, los genes supresores tumorales pueden afectar el fenotipo

afin al encontrarse en estado heterocigético  por ejemplo p53).
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Figura N°16. Alteraciones Genéticas en Tumores Colorectales

% de Pérdida Alélica

1 kil
80 .
s s

60 ! 47
40| ; g
20| v,

W ¥y

Adenoma Carcinoma

Tipo de Tumor

Oooc 18q [ ps3 17p EFAP 5q Eras

{Vogelstein B, Fearon E R, et al, 1988 (80) )

Alteraciones Genéticas en Oncogenes

Como ya habfa mencionado anteriormente, uno de los tipos mds importantes de
alteraciones somiticas en los tumores colorectales se debe a mutaciones en el gen
ras. Aproximadamente el 50% de los carcinomas colorectales y un porcentaje
similar de los adenomas mayores a lcm presentan mutaciones en este

oncogen®®%%),

Las mutaciones en el gen ras pueden ser el evento iniciador del tumor o
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presentarse en células de adenomas prexistentes; conduciendo a los adenomas
pequefios a adenomas de mayor tamafio y displasia™ por la expansi6n clonal de

la célula que presenta la mutacién.

Pérdidas alélicas y Genes Supresores Tumorales

En las neoplasias colorectales se observan frecuentemente pérdidas de regiones
cromosémicas especfficas. Generalmente las pérdidas sélo involucran a uno de los
dos alelos, este evento se conoce como pérdida de la heterocigocidad (LOH). Estas
pérdidas alélicas se interpretan como evidencia de que las regiones afectadas
contienen genes con actividad de supresién tumoral, cuyo producto normaimente
regula el crecimiento y diferenciacién, en forma negativa, suprimiendo

indirectamente el desarrollo neopldsico.

En el Sindrome de la Poliposis Adenomatosa Familiar (FAP), se ha encontrado
una predisposicién genética a formar tumorcs coloreciales®™. Esle es un
padecimiento autosémico dominante que afecta a 1 de cada 8,000 personas en
E.U.A, estando en riesgo 1 de cada 4,000 norteamericanos®"?, se caracteriza por
el desarrollo de cientos de adenomas colorectales. El locus

asociado a este sfndrome se localiza en la regién 5q.217%80,

En pacientes que no presentan pélipos, se han detectado también pérdidas alélicas
en el cromosoma 5q en un 20-50% de los carcinomas colorectales y en un 30%
de los adenomas colorectales. Sin embargo en los adenomas de los pacientes con

FAP, las pérdidas alélicas en el cromosoma 5q son raras™®2,

Por medio de PCR se han podido determinar los codones en donde se desarrollan
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la mayorfa de las mutaciones somdticas en este gen®. Por otro lado se ha
descubierto que el 75% de los carcinomas colorectales carecen de una porcién
considerable del cromosoma 17p"™, ya sea por pérdida o recombinaci6n
mitética, esta pérdida es poco frecuente en adenomas de cualquier etapa. En gran
parte de los pacientes se detecta una asociacién entre la pérdida alélica del

cromosoma 17p y la progresién del adenoma a carcinoma™,

En otro tipo de tumores como el de mama, pulmén, vejiga y cerebro también
se encuentra frecuentemente la pérdida de un alelo en 17p. La regién comin de
pérdida en este cromosoma es la que contiene al gen p537®.

Se han encontrado en los alelos permanecientes cuando se pierde el otro alelo,
mutaciones en el gen p53 que conducen a la sustitucién de aminodcidos en la
protefna resultante®,

En los tumores colorectales frecuentemente ocurren mutaciones puntuales de uno
de los alelos p53, mientras que el otro alelo, el silvestre, se pierde. Se han
encontrado resultados similares en tumores de pulmén, mama y cerebro, entre
otrost®8e),

De esta manera surgié la hipdtesis de que el gen p53 silvestre inhibe el
crecimiento del tumor colorectal y que la remocién de este gen es la presién
selectiva que conduce a la pérdida alélica del cromosoma 17p en estos tumores.
La proteina p53 mutada inactiva a la proteina p53 normal, no pudiéndose continuar

suprimiendo la progresién tumoral™ 59,

La segunda regién mds comin de pérdida al€lica en los tumores colorectales se
localiza en el cromosoma 18q. En el 70% de los carcinomas y en el 50% de los

adenomas tardfos se observa pérdida en este gen al que se conoce como DCC (las
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siglas significan que ese gen sufre delecidn en el cdncer colorectal®), el cual
codifica para una protefna bastante semejante a las moléculas de adhesién celular,
Este gen sc expresa en la mucosa normal del colon, y su expresién es reducida o
se encuentra ausente en la mayorfa de los carcinomas colorectales. Esta falta de
expresidn se ha asociado en algunos casos con mutaciones somdticas en el gen
DCC. La mutaci6n en este gen pudiera alterar las interacciones entre las células

o entre las células y la matriz extracelular.

En las etapas tempranas de la tumorogénesis, se ha visto una pérdida significativa
de grupos metilo en el DNA. Al examinar el DNA de adenomas muy pequeiios,
se ha encontrado que hasta una tercera parte de las regiones estudiadas habfan
perdido grupos metilo (aproximadamente 10 a 20 millones de grupos metilo por
célula), esto se conoce como hipometilacién e inhibe la condensacién cromosémica
pudiendo conducir a una no disyunci6n mit6tica ocasionando la pérdida o ganancia
de un croniosoma. A pesar de que lo tumores colorectales estdn hipometilados,
existen algunas regioncs del genomaespecificas en donde se observa
hipermetilacién. Esto contribuye a la inestabilidad del genoma de la célula tumoral

y modifica la velocidad en la que ocurren las alteraciones genéticas™.

La tumorogénesis se inicia con la hiperproliferacién celular. Una, o un pequeiio
nimero de células inician el proceso de neoplasia por expansién clonal formando
un pequefio adenoma tubular (pdlipo). Los adenomas progresan gradualmente,
aumentando su tamafio, asi como su displasia y adquieren arquitectura en forma
filamentosa “villous". Los adenomas se consideran como tumores benignos pero
si una de estas células adquiere la capacidad de proliferar mds que sus compaiieras

¢ invade la membrana basal, se vuelve por definicién un carcinoma, el cual puede
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progresar adquiriendo la habilidad para realizar metdstasis a los nédulos linfdticos
regionales y/o a sitios distantes como el higado (figura N° 14). El proceso
completo comprende décadas™,

Los pacientes con FAP, heredan la mutacidn en el cromosoma 5p. En tumores
esporddicos, esta misma regién puede estar mutada o perderse. La hipometilacién
del DNA puede generar aneuploidia, produciendo alteraciones en los cromosomas
5, 17y 18, lo que ocasiona la pérdida de genes supresores. Las deleciones en los

cromosomas 17 y 18 ocurren generalmente en etapas tardfast”” (figura N°16).

Actualmente por medio de PCR se estudia la inestabilidad de los microsatélites,
particularmente en el cromosoma 2, el que también se ha asociado al cdncer
colorectal® ), especialmente la predisposicién al Stndrome de C4ncer Colorectal
No Polipoideo Hereditario (HNPCC)® el cual es mds comin que el FAP,
contribuyendo en un 4 -13% de los cdnceres colorectales en los pafses
industrializados® . Esta enfermedad se define por la presencia de tres o mds
familiares con cdncer colorecial en por lo menos dos generaciones sucesivas,
habiendo sido diagnosticado antes de los 50 afios de edad en alguno de los

miembros afectados®”,

En la bisqueda de alteraciones genéticas que puedan participar en la
tumorogénesis se han encontrado frecuentemente mutaciones en protooncogenes
asf como en genes supresores tumorales. Otras secuencias del genoma se ven
afectadas como consecuencia de su unién a estos genes criticos. Se ha encontrado
que aproximadamente 20% de las secuencias genémicas pierden hetrocigocidad

(LOH) en el céncer colorectal®. En general esto se debe a la pérdida de
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secuencias cromosémicas que acompaiian la inactivacién de los genes de supresién

tumoral en células malignas.

Ademds de estas pérdidas de alelos, el incremento en secuencias
cromosémicas en el genoma de la célula tumoral con respecto al genoma normal
subyacen tal como Ia ancuoploidia de las células cancerosas tal como se ebserva

citogeneticamente!®®,

Las huellas genéticas empleando secuencias altamente polimérficas de VNTR
(nimero variable de repeticiones en tandem ) también se ha aplicado a la deteccién
maligna y a estudiar de la clonalidad de mds tumores primarios y metastsicos. La
técnica de PCR se ha empleado extensamente para la deteccién y caracterizacién
de las mutaciones asociadas al desarrollo del tumor. Las huellas genéticas son una

de las técnicas que se han beneficiado de Ja aparicién de PCR®®,

Existe una variacién de PCR conocida como ta Reaccién en Cadena de la
Polimerasa con Cebadores Arbitrarios (AP-PCR), la cual fue desarrollada por
Welsh y Mc Clelland®, es un método f4cil y rdpido, que puede ser empleado
para cualquier especie: humanos, animales, microorganismos, etc. y permite
encontrar polimorfismo, Esta téenica utiliza la amplificacién con un dnico cebador
arbitrario, los primeros ciclos de la amplificacién se desarrollan con una baja

temperatura de apareamiento la cual se incrementa en los ciclos subsecuentes .

En los ciclos iniciales, el cebador se hibrida a muchas secuencias del DNA
gendémico total. Cuando se incrementa la temperatura sélo las secuencias que

presentan el apareamiento mds exacto continia amplificindose, generando un
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nimero discreto de bandas que producen huellas genéticas del genoma celular,
Este procedimiento se ha aplicado para mapear los polimotfismos del DNA en
varios sistemas procariontes y eucariontes®™.

En uno de los estudios realizados empleando la técnica AP-PCR, se encontr6
que se pueden detectar alteraciones genéticas somdticas especificas del tumor al
comparar las huellas genéticas generadas por AP-PCR de tejido normal y tumoral
del mismo individuo. Ademds en contraste con la técnica cldsica de huellas
genéticas por medio de VNTR, el método AP-PCR, permite clonar directamente
las secuencias del DNA amplificado in vifro, deteccién aislamiento y localizacién
cromosémica de las secuencias del DNA que frecuentemente han sufrido pérdidas
de alelos en tumores colorectales. También muestra que el método es til para la
deteccidn y aislamiento de fragmentos de DNA que corresponden a regiones
cromosdmicas presentes en multiples copias en el genoma de células tumorales®),

Entre los cebadores que se han empleado destacan®®®:

Kpn X 5'-CTTGCGCGCATACGCACAAC-3'.

Mcg 1 5-AACCCTCACCCTAACCCCAA-3'.

También se han empleado : 3U, K3IS, 6U, Alu, etc®,

El Método de AP-PCR® es 1itil para el andlisis de alteraciones genéticas
que tienen lugar durante el desarrollo tumoral. E! gran mimero de secuencias de
DNA amplificadas con cebadores arbitrarios genera un patrén de bandas complejo
que permite detectar diferencias cualitativas y cuantitativas entre ¢l genoma de las
células normales y tumorales. Debido a la naturaleza de baja “estringencia”,
dependiente de la secuencia de nucledtidos del cebador que es escogida al azar, se
postula que las secuencias del DNA amplificadas in vitro deberfan representar una

muestra pequeiia pero representativa del genoma y que, por lo tanto, no deberfa
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de haber sesgo en relaci6n a su localizacidn cromosémica. Ademds, se considera
que deben cumplir dos condiciones:

1) que las bandas deriven de secuencias dnicas y

2) que su intensidad sea proporcional a la concentracién de las secuencias diana,
entonces, con estos experimentos simples, se podria obtener informacién sobre la
composicién cromosémica global de la célula. FEstas predicciones se han
confirmado aplicando el AP-PCR para el anglisis de las alteraciones genéticas que

ocurren durante el desarrollo tumoral del colon y recto®,

La identificacién de secuencias que han sufrido pérdidas alélicas demuestra
que el AP-PCR es un método cuantitativo. Aunque la pérdida de heterocigosidad
puede ser detectada ficilmente por RFLP utilizando la hibridizacién por el método
de "Southern" o por distintas técnicas basadas en PCR, ninguno de estos métodos
permite determinar formalmente si el cambio en la proporcién de los alelos en el
tejido tumoral con respecto al tejido normal es debido a la pérdida de uno de los
alelos o a la amplificacién del otro. El problema sélo se puede resolver
incorporando otras secuencias no relacionadas como control interno®. El método
del AP-PCR conlleva estos controles internos debido a la amplificacién simultdnea
de otras secuencias de DNA que se pueden usar como calibracién interna para la(s)
banda(s) de interés. Ademds, la naturaleza competitiva entre las amplificaciones
de secuencias diferentes que tienen lugar durante la reaccidn es también un
determinante importante de sus propiedades cuantitativas®. La observacién de
polimorfismos de longitud por el AP-PCR facilita la deteccién de las pérdidas
alélicas de estas secuencias y permite detectar la pérdida de un alelo en las células

tumorales, también puede detectar la duplicacién del alelo restante.
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Los procedimientos de clonacién diferencial utilizando DNA gen6mico se
han aplicado para aislar secuencias diferentes entre dos genomas aparentemente
idénticos, como es el caso de las secuencias delecionadas durante el desarrollo
tumoral. Estos métodos se basan en pasos consecutivos de enriquecimiento de las
secuencias de interés por medio de la sustraccién por apareamiento del DNA

celular®®,

En contraste con los métodos de andlisis de huellas génicas "fingerprinting"
de DNA utilizando minisatélites®, el AP-PCR permite la clonaci6n directa de
secuencias que representan distintos tipos de alteraciones genéticas, incluyendo
deleciones. También en contraste con los diferentes procedimientos de clonacién
diferencial®, este método no requiere que la delecién de estas secuencias sea
homocigética para ser detectada y aislada. La ausencia de una banda es una
condicion necesaria pero no suficiente para concluir que la misma ha sufrido una
pérdida homocigética en el tumor, debido a la existencia de alelos que no se
amplifican por tener diferencias polimérficas en la zona de hibridizacién con el
cebador arbitrario. Sin embargo, en principio debe ser posible identificar y aislar,
por AP-PCR, secuencias delecionadas homocig6ticamente con un mimero de
experimentos directamente proporcional al tamaiio de la delecién®, Por ejemplo,
la identificacién de una delecién homocigética de secuencias que representan un
0.1% del genoma debe ser posible con el uso de 10-20 cebadores arbitrarios.
Como corolario, el tamafio de la delecién puede ser estimado por el andlisis
comparativo del nimero total acumulativo de bandas amplificadas que es necesario

para su deteccién®®,

El método del AP-PCR es también iitil para la deteccién y aislamiento de
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secuencias de DNA amplificadas que presentaron niveles de amplificacién muy por
debajo del mfnimo requerido por otros métodos®. Ademds, la identificacién y
aislamiento de secuencias contenidas en unidades de amplificacién génica implicada
en la adquisicién de resistencia a firmacos quimioterapéuticos, tales como los
"diminutos dobles" también debe ser posible con un nimero accesible de

experimentos®®,

Debido al alto nivel de dafio genético inespecifico que tiene lugar en tumores
sélidos, la deteccién de secuencias de DNA que han sufrido deleciones
heterocigdticas o niveles de amplificacién moderados, no garantiza que estas
secuencias estén ligadas a genes que juegan un papel activo en oncogénesis. Sin
embargo, la observacién por AP-PCR de la implicacion de estas secuencias en el
mismo tipo de alteraciones genéticas recurrentes en varios tumores independientes,
disminuye la probabilidad de aislar fragmentos de DNA que corresponden a
regiones cromosémicas alteradas al azar durante el desarrollo tumoral. La
asignacion a la regién 17p de Ias secuencias polimérficas AP1/AP2, aisladas por
AP-PCR y seleccionadas inicialmente por 1a deteccién también por AP-PCR de su
pérdida en varios tumores, demuestra la confiabilidad del método para identificar
y aislar secuencias de DNA que corresponden a regiones cromosémicas relevantes
en el desarrollo tumoral®®,

En conclusién, el método del AP-PCR permite la cloncidn, en un solo paso,
de secuencias de DNA que han sufrido las dos alteraciones més comunes en el
genoma de las células cancerosas: pérdidas alélicas y amplificaciones génicas
moderadas. Esto no puede lograrse por ninguno de los métodos disponibles

actualmente, tanto por sf solos como en combinacién. La determinacién répida
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y simultdnea de la localizaci6n cromosOmica de estas secuencias supone una
herramienta poderosa para el andlisis de las regiones del genoma implicadas en el

desarrollo tumoral y la base para un enfoque molecular alternativo a la citogenética
de los tumores s6lidos®®,

Otra aplicacién muy importante de PCR es con respecto a la deteccién temprana
de micromet4stasis provenicntes de cdncer de mama. Cuando se realiza una
intervencién quinirgica como tratamiento contra ¢l cdncer de mama en etapas
primarias, rutinariamente se disectan los nédulos linfdticos axilares, ya que éstos
son el primer sitio de metdstasis, por lo que son el factor prondstico mds
importante®™, La sobrevivencia a 10 afios, libre de cdncer, en pacientes con
nédulos negativos (sin metdstasis) es det 75%, mientras que en pacientes con | a

3 nédulos es del 30 al 40%, y en pacientes con més de 3 nédulos es del 15 al
20%°9,

M4ds del 50% de las pacientes con cdncer de mama no presentan evidencia de
enfermedad residval o metastdsica empleando mélodos convencionales, Sin
embargo, aproximadamente el 30% de estas mujeres tendrdn una reincidencia con
padecimiento metastdsico distante dentro de los siguieates § afios®. El poder
identificar {as micrometdstasis permite un mejor célculo del prondstico de las
mujeres con cdncer de mama, y definir a las mujeres que se beneficiarfan de la

administracién de quimioterapia®”.

Las micrometdstasis de n6dulos axilares en pacientes con cdncer de mama
se han detectado por medio de diferentes técnicas: seccionamiento seriado e

inmunologfa®. De un total de 2,400 pacientes, aproximadamente el 13% se
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convertird de nddulo negativo a positivo por medio de estas técnicas de

diagnéstico, y un porcentaje un poco mayor usando la inmunohistologfa®".

La presencia de micrometdstasis se correlaciona con algunos factores
prondsticos convencionales tales como: €l tamaifio del tumor y la invasién vascular
peritumoral®. La presencia de tan solo una micrometdstasis en un nédulo
linfdtico comparada contra {a enfermedad sin nédulos positivos se asocia a una
diferencia  significativa en cuanto a recurrencia y sobrevivencia®”.
Adicionalmente, la quimioterapia perioperativa, proporciona una ventaja adicional
en cuanto a sobrevivencia libre de infeccién en este grupo de pacientes. Sin
embargo, ‘el niimero de pacientes que se convierten de nédulo negativo a positivo
con las técnicas inmunchistoquimicas, es mucho menor al 25-30% que va a
recurrir dentro de los 5 afios después de la cirugfa. En vista de este hallazgo, se
requiere una técnica mds sensible que el seccionamiento seriado a la

inmunohistoquimica®",

PCR se basa en la amplificacién de genes inicos o sobrexpresados en las células
tumorales, por ¢jemplo el fragmento ber/abl de la traslocacién cromosémica en la
leucemia mieloide o el antfgeno especifico prostdtico, en el cdncer de préstata. No
se ha identificado ninglin marcador tumoral especifico para las células de céncer
de mama. Se emplearon inicialmente como cebadores diversos genes que se
expresan en las células de mamna ( marcadores) entre los que se encuentran los que
corresponden a la proteina de choque 89, ¢l receptor de estrégenos, D52, antigeno
de la membrana epitelial y K19. El andlisis de células cancerosas se enfocé al
cebador K19 que corresponde a la citoqueratina 19 pues fue el dnico marcador

discriminante, no se encontré en las células de los nédulos linfiticos no invadidos,
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y aunado al andlisis por “Southern blot" un 28% de los nédulos que por tincién
parecfan ser negativos, resultaron ser positivos indicando administrar la

quimioterapia a esas pacientes®"’,

La deteccién de secuencias de genes especificos por medio de PCR es un
método més sensible que los descritos anteriormente y hasta se puede esperar que
aumente la proporcién de micrometdstasis detectadas®. Ya se ha visto que células
circulantes como las de neuroblastoma pueden ser detectadas de sangre periférica
aun nivel de 1 en 10" usando la amplificacidn por PCR, la cual es 100 veces mids

sensible que la inmunocitologfa, conservando la especificidad®”.

El potencial de PCR para detectar las micrometdstasis de cdncer de mama, estd

limitado dnicamente por la especificidad del marcador tumoral®”,
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CONCLUSIONES

La Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un instrumento muy iitil y
valioso para la investigacién y el diagn6stico a nivel molecular. Es una técnica
rdpida, f4cil, muy sensible y susceptible a automatizacién que permite amplificar
un fragmento especifico de DNA a partir de una muestra muy pequenia y/o

compleja.

Las condiciones generales permiten la amplificacidn de la mayorfa de los
sistemas, sin embargo es fundamental su optimizacién, de esta manera se obtienc
un sistema mds eficiente al evitarse la aparicién de productos inespecificos,
incluyendo a los dfmeros de cebador y retardando la llegada de la fase de meseta.

Para realizar esta reacci6n sc puede utilizar cualquier material que posea DNA
y que no posea inhibidores, siendo su preparacién muy sencilla, pues se requiere

tinicamente de la extraccién del material genético.

El cuidado mds imporiante que todo invesiigador debe de iener al realizar esia
técnica es evitar la contaminacién, problema comin debido a la elevada
sensibilidad que presenta este método. Para evitarla se han desarrollado gran
cantidad de procedimientos que reducen considerablemente el riesgo de presentar

este problema.

En el campo de la Infectologfa participa en el diagndstico de gran cantidad de
infecciones, con gran rapidez, sensibilidad y sobretodo especificidad, lo cual
contribuye a establecer, de forma rdpida ( con prontitud) el diagnéstico, prondstico

y tratamiento.
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Bs destacada la participacién de esta técnica en el campo de las enfermedades
genéticas, pudiéndose establecer el diagndstico an antes de implantar el Gvulo

fecundado, evitando ¢! sufrimiento de las personas afectadas y sus familiares.

En el terreno del cdncer, PCR ha permitido investigar diversas dreas como el
diagnéstico temprano, monitoreo del tratamiento y para establecer un prondstico.
Detectar micrometdstasis que por otros métodos eran indetectables, lo cual permite
un tratamiento mds temprano, accién que mejora el prondstico.

También ha permitido que se desarrolle enormemente la investigacién, buscando

los genes y mutaciones implicados en el procedimiento de carcinogénests.

Es de gran importancia su contribucién a la identificacién de individuos por su
elevada sensibitidad, especificidad y rapidez, supera a las técmicas que
anteriormente se aplicaban como RFLP pudiéndose establecer un dictamen con
mayor rapidez y sobretodo a partir de las escasas o complejas muestras que se
obtienen en la Medicina Forense. Ademds contribuye a una mejor eleccién del
donador para un transplante asf como para el monitoreo de &ste. La identificacién

de individuos también permite determinar suceptibilidad a ciertas enfermedades.
PCR abre campos enormes para la investigacién y el diagnéstico. Sus

aplicaciones son ilimitadas, y asf como la reaccidn, sus usos se estdn ampliando

en forma exponencial,
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APENDICE I ( Abreviaturas)

A - Unidades Angstrom (0.1nm)

A - Adenina

AMP.FLPs - Fragmentos amplificados de longitud polimérfica
Amplicén - DNA producto de una amplificacién por PCR

AMV - Virus de la mieloblastosis aviaria
AP-PCR - PCR empleando cebadores arbitrarios
ASO - Sondas de oligonucledtidos alelo-especfficas
C - Citosina

cDNA - DNA complementario

cebador - "primer" - oligonucledtido

CRS - Complejo relacionado al SIDA
CsCl - Cloruro de cesio

Da - Daltones

dATP - Desoxiadenina trifosfato

DCC - Deleci6n en el cdncer colorectal
dCTP - Desoxicitosina trifosfato

ddNTP « Didesoxirribonucledtido trifosfato
DEP - Dietilpirocarbonato

dGTP - Desoxiguanina trifosfato

Dp - Poder de discriminacién

DMF - Dimetilformamida

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA - Acido desoxirribonucléico

dNMP - Desoxirribonucleétido monofosfato
dNTP - Desoxirribonucleétido trifosfato
DTT - Ditiotreitol

dTTP - Desoxitimina trifosfato

EDTA - Acido etilendiaminotetraacético
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EH - Enfermedad de Huntington

EIA - Ensayo Inmunoenzimético

env - Relativo a la envoltura

FAP - Sindrome de la Poliposis Adenomatosa Familiar
G - Guanina

gag - Relativo al nicleo

gp - Glucoprotefna

h - Hora

HIV - Virus de la Inmunodeficiencia Adquirida

HLA - Antfgeno Leucocitaric Humano

HNPCC - Sfndrome de Céncer Colorectal No Polipoideo Hereditario
HTLV - Virus T Linfotrépico Humano

ICD - Disociacién de complejos inmunes

IFA - Ensayo Inmunofluorescente

IHB - Amortiguador isotdnico de pH alto

LOH - Pérdida de la heterocigosidad

Mg?* - I6n magnesio

MgCl, - Cloruro de magnesio

NAD* - Dinucleétido de nicotinamida y adenina (oxidado)
NP-40 - Nonidet P-40 (detergente no iénico)

NTP - Nucleétido trifosfato

OSH - Hibridacién con una suspensién de oligonucledtidos radiactivos
p - Proteina

pb - Pares de bases

PBMC - Células mononucleares de sangre periférica

PBS - Solucién salina amortiguadora de fosfatos

PCR - La reaccidn en cadena de la polimerasa

PGM - Fosfoglucomutasa

pol - Relativo a la polimerasa

PPi - Pirofosfato inorgdnico

RNA - Acido ribonucléico
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RFLP - Polimorfismo en los fragmentos generados mediante enzimas
de restricci6n

pm - Revoluciones por minuto

RT - Transcriptasa reversa

SDS - Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE - Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio.
SIDA - Sfndrome de Inmunedeficiencia Adquirida
sonda - Oligonucleétido marcado para identificar una secuencia especffica.
STR - Repeticiones cortas en tandem

T - Timina

TE - Ttis-HCI 10mM + EDTA ImM (pH 7.5 a 8.0)
templado - hebra molde o matriz

Tm - Temperatura de fusién

U - Uracilo

UNG - Uracilo-N-Glucosidasa

VNTR - Nidmero variable de repeticiones en tandem
WIB - "Western Inmunoblot"

ug - Microgramos

wl - Microlitros

uM - Micromolar

pm - Micrémetro

mi - Mililitros

mM - Milimolar

ng - Nanogramo

nM - Nanomolar

KCl - Cloruro de potasio

nm - Nan6metros

°C - Grados Centfgrados
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