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PCR EN ODONTOLOO/A 

INTRODUCCI~N 

Durante las liltimas dos dW&s han surgido una serie de prdimientos de 

laboratorio que facilitan en mucho el adlisis del ADN; de entre ellos, la reaction en 

cadena de la polimerasa, o PCR, probablemente es el que ha tenido el mayor impact0 

en el avance reciente de la biologia molecular. Esta tknica permite amplicar a gran 

escala, regiones especificas del ADN, y facilita la rnanipulacion posterior de 10s 

fragmentos arnplificados.' 

El principio del PCR se basa en el uso de oligonudeotidos sintbticos que son 

complementaries a searencias que flanquean una r q i h  especifica del ADN molde. Asi, 

por medii de cidos de ampliicacih repetidos, que wmprenden cambios de 

temperatura que permiten el alineamiento de 10s oligonudebtidos mn las searemias 

complementarias y la sintesis del fragment0 de inter&, mediante el uso de una ADN 

polimerasa, es posible obtener regiones discretas del ADN. Las caracleristicas del PCR 

se han modif ido de acuerdo con las necesidades especificas del camp de estudio en 

el que se aplica.' 

Uno de 10s campos principales de aplicaci6n del PCR en la deteccibn de 

agentes patogenos es el desarrollo de mbtodos repidos y sensibles para detectar el 

virus VIH-1. que es el agente causal del SIDA. Otro campo de aplicacibn es la detecci6n 

del papilomavirus del humano. VPH, el cual se asocia con ciertos tipos de dncer 

cervicouterino.' 

Recientemente, estas aplicaciones clinicas del PCR se han favoreddo 

en gran medida con el desarrollo de promdimientos que permiten llevar a cabo la 

ar+!if..aci6? de !as fragmentos de inter& inclusive, a partir de muestras que se han 

procesado histol6gicamente y que se c o n w a n  como laminillas para observaci6n. Esto 

resulta de mucha utilidad para el adlisis retrospective, o para conf~rmar la ausencia de 

agentes pat6genos en las muestras originales.' 

Dada la sensibilidad y la especifiadad que se alcanza al disefiar 

adecuadammte 10s experirnentos del t i p  PCR, esta t h i c a  resulta idil al analizar el 

mteni& micmbiol6gico del agua y el welo, de donde es posible obtener cantidades 

suficientes de ADN. Una de las aplicaciones m8s impresionantes del PCR es 

precisarnente en el carnpo de la evolucibn molecular, tanto por sus a l ~ ~ n C 3 ~  como por la 

importancia de la informacion que se pueda obtener en ella. 
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ANTECEDENTES 

La reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) es la sintesis enzimatica para 

amplificar secuencias especificas de ADN, simulando la replicaci6n natural del ADN; 

mas que una proliferaci6n biol6gica es un proceso quimico 'in vitm". Esta amplificaci6n 

puede producir aproximadamente 100 billones de copias de una mol6cula de ADN en 

mas mantas h o r a ~ . ~ . ~  

La tecnologia actual del PCR es resultado de una sene de deswbtimientos, 

wmenzando con el de la primera polimemsa de ADN en 1955 por Arthur Kornberg; la 

polimerasa de ADN, es la enzima responseble de la sintesis del mismo y fue purificada 

? en 1958.Entre 1955 y 1970 se describid la termodindmica del rewnocimiento y 

extensih de 10s 'primers' (un par de oligonucle6tidos sintbtiws), que se unen a la 

regi6n a ser amplificada. En 1971 Har Gobin Khorana describi6 la idea de la sintesis de 
f 
I ADN, mediante el estudio del gen que codifica el ARN de transferencia de la levadura. 
1 
i Inicialmente, la sintesis 'in vitmm del ADN era conocida wmo "reparaci6n de la 

replication de ADN.~ 

Kjell Kleppe. (postdoctorado de 10s laboratorios Khorana), realizo el primer 

experimento; el cual era una reacci6n que involucraba dos ciclos de amplification de un 

fragmento de ADN de 30 nucle6tidos de 

Entre 1970 y 1972. Ian J. Molineux en el laboratorio del Dr. Khorana logro tres 

ciclos de amplificaci6n de matro secuencias de ADN relativamente wrtas, utilizando la 

mol6cula de la polimerasa I del ADN intact8 con el fin de sintetizar ADN 'in vitm'. Para 

evitar la degradaci6n del product0 durante el proceso era necesario trabajar con un pH 

iajaiio a: LpGno pare !a enzlme, !s qlre ~ v t x a b 8  reacciones demasiado lentas. Los 

"primers" eran extremadamente laboriosos, caros de producir y la mayoria de 10s 

utilizados en el PCR rutinariamente no podian ser sintetizados, por lo que Molineux 

pasaba la mayor parte del tiempo preparando y caracterizando sub~tratos.~ 

Hans Klenow descubrih en 1971, el fiagrnento que lleva su nornbre. Este era un 

fragmento largo de la polimerasa I de ADN obtenido de la Escherichia ooli, este no era 

estable a altas temperaturas. La amplificaci6n a gran escala de ADN no fue wntinuada 

por 10s laboratorios de Khorana, principalmente porque creian que la meta de la sintesis 
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T, 

de ADN "in vitm" habia s~do alcamada y se interesaron en nuevos descubrimientos. 
2 3 4 5  Adem& las polimerasas estables a altas temperaturas eran desconocidas. ' ' ' 

El PCR wnsiste en varios cidos en 10s cuales tres pasos (desnaturalizaci6n. 

reconocimiento y extensi6n de 10s 'primers") se repiten en el mismo orden. Los 'primers" 

se ahden en exceso para favorecer la uni6n al ADN blanco y no la reasociacidn de las 

bandas wmplementarias. La temperatura usada para el reconodmiento oscila entre 37 - 
550~,2.3.4.5.7.8.0.10 

Existen varios t ips  de polimerasas, el primer experiment0 de PCR utiliz6 el 

fragment0 Klenow para la extensi6n de ' p r i ~ ~  a una temperatura de 37OC, esto 

pmdujo problemas ya que era necesario afiadirlo despu6s de cada paso de 

desnaturalizaci6n por su ine-bi l i i .  Tarnbidn por ser inespecifica produce muchos 
errores, 22.4>JW.10 

El deswbrimiento de la polimerasa Tag fue un gran avance, es termoestable y la 

deswbrieron por prirnera vez en el Themus aquaticus, que se enwentra en las aguas 

hirvientes de 10s geysers. Con esta polimerasa puede realizarse el paso de extensi6n 

del PCR a una temperatura de 72% y pennanece activa despubs de una exposici6n 

repetida a 94OC durante la desnaturalizaci6n. Esta es rnhs especifica y produce menos 
erroras, 23.4,S,7.89.l0 

Una manera de valorar la fidelidad de una polimerasa wnsiste en monitorear la 

frecuencia con la wal la enzima ma1 incorpora 10s nucle6tidos durante el procaso de 

replicaci6n. Actualmente existen polimerasas termoestables de ADN adquiribles 

comerciales aisladas de Thermus flavis, Thermococcus litbucalis y Thermus aquaticus. 
2 3 5 6  E! cs.!so TIP !IS pn!,limerasa termoestables permite la automatizaci6n del PCR. ' , . 

La principal ventaja del PCR es su exceptional sensibilidad. Una secuenaa de 

AON de uno en 100,OO dlulas o 130 genomas del virus de la hepatitis B en 1 rnl de 

suero puede ser detedada. No es necesario purificar las muestras antes de ser sujetas 

al PCR y 10s especimenes puaden ser viejor, o degradados, mientras la sewencia no se 

enwentre rota en la regi6n de interds, la amplificaci6n puede realizarse." 
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El uso del PCR en tejiios embebidos en parafina ha llegado a ser una t h i c a  

bien definida de la wal existen muchas variantes. EL establecimiento de esta t h i c a  

nos pennite estudiar pequeiias cantidades degradadas de gcidos nudeicos de material 

de laboratorio y poder analizar especlmenes de varios a b s  de antigbedad permitiendo 

realizar estudios retrospedi~os."'~ 

El PCR puede ser u t i l i i  para aisler y analizar fragmentos de ADN, analizar 

interadones entre proteinas y ADN, conocer secuendas de ADN y ARN y manipulaci6n 

de terapia gedtica. Pw lo que nos abre nuevas Breas de investigaw6n dentro de la 

patdogia bucal, como el sondeo de tejido pat6gem para obtenci6n de w e n d a s  

especificas de baderias, virus, mutadones oncog6nicas y enfermedades asociadas a 

mutaciones. Prindpalmente la detecck5n del vims del Papiloma Humam, Herpes 

Simplex tipo I y II y patologias relacionadas con Epstein - 
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La mo lh la  de ADN tiene la capacidad de p r e w a r  el material gen6tico y 

duplicarlo para transmitirlo a la gemradn siguiente. La unidad besica de ADN es un 

polimero lineal de cuatro subunidades momdricas d i i n t e s  y una secuencia lineal de 

desoxinibonucle6tidos, en donde se enatentra codihcada la infonnacih gen8tica. Dos 

cadenas pol iMcas se enrollen una sobre otra para la f o m ' 6 n  de la doble helice de 

ADN en la que cada subunidad fnmmhia queda unida con la subunidad 

complementaria de la cadena opueste. En el proceso de reparaci6n o replicaci6n del 

ADN, una de las cadenas sirve cwno rnolde para la construcci6n de otra cadena 

estruduralmente ccinplementaria, sepadndose y formando otra cadena genedndose 

dos molWlas de doble helice id6ntieas."l3 

El descubrimiento del ADN fue hecho en 1869 por Friedrich Miescher, medico 

suizo que trabajaba en el laboratorio del quimico fisi6logo alemen Feliz Hoppe-Seyler en 

la Universidad de Tubingen. , al estudiar leucocitos obtenidos de 10s vendajes de 

pacientes en postoperatorio, utilizando gci& dorhidrico obtuvo el nljdeo celular. Anadi6 

una disoluci6n alcalina a 10s nljcleos y mostr6 que contenian carbono, hidr6gen0, 

oxigeno, nitn5geno y un alto porcenlaje de Woro, llamhndole a este nuevo compuesto 

'nucleina" la cual al descubrir su car(rder &do se le llam6 Acido nucleico. Miescher y 

otros investigadores sospecharon que la nucleina o Acido nucleia, estaba relacionada 

de alguna manera con la herencia ce~ulsr.'~ 

Los avances mhs significativos se deben a la aparici6n de la hip6tesis de un gen 

- enzima, hecha por G. W. Beadley y E. L. Tatum en 1941 y al trabajo de Oswald T. 
- - I : -  **--I  - M-Jm W a r t y  en 1944 wando descubrieron la primera &uiy, uuw 8 ,.I-~~..-.. , ...-- , 

evidencia d i m  de que el ADN era el responsable de la informad6n gedtica. 

Encontraron que el ADN extra[& de una cepa virulenta del Streptoanxus pneumoniae 

(neumococo), era capaz de transformar geneticemente una cepa no virulenta 

convirtibndola en una forma viwlenta, conduyendo que el ADN extraido de la cepa 

transpataba el mensaje genetic0 heredi io  que provoca la viru~encia.'~ 
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Figura. 1. - Estructura tridimensional de la molecula de ADN 



PCR EN OWNTOLOG[A 

ESTRUCTURA DE LOS NUCLE~TIDOS 

El acido desoxirribonudeiw (ADN) estA formado por cadenas de 

desoxirribonucldtidos unidos wvalentemente, el Bcido ribonuclbiw (ARN) esta formado 

por cadenas de ribonudec)tidos, teniendo en wmun ciertas propiedades quimicas y 

fisicas, debido a que se hallan unidos de manera similar por medio de puentes 

fosfodiester establecidw entre el gnrpo 5'- hidr6xilo de un nucldtido y el grupo 3'- 

hidr6xilo del siguiente. De esta f m a  el esqueleto de ambas estructuras esth constituido 

par gwpos alternos de fosfato y pentosa donde 10s puentes fosfodiester proporcionan 

una continuidad covalente. Las bases de purina y pirimidina no forman parte del 

esqueleto, solo wnstituyen cadenas laterales diferen~iadas.'~ 

Durante la replicaci6n se wpia el cromosoma entero dando ADN duplicado 

idbntico al ADN parenteral; siendo la transcripci6n un rnecanismo seledivo, en un 

momento determinado se transcribe s61o un gen especifiw o un grupo de genes, por lo 

que es posible regularla para obtener la informacibn genbtica que necesitamos en 

walquier  moment^.'^.'^ 

Se llevaron a cabo diversos experimentos cromatografiws que wndujeron al 

analisis de la wmposicion en amino6cidos. E. Chargaff realizo uno referente a la 

equivalencia molar de ciertas bases de ADN, siendo esta un elemento importante para 

la deducci6n de la estrudura tridimensional del ADN.'~ 

W. Astbury y L. Pauling realizaron un analisis por difracci6n de rayos X sobre la 

conformaci6n de las proteinas globulares, lo que proporcion6 el wnocimiento de la 

wnformaci6n especifica de cada proteina.'3 

Fue haste 1953, wando J. D. Watson y F. H. Crick diiron a wnocer la 

estructura de doble M t ' i  del ADN, estableciendo una concordancia con la equivalencia 

mdar de las bases y 10s diagramas de rayos X, indicando la existencia de un sencillo 

mecanismo por el que la i n f m c i 6 n  genbtica podia ser tran~ferida.'~ 
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Esta hip6tesis fue desarrollada y extendida hasta dar a conocer lo que Crick 

Ilamo 'dogma central de la genetic. molecular", que establece que la informaci6n 

genetica es transmitida por medio del ADN al ARN y de ahi a la proteina. Este dogma 

definio tres procesos principales de la prese~aci6f-1 y transmisi6n de la informaci6n 

gedtica. El primem es la replicacih o copia del ADN para la formaci6n de mol&las 

semejantes el mismo. El segundo es la transaipci6n mediante el cue1 el mensaje del 

ADN es transmitido al ARN mensajero para ser transportado a 10s ribosomas. El tercem 

es la traduccih, donde el mensaje es descifrado en 10s ribosoma~.'~ 
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ARN 

Posteriormente se revel6 la existencia de dos t i ps  de Acidos nucleicos el Acido 

desoxirribonucleico (ADN) y el Bcido ribonucleico (ARN). Levene demostr6 la 

composici6n del ADN, compuesta por cuatro bases nitrogenadas dos purinas (adenina y 

guanina) y dos pirimidinas (citosina y timina), un azucar de cinco carbonos 

(desoxirribosa) y grupos fosfato, siendo ligadas por enlaces gluwsidicos y Bster. El 

nucle6tido o unidad fundamental esta fomada por la combinaci6n de una base 

nitrogenada, una pentosa y un fo~fato.'~.'~ 

Posterior al dexubrimiento del ADN, Felix Hoppe Seyler dexubri6 una 

sustantia similar. (ARN) siendo aislada en un prindpio en la levadura y posteriormente 

en bacterias y plantas, por lo que se pens4 que estaba ausente en animales y si se 

encontraba era por el tipo de alimentacib. Esta idea se mantuvo hasta el aiio de 1914 

wando Robert Feulgen descubri6 un colorante que tefiia al ADN y otro al ARN, 

descubriendo la presencia de ambas sustancias en todas las ~4lulas.'~ 

La estructura del ARN consiste en un polimero lineal de unidades 

ribonuclebtidas unidas por enlaces fosfodibster. Siendo similares en este aspecto solo 

se diferencian estructuralmente en: 

El azriwr, ribosa en ARN y 2-desaxirribosa en ADN 

La base pirimidica timina presente en el ADN es sustituida por el uracilo en 

el ARN - Lee mc!&e!zs rla! .AP.N snn mnnnra!erianas~ 

Por la general el ADN se encuentra en el nljcleo y la sintesis de proteinas se 

realiza en 10s ribosomas del citoplasma. Por lo se descubri6 que una mo lh la  distinta 

del ADN transports el mensaje gan6tico desde el nljdeo hasta el citoplasma. Muchas 

molh las de ARN participan en el proceso de expresi6n de la informaci6n gen8tica. A 

estas mol6wlas se les asigna un nmbre por su localizaci6n y f~nci6n.'~ 
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1. El ARN mensajero (mARN), transporta la infonnaci6n genetica del ADN a 10s 

ribosomas, El pmceso de f m c i 6 n  del mARN sobre un molde de ADN se conoce 

como transcripci6n. 

2. El ARN ribosdmico (rARN), es una parte constitutiva de 10s ribosomas y constituye 

aproximadamente el 75% del ARN total celular 

3. El ARN de transferencia (tARN), transporta 10s residws de amindcidos que son 

adiionados a las cedenas polipetidicas crecientes durante la sintesis de 

pr~teinas.'~ 
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ENLACES Y DISPOSIC~N 

Los nuc ledt i i  del ADN y el ARN estBn unidos mediante puentes de grupos 

fosfato. El grupo hidmxilo en 5' de un nucledtido esth unido al grupo hidmxilo en 3 del 

siguiente nucledtido por un enlace fosfodiester. Fomndo unidades altemas de grupos 

fosfato, y residuos de pentosa, mientras que las bases son grupos laterales unidos al 

esqueleto a intenralos regulares, debe notarse que 10s esqueletos covalentes del ADN y 

el ARN. son hidrofilicos. Todos 10s enlaces fosfodiester de las cadenas de ADN y ARN 

tienen la misma orientaci6n a lo largo de la searencia, con lo que cada cadena lineal de 

dcido nucleico time una polaridad especifica y extremos 5' y 3' diferenciados. Por 

definici6n. en el extremo 5' no hay ningon nucle6tido en la posici6n 5', mientras que en 

extremo 3' falta un n W i d o  en la posid6n 3'. En uno o en ambos extremos pueden 

haber presentes oboo grupos. Por convencibn, la estrudura de una cadena o hebra 

simple de Bcido nucleico se esaibe siempre con el extremo S a la izquierda y el 3' a la 

derecha; es decir, en la direcci6n 5' -t 3'. Un hcido nucleico de cadena corta se 

denomina oligonude6tid0, este t h i n 0  se utiliza a menudo para polirneros que 

contienen 50 nuel&dos o menos. Los dcidos nucleicos de mayor longitud se 

denominan polinucle6tidos. 13 

Las fuerzas responsables de las conformaclones nativas de las estructuras 

wmplejas celulares, como los 6cidos nucleicos, son lo suficientemente fuertes para 

mantener la integridad estrudural, pero 10s suficientemente dbbiles como para permitir 

une flexibilidad conformacional. Los enlaces covalentes eon, muy imporkmtes, ya que 

propmionan el aglutinante que une 10s dtomos en las mol8atlas; sin embargo, las 

fuerzas d6biles (el etedo hidrofbbico, las fuerzas de Van der Waals, 10s enlaces de 

hlrlrbgatw y !or ef&aa eledm~ticas) son las que determinan las formas plegadas de 

las estructuras b i o l b g i .  Pueden distinguirse watro fadores piinupales qua 

contribuyen a la estabilidad del ADN. '' 

1. Los efect08 hidmf&icos estabiliin los apareamientos de las bases. Los anillos 

hidrof6bicos de purine y pirimidina de las bases son empujados haaa el c e m  de la 

doble h&ice en vktud de la elevada cohesi6n intema de las m o l h b  de agua. 

2. Les bases apiladas forman contactos de Van der Waals. Los pares de bases se 

enwentran, apilados unos sobre otros, a lo largo del eje central, de la doble h6lice. 

Las fuerzas de Van der Waals entre las bases apiladas son d6biles pem aditivas, de 
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forma que en una m o W a  que contenga m8s de 10 4 pares de bases de las 

fuerzas de Van der Waals ~ u p ~ l e n  una importante fuente de estabilidad. 

3. Los pares de bases estan unidos mediante enlaces de hidr6geno. El par de bases 

CG es m8s estable que el par AT por contener un enlace de hidr6geno m8s. 

4. El esqueleto del ADN interaccima con cationes. El esqueleto del ADN, de tipo 

fosfodiester, tiene cakter &ado, y a pH 7.0 presenta una gran carga negativa. La 

repulsi6n electmsWca entre 10s grupos fosfodiester negetivos es una fuente 

potencial de inestabilidad de la doble h6lice; sin embargo, 10s catrones celulares, y 

en particular el Mg++, se unen fuertemente al esqueleto fosfdiester del ADN, 

estabilizando la doble Mlice. " 

Es importante remarcar que las purinas y las pirimidinas son tambih hidrof6bicas y 

relativamente insdubles en agua a pH celular, cercano ala neutralidad a pH a d o  o 

alcalino las purinas y pirimidinas adquieren carga y aumenta w. solubilidad en agua. 

Las interacciones hidrof6bicas de apilamiento, por las que dos 0 m8s bases se sitljan 

de modo que 10s planos de sus anillos se encuentren paralelos es uno de 10s dos tipos 

principales de in teradn entre bases. El apilamiento incorpora una combinecih de 

interadones de Van der Waals y del tipo dipolo - dipolo ente las bases. I' 

La formaci6n de enlaces de hidr6geno en 10s que participan 10s grupos amino y 

carbonilo constituye el segundo tipo principal de interacci6n entre bases. Los enlaces de 

hidldgeno entre bases permiten la asociaci6n complementaria de las cadenas de &do 

nudeico, 10s patrones de enlaces son A se enlaza especificamente a m  T (o U) y G se 

enlaza con C. La uni6n especlfica de las bases permite la duplicacih de la informacih 

gedtica por la slntesis de cadenas de gcido nucleim complementarias a las ya 

existentes. l 3  

La doble helice de ADN se desenrolla locslmente durante procesos tales como la 

replicacih del ADN, la tranocripih al ARN y la recombinaci6n gen61ica. El 

desenrollamiento completo del ADN puede m r r i r  in vifm y se denornina 

desnaturaliici6n del ADN o trensid6n helice cadena. Este fen6meno tiene lugar al 

mmperse 10s enlaces de h'ir6geno entre las bases con la separedbn consiguiente de 

10s pares de bases. Las disdudones de ADN cuidadosamente aislado y en estado 

nativo son muy viscosas a pH 7.0 y temperatura ambiente. Cuando una disoloiuci6n de 

este tip0 se somete a valores extremos de pH o a temperaturas superiores a 10s 80 o 

90'C, su viscosidad desciende rhpidamente, indicando que el ADN ha sufrido un cambio 

en su estado fisiw. El wlor y 10s valores extremos de pH provocan la desnaturalizaci6n 

o la fusion del ADN de doble hebra. Esta desnaturalizacion wnlleva la rotura de enlaces 
12 
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de hidrbgeno entre las bases apareadas y la rotura de las interacciones hidrof6bicas 

entre las bases apiladas. ".14 

Por lo tanto, la doble helice se desenrolla, ya sea totalmente, dando lugar a dos 

hebras simples completamente separadas una de otra en toda su extensi6n, o bien 

parcialmente, de manera que parte de la m o l h l a  todavia conserva la estructura en 

doble helice. La desnatwalizaa6n no romp ning~jn enlace covalente del ADN. La 

ternperatura de fusibn del ADN Tm. esta detenninada par la composici6n de bases det 

mismo. Ya que el AT time un enlace de hidr6geno menos que el par CG, los pares de la 

doble helice que son ricas en pares de bases AT serhn las primeras en desenrollarse, 

por lo tanto, al aumentar el ntimero de pares de CG, se immento la Tm, y al disminuir 

el contenido de Bstos. decrece la Tm. '"" 

La renatwalizaci6n del ADN es un proceso rhpido de un solo paso, siempre que 

todavia exista un segmento en doble helice de doce o mas residuos que mantenga 

unidas las dos hebras. Cuando la temperatura y el pH retoman a valores situados dentro 

del margen biol6gico, los segmentos desenrollados de las dos hebras W e n  a 

enrollwse, es decir hibridarse para dar lugar al duplex intacto. Si bien las dos hebras 

est8n wmpletamente separadas, la renaturalizaci6n ocurre en dos pasos. El primero de 

ellos es relativamente lento, puesto que las dos hebras deben en primer lugar 

encontrarse mediante wlisiones al azar y fonnar un segmento wrto de doble helice 

complementaria. Es segundo paso es mu& mas rapido: las bases no apartadas que 

restan forman sucesivamente lo8 pares de bases correctos formando finalmente la doble 

helice completa. Cada especie de ADN tiene una temperatura de desnaturalizad6n o 

temperatura de fusi6n caracteristicas: cuanto mas alto sea el contenido en pares de 

bases G -C, m8s elevada serd la temperatura de fusidn del ADN. Esto es debido a que 

10s pares de bases G 6, con tres enlaces de hidrtgeno, son m8s estables que los pares 

A -T y requieren m8s energla calorifka para disociarse. 13." 

Los procesos de replicaci6n del ADN y 10s mecanismos utilizados por las 

enzimas que la c s t a l i i  han demostfado que m, b$sicamente, identiem en todos 10s 

organismos. Esta replicidn es Smic~lse~adora, si cada cadena de ADN a d b  de 

molde para la sintesis de una nueva cadena, se producidn dos mol8culas de ADN 

nuevas, cada una con una cadena nueva y una vieja, este proceso se denomina 

replication semiwnservadora. '3 

La hipotesis de la replicaci6n semiwnse~adora fue propuesta Waston y Crick 

pow despues de la publicaci6n de su articulo sobra la estrudura del ADN; la teoria fue 
13 
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confirmada por Matthew Meselson y Franklin Stahl en 1957. Utilizando la t h i c a  de la 

autorradiografia John Caims propwcion6 una primera indicacih de que la replicaci6n 

es un proceso altamente coordinado en el qua las cadenas parenterales se desenrollan 

y replican simultheamnte, un extremo del lazo, o 10s dos, son puntos dinhmicos 

llamados horquillas de replicaci6n en donde se desenrolla el ADN parental y las 

cadenas separadas se repl i in rhpidamente; lo cual demuestra que las dos cadenas de 

ADN se replican simulteneamente y que dicha replicaci6n es bidirectional: 10s dos 

extremos del lazo son horquillas de rep l i i c i h  activas. '3 

Una cadena nueva de ADN siempre se sintetiza en la dire&& 5'4 debido a 

que las dos cadenas de ADN son antiparalelais, la cadem adira de molde se lee desde 

su extremo 3' a1 5'. Reji Okazaki en- que una de las cadenas nuevas de ADN se 

sintetiza en piezas cortas denominadas fragmentos de Okasaki, lo cual condujo a la 

condusih de que una cadena se sintetiza continuamente y la otra disconttnuemente. La 

cadena continua o cadena condudora es aquella en la que la sintesis 5 ' 4  transcurre 

en la misma direccih que el movimiento de horquilla de replicacih. La cadena 

discontinua o cadena rezagada es aquella en la que la sintesis 5 ' 4 '  transcurre en la 

direcci6n opuesta a la del movimiento de la horquilla. Los fragmentos de Okasaki tienen 

una longitud entre unos pocos centenares y unos poms millares de nudeotidos, seg~in 

el tipo de c8lula. l3 



ENZIMAS DE S~NTESIS (POLIMERASAS) 

La busqueda de una enzima qua pudiese sintetizar el ADN fue iniciada en 1955 

por Arthur Kornberg y colaboradores. Este trabajo llevo a la purificacion y 

caracterizaci6n del ADN polimerasa de dlulas de E. coli, que es un polipeptido sencillo 

denominado adualmente ADN pdimerasa I, posteriormente se enwntr6 que E. coli 

wntiene al menos otras dos ADN polimerasas diierentes. 3.4"3 

Los tribajos iniciales sobre el ADN polimerasa I llevaron a la definici6n de dos 

requisites centrales para la polimerizaci6n del ADN. Primero, todo el ADN polimerasas 

requieren un molde. La reacci6n de polimerizaci6n es wnducida por una cadena molde 

de ADN segun las reglas de apareamiento de bases predichas por Watson y Crick: en 

donde hay una guanina en el molde se afiade una citosina a la nueva cadena y asi 

sucesivarnente. Este fue un descubrimiento especialmente importante, no s6lo porque 

pmporciond una base qufmica de la replicaci6n semiconservadma del ADN, sino porque 

represent6 el primer ejemplo del uso de un molde para guiar una reacci6n biosintbtica. 

Segundo, se requiere un cebador o "primel"'. Un cebador es un segment0 de una 

cadena nueva con un g ~ p o  3'- hidroxilo al que se pueden afiadir nucle6tidos. El 

extremo 3' del cebador se denomina extremo cebador. Dicho de otro rnodo, parte de la 

cadena nueva ya ha de estar en su sitio; la polimerasa solo puede afiadir nucleotidos a 

una cadena prsexistente. Esto se ha dernostrado para todo el ADN polimerasas, y este 

descubrimiento proporcion6 una sugerencia interesante en la historia de la replicaci6n 

del ADN. l 3  

Ninguna enzima sintetizadora de ADN puede iniciar la sintesis de una cadena 

de ADN nueva. Despu6s de la adici6n de un nucleotido a una cadena creciente de ADN, 

el ADN polimerasa se ha de disociar o bien trasladarse a lo largo del molde y afiadir otro 

nudeotido. La disociaci6n y reasociau6n de la polimerasa puede lirnitar la velocidad 

global de reacci6n. por lo que la velocidad aumenta en general si una polimerasa 

adicima nucle6tidos sin disociarse del molde. El nljmem de deotidos adicimados, en 

promedio, antes que se disocie una polimerasa se define como su procesividad. Las 

ADN polimerasas muestran gran variaci6n en su procesividad; algunas adicionan unos 

pocos nucleotidos mientras que otras adicionan rnuchos rnillares antes de que tenga 
13 lugar la disociacion. 
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La replicacion ha de realizarse con un grado de fidelidad muy elevado. En E. 

coli, se comete un error &lo en uno de cada 10' a loq0 nucleotidos adicionados. Dado 

que el cromosoma de E. coli es de unos 4,7 X lo6 pares de bases, esto significa que se 

comete un error cada 1,000 a 10,000 replicaciones. Durante la polimerizaci6n, la 

discriminaci6n entre nucleotidos wrrectos e incorredos se basa en 10s puentes de 

hidr6geno que especifican el apareamiento correct0 entre bases wmplementarias. Las 

bases incorrectas no fonnan 10s puentes de hidr6geno adecuados, por lo que se pueden 

dewchar antes de que se forme el enlace fosfodiester. La precisi6n de la propia 

reacci6n de polimerizaci6n es, no obstante, insuficiente para explicar el elevado grado 

de fidelidad en la replicacidn. En 10s mecsnismos in vitro se ha observado que las ADN 

polimerasas insertan un nucle6tido incorrect0 por cada lo4 a 10' wrrectos. Dicha 

tasa de error se disminuye a~ in  m8s in vivo gracias a mecanismos enzimdtiws 

adicionales. l3  

Un mecanismo intrinsew virtualmente a todas las ADN polimerasas es una 

adividad exonucleasa 3' +5' separada que sirve para realizar una doble wmprobaci6n 

de cada nucleotido despu6s de ser adicionado. Esta actividad nucleasa permite que el 

enzima elimine un nucleotido recj6n incorporado siendo altamente especifica para pares 

de bases inwrredos. Si se ha adicionado un nucleotido inwrrecto, la translocaci6n de 

la polimerasa a la posici6n en donde se ha de adicionar el siguiente nucle6tido queda 

inhibida. La actividad 3'+5' exonucleasa elimina el nucleotido ma1 apareado y la 

polimerasa vuelve a empezar. Esta actividad, deminada wrreccih de pruebas, no es 

sencillamente el inverso de la reacci6n de polimerizacidn ya qua no interviene el 

pirofosfato. Las adividades de polirnerizau6n y de wrreccibn de p ~ e b a s  de una ADN 

polimerasa se puede medir separadamente. Tales medidas han mostrado que la 

wrreccion de pruebas mejora la precisi6n inherent9 de la reacci6n de polimerizaci6n por 

un factor de 10' a lo3. l3 

Una base ma1 apareada impide la translocacidn del enzima al sitio siguiente 

deslizandose hacia atrds, la enzima corrige el error con su adividad exonucleasa 3'4' 

y a continuaci6n reemprende su adividad polimerasa an la direccidn 5'4'. l3 

Adem& de la polimerasa I se han desarbierto otras polimerasas del ADN, las 

cuales se ha observado tienen diferentes funciones dentro de la replicaci6n. La 

polimerasa I del ADN mas que una enzima iniciadora de la replicad6n es la encargada 

de la correccion de las ma1 incorporaciones que suceden durante el proceso de 
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replicaci6n del ADN. Esta polimerasa fue la primera en ser deswbierla y sintetizada por 

lo cual 10s primeros trabajos de sintesis del ADN in vitro fueron realizados con didla 

polimerasa. Hasta nuestros dias se han encontrado otras enzimas por medio de las 

wales el proceso de amplificaci6n de ADN in vitro ha sido mejorado dando wmo 

resultado la posibilidad de realizarlo con una mayor facilidad y rapidez, por lo tanto este 

t i p  de procedimientos hen sido utilizados m&s wtinariamente. OtorgAndonos la 

posibilidad de utilizer la biologia molecular dentro de otras Areas por lo que el 

wnocimiento de t h i c a s  como la reacci6n en cadena de la polimerasa para un mejor 

desarrollo de las t h i cas  dentro de la patologia bucal y sus posibilidades dentro de 

esta rama de la odontologia. ' 
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PCR 

La biologia molecular ha avanzado mucho recientemente lo que ha traido wmo 

wnsecuencia cambios profundos en la investigaci6n medic., llevandonos a un nivel de 

entendimiento en las enfermedades genbticas, infecciosas y neoplhsicas. Uno de 10s 

aspectos que two un mayor desarrollo es la capacidad de diagnosticar laS 

enfermedades a un nivel molecular. El diagn6stico de enfermedades de infecciones 

virales, incluyendo a aquellas que afedan la regih orofacial, vibndose beneficiando- 

por la detecci6n de ADN viral con una gran sensibilidad. 23.45,6.7.10.11.15,16 

La reaccih en cadena de la polimerasa (PCR) es una ampliicaci6n enzimdtica 

de una sewencia de ADN seleccionada; el cual es un proceso quimiw m8s que un 

proceso biol6gico de amplificaci6n. Para realizar una deteoci6n de ADN por medio de 

pruebas tipo Southern se requiere normalmente, de 5 - lo microgramos ( 10 6 gram0S) 

de ADN gen6mic0, esta cantidad de ADN esta presente en cerca de 106 - dlulas 

nucleadas. El Southernblot m8s sensible puede revelar una sewencia anorrnal solo 

cuando estd presente en un 2 - 5% de las dlulas en una mezcla heterogeneo. El PCR 

resuelve el problema de detectar anormalidades en el ADN que owrren en baja 

frecuencia en la poblaci6n blanw o el problema de rnuy poca cantidad de ADN para, 

analizar, por medio de una amplification enzimetica de una secuencia blanw antes de 

realizar las pruebas de Southem. Z3~.C5.6~7~1".".1J.16 

El proceso de PCR wnsta de un numero de ciclos para amplificer una secuencia 

especifica de ADN; cada ciclo tiene tres pasos sucesivos: 

,-, ,,,,, ----, ,.,,,,,,,,,,. ..-.. ,;.,,.,.;A,.. .......,.. .,,.,c,, -A- p: 13 e!eve~i6!: I'e !e !e-perst-r e g5'C e!: 

muestras que wntienen la fuente de ADN, un exceso molar de dos 

"primers", una polimerasa termoestable, y 10s watro deoxiribonude6tidos. 

Manteniendo esta temperatura durante un minuto. 

Renatwalizaci6n: la temperatura disminuida a 55OC. Durante este paso, 10s 

"primers" se unen a sus sewencias complementarias en la fuente de ADN. . Sintesis: la temperatura es elevada a 75OC, siendo 6ptima para la funci6n 

catalitica de la polimerasa. La sintesis de ADN es iniciada en el extremo 3' 
hidroxilo de ~~~i~~~,23.4.5.6.7,10.11.15.16 
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COMPONENTES DE LA TECNICA 

Los componentes W importantes para el PCR son la ADN polimerasa, 10s 

"primers" (oligonucle6tido corto que hybridiza con un blanw), dNTP (trifosato 

deoxinuclotido), el amortiguador y el ADN blanco. 

Figura. 2.- Sustancias utilizadas en PCR 

ADN polimerasa 

La Tap polirnerasa de la bacteria termofilica Thermus aquaticus ha 

reemplazado el uso del fragment0 Klenow de E. Coli ADN polimerasa I en el PCR. La 

polimerasa Tap resiste 10s 94 - 96% requeridos para la desnaturalizaci6n del ADN y 

solo es necesario afiadirla en el comienzo del ~ocedimiento del PCR. 

La temperatura 6ptima para la Tap polimerasa 8s de 72OC, aun wando puede 

ser obse~ada una actividad significativa a tempefalwas tan bajas como 55°C. La 

actividad enzirnhtica de esta requiere iones Mg++ y es potencializeda por bajas 

concentraaones de KCI; esta es fAcilmente inhibida por wmponentes hemhtiws 

presentes en la sangre lisada y por enzimas celulares presentes en extractos de tejidos. 

Una unidad de esta polimerasa wrresponde a aproximadamente 5 X 1 0-8 M, es 

normalmente requerida en el PCR. 15.16 
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"Primers" 

Podemos mencionar varios principios fundamentales para el diset7o de 10s 

"primers' lo que nos ayudah a disminuir problemas de especificidad y 
sensibilidad.2~3.4,5~7~15~16617 

Esta relacionsda con la longitud del "primer". Si un "primer" es demasiado wrto 

podria ser wmplementario a mlSltiples genes y puede unirse especificamente a una 

regi6n inapropiada del ADN. Un digonudeotido debe de ser de wando menos de 17 

bases de longitud para evitar que se una a una regi6n no deseada. Para una mayor 

estabilidad para el PCR generalmte son de 20 n M ~ U o s  de longitud. El inaemento 

en la longitud puede afectar la movilidad y el tiempo para unirse al ADN blanw. 
2,3,4,5,7,15,16,17 

Una fuerte uni6n entre el "primer" y el ADN blanco es importante para la 

estabilidad, especialmente a las altas temperaturas utilizadas para la extensi6n w n  la 

Tag polimerasa. La estabilidad esta directamente relacionada con ambas, la longitud del 

"primer" y el wntanido de nucle6tidos G:C contra A:T. Una f6nnula util para calcular la 

influencia de la longitud y contenido de G:C en la temperatura de disociaci6n es: Tm 

[temperatura de fusi6nl (expresada en OC) = 4(G + C) + 2(A + T) para oligomeros de 11 - 
20 nucleotidos de longitud. El Tm es tambi6n influenciado por la concentraci6n de sales 

y por varios agentes orgAniws. Ya que la temperatura 6ptima para la enzima Taq es de 

72"C, es deseable seleccionar "primers" con relativamente alto contenido de G:C. 

Ocasionalmente, son necesarios "primers" que puedan tolerar variabilidad en la 

secuencia en posiciones especificas dentro del ADN blanw. Las ma1 inwrporaciones 

sencillas puede reducir el Tm en aproximadamente 5%. Una soluci6n ljtil a este 

problema es la utilizaci6n del nucledtido inosina. EstA base actua como neutral y se 

puede insertar por medio de puentes de hidrheno con cada uno de 10s 4 

desoxinucle6tidos posibles en el ADN. La inosina es leida como una guanina durante la 

replicaci6n del ADN. Y esta no wntribuye a la estabilidad del hibrido y no debe ser 

incluida cuando se calcula el Td para un 'primer".'5 



Extremo 3' 

Es importante que la terminaci6n 3' de 10s dos "primers" no Sean 

complementarios el uno con el otro, ya qua si estos se unen aduarian como un 

substrato para la polimerasa del ADN y siendo el product0 predominante en el PCR. 

Esta complicacih, llamada formacih de 'primerdimef' puede oarrrir algunas veces 

sun cuando 10s extremos 3' no son complementarios, lo cual presumiblemente refleja 

una disyunci6n enzimaica. Es m8s importante que la base 3 de 61 "primer' sea 

wmplementaria al ADN Maim para permitir una intersocih e f i t e  con la Taq 

plimerasa. La naturaleza degmwativa del c6digo gedtico se refleja con mayor 

frecuencia en la tercera base de la searencia del codon. Por lo tanto es preferible tener 

la base terminal del "primet' complementaria a la primera o segunda base de un 
~on,3.4.&7.11.1S,~~ 

Extremo 5' 

Los "primers" pueden tolerar mayores adiciones en su terminaci6n S sin una 

perdida significativa en la actividad del PCR. Esto ha permitido la sintesis de 

productos de PCR con regiones terminales funcionales para facilitar la detecci6n, 
346711,15.16 clonaje y secuenciamiento. * ' ' 

El tamalio del produdo del PCR es determinado por la distancia de separaci6n 

en el extremo 5' de 10s dos sitios de unibn de 10s "primers" en la doble banda de ADN. 

Dando wmo resultado gue el ADN blanco no es degradado, las extensiones largas de 

ADN pueden ser ampliicades (6 - 10 kb). Para la mayoria de 10s usos, de cualquier 

modo, extensiones de 100 - 200 bases son m8s eficientemente replieadas. Las 

extensiones largas de ADN blanco pueden producir "primers" parcialmente extendidos 

que tienden a incorporame err6neamente en 10s ciclos subsecuentemente. 
15.16 

Sinfesis y p u M n  

Los "primers" pueden ser sintetizados utilizando equip automatizado. 

Altemativamente, estos pueden ser adquiridos comercialmente. Para resultados 

bptimos, 10s "primers" deben ser homog6neos en tamatio. Los "primer" son utilizados en 

concentraciones de 0.2-1OpM. 
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La mezcla de PCR recomendada contiene 20pM de cada uno de 10s cuatro 

dNTP. Esto es suficiente material para sintetizar mas de lOpg de ADN. El PCR 

generalmente Produce menos de 1 pg de producto, y menores concentraciones de 

DNTP pueden ser empleadas. El pH de la soluci6n de nucledtidos debe ser ajustada a 
~,o,3~.5.5.8.12,15.17 

AMORTIGUADOR 

Los ingredientes restantes en el PCR son 10 mM Tris-CI para mantener el pH a 

8.3, 2.5 mM MgC12, gelatina (0.01 mglml) para ayudar a estabilizar la Taq polimerasa, 

50 mM KC1 ( el cue1 awnenta la actividad de la Taq polimerasa). Aunque estas 

cantidades son 6ptimas para la mayoria de las combinaciones "primer" - ADN blanco, 

pequenas modificaciones pueden inwementar significativamente la cantidad ylo 

especificidad de 10s productos obtenidos del PCR con diferentes "primers". Datos ritiles 

pueden ser obtenidos por simple valoracih del pH . Mg++, dNTP, el efecto de reducir 

las concentraciones de DNTP, y la concentraci6n de 10s "primers". Ya que el Mg++ esta 

por encima de la relacion equimolar por DNTP, el efecto de reducir la concentration de 

DNTP increment0 efectivamente las concentraciones de Mg++. En algunas ocasiones es 

ventajoso incluir componentes adicionales en el PCR, especialmente cuando son 

utilizados multiples juegos de 'primers". Estos componentes, incluyen bajas 

concentraciones de sulfato de amonio mercaptoetanol, dimetil sulfoxido, que parecen 

proveer una respuesta m8s uniforme por diferentes "primers" wando son utilizados en 

una sola reaction. Una delgada capa de aceite mineral o parafina se coloca para 

prevenir la evaporaci6n. El volumen total de la reacci6n se debe de mantener bajo, de 

walquier modo, para facilitar el cambio de temperatura. Todos 10s reactivos requeridos 

para el PCR, con excepci6n del aceite mineral y el ADN blanco, pueden ser 

premezclados y almacenados a -20% por wando menos 2 semanas. La congelacion y 

deshielo, de walquier modo, resultara en una pbrdida de la adividad de la enzima y la 

hidr6lisis de 10s dNTP. 3~4~5~8~8,'2~15~17 
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ADN BUNCO 

La purificaci6n extensa del ADN no es requerida para que este actu6 wmo 

blanw en el PCR. La capacidad de utilizar rebanadas sencillas de tejido embebido en 

parafina, fijado en formalina en el PCR es muy significativo para 10s pat6logos. Lo5 

tejidos fijados en parafmaldehido y glutaraldehido tambih han sido utilizados. Una 

rebanada de 6 - 10 micrones de tejido, que wntiene aproximadamente 1 an wadrado 

de tejido, es wlocado directamente en un tubo de Eppendorf de 1.5 ml. El tejido e5 

desparefinizado con un lavado en xyleno. Esto seguido por dos lavados con, etanol 

puro. El espbcimen es disecado por 1 - 2 horas. La pequeila pildora blanca es 

resuspendida en 5Ofl de amortiguador y wlocado en agua hiwiendo poc 10 minutos. 

Un mayor volwnen de amwtiguador es utilizado si la secci6n original excede 1 cm 

utadrado. Tambi6n para n6dulos linf&iws, higado y otros tejidos celulares, un aumento 

en la sensibilidad puede ser obtenida ailadiendo 50- I00 pg (en 5-1 Owl) de Proteinasa K 

e inwbar por 1 - 4 horas a WC.  Este paso se realiza para inadivar las proteasas del 

tejido y para liberar el ADN del tejido. La proteinasa K es inactivada wlocando 10s tubos 

en agua hi~iendo por 10 minutos. Todos 10s tubos son centrifugados y de 5 - 25 p1 de la 

muestra es anadida ala mezcla del PCR. Uno debe evitar utilizar demasiada muestra en 

el PCR, ya que puede inhibir inespecificamente la enzima Tag y wnducimos a 

resultados falsos negativos. Para la mayoria de las aplicaciones se estima que 103 

dlulas es satisfactorio. 15.'6.17 

Los ciclos termiws generalmente involucran tres pasos: 

Desnaturalizaci6n del ADN esta es de 94 - 96°C. La temperatura m8s elevada 

es necesaria wando 10s hibridos esthn siendo forrnados, especialmente wando estos 

son rims en secuencias G:C. Treinta segundos son adecuados para la 

desnaturalizaci6n de la mayorla de las rnuestras. Periodos mayores o temperaturas que 

excedan 10s 96% puede resultar en una perdida significativa de la actividad enzimhtica. 

La temperatura de rewnocirniento varia segun la longitud, wntenido de G:C, y 

fidelidad de 10s "primers". En cuanto mayor sea la temperatura de rewnocimiento, es 

menor la probabilidad de que ocurran ma1 incorporaciones. Para muchos 'primers", un 

rango de 50.55% es satisfactorio. 
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La extension es mejor lograda a 72°C. Aunque es rewmendado un minuto para 

el reconocimiento y la extension de 10s "primers", usualmente periodos mas wrtos han 

probado ser igualmente satisfactorios. El numero de ciclos puede variar de 20 a 40, 

dependiendo de la sensibilidad requerida. Como se vea aumentado el numero de ciclos. 

la producci6n del product0 puede comenzar a caer en un efecto de meseta, mientras 

que 10s productos resultantes de la mala incorporation comienzan a aumentar. El 

beneficio de exceder 10s 40 cielos es nulo o rninimo. Para facilitar la extensi6n completa 

de 10s "primers" durante 10s ultimos ciclos de un PCR, 10s tiempos de extensi6n pueden 

ser progresivamente aurnenlados de 30 a 90 segundos. Un tiempo de extensi6n de 3 

minutos es algunas veces recornenddo en el ciclo final para asegurar que tcdos 10s 

productos del PCR sean ADN de doble cadena. 3"*5*8."'2.'5.'6 

-. 

Figura. 3.- Material que se utilia en PCR 

Figura. 4.- Material que se utiliza en PCR 



La reaccih debe contener: 

El ADN blanco 

20 pmol de cads ''primer" 

20 mM Tris-Hcl (pH 8.3) (20%) 

1 00 pglml de gelatina autodavada o sem albOmina bovina libre de nucleasa 

50 pM de cada dNTP 

2 unidades de Taq ADN polimerasa 

10 pI de 10X PCR amortiguador 

I. 5 p1 de cada "prime? (1 OO-pM) 

2 p1 de dNTP 

0.5~1 de Taq polimerasa (2.5 unidades) 

75.5 w1 de H20 

90p1 total 

Madir 80 a 1 00 de aceite mineral a cada tubo 

Se colocan 90p1 de la reacci6n en cada lube. 

Se ahaden 10 p1 de la muestra de ADN a cada tubo y se cierra widadosamente 



Se giran 10s tubos pw 10 S-OS en una microcentrifuga para juntar todos 10s 

componentes de la reaccih bajo la capa de aceite. 

F i .  5.- P r o c e d i i o  de m t r i i  de las muestras 

Figura. 6.- Procedimiento de centriigado de las muestras 

Las condiiones de 10s ciclos tbrrnicos son las siguienter 

Desnaturalizaci6n 95"C, 1 minuto 

Rmocirniento 55°C. 1 minuto 

Extensan 72"C, 2 minutos 

Numero de ciclos 40 

Los cidos deben concluir con una extension final a 72°C de 3 a 5 minutos. Y las 

reacciones se detienen enfriando a 4°C y/o aiiadiendo EDTA a 10 rnM2 





La ampliicacidn exitosa de PCR para especimenes fijados en formalina, y 

embebidos en parafina ha sido reportada utilizando procedimientos de extracci6n de 

ADN que van desde simplemente hervir las secciones de tejidos, hewir con resina 

Chelex-I 00, irradiacih por miaoondas, a procedimientos mas compliidos que utilizan 

la digestih por proteinasa K y extracci6n por fend doroformo. La mayoria de estos 

procedimientos recomiendan la remocih de la parafina por lavados sucesivos con 

xylem y &and. Esto es gemxalmenie seguido por la d i i i  con la proteinasa K para 

remover las proteinas las a l e s  m e n  llevar a una degradacibn del ADN o interferir 

con la ampliicaci6n del PCR, luego la inadivadh de esta enzima por el calor. La 

mayoria de estos procedimientos invdumn la utilizaci6n de sdventes or&nicos, 

emplean muchas centrifugaciones y transferencia de tubos lo cual increments el 

potencial de contaminadh, y la cant i id  de ADN puede verse disminuida. '' 

Uno de 10s primems procesos de desparafhizacih fue el descrito por Shibata 

en 1988 en el cual las secciones se desparafinizan afiadiendo 400 pl de xyleno, y se 

centrifuga por 5 minutos. El xyleno se decanta y sus residuos son removidos con 400 p1 

de etanol al 95%, se centrifuga y una vez mas se decanta. Las peliwlas de tejido se 

disecan y se afiade directamente 10s 100 p1 de la mezda para PCR. Los tubos se 

calientan a I W°C por 10 minutos y luego son sujetos a 10s ciclos de amplificaci6n. l9 

El protocol0 basic0 u t i l i i  por la mayoria de 10s autores para obtener ADN 

amplificable para la realizacih de PCR es el siguiente: 

J E! !$id9 se p p p ~ s  en ~ ~ Q ~ W I S  de 5 a I n  SF; de .wr pasibla se retira el exceso 

de parafine del bloque antes de cortarlo. El corte se trata con palillos y se cob en un 

tubo de 1.5 ml. Para evitar la mtaminad61-1 el microtorno debe ser lirnpiado con xileno 

entre cada bloque. 

J Cada seccih es extraida dos vecas con octano para remover la paraftna, tambi6n 

pueden ser utilizados xilenos para esta extraccih. Esta extraccih orgenica es seguida 

de dos lavados con etanol al 100% para remover el solvente. El etanol es removido 

secando las muestras al vacio o enjuagando la muestra con acetona. 



1 Nadir a cada tubo aproximadamente 1 ml de octano. Cerrar 10s tubos y mezclar a 

temperatura ambiente aproximadamente por 30 minutos. 

2. Se junta el tejido y cualquier residuo de parafina por centrifugaci6n (de 3 a 5 

minutos a mhxima veloddad). 

3. Se remueve el odano de cada muestra con una pipeta Pasteur. 

4. Se repiten 10s pesos 1,2 y 3. 

5. Atladir 0.5 mi tie etand a l l  OOJb a cada tubo, y se mezda. 

6. Se repite el paso 2 

7. Se remueve el etanol como se hizo con el odano en el paso 3 

8. Se repiten 10s pasos. 5,6 y 7. 

9. Se secan las muestras al vacio hasta que el etanol se evapore completamente o se 

ahden de 2 a 3 gotas de acatona a cada t u b  manteniendo 10s tubos abiertos y 

calentAndolos cuidadosamente en agua a 37 a 50°C para promover la evaporaci6n 

de la acetona. 

JPara la digesti6n de la proteinasa se realizan 10s siguientes pasos: 

1. Se ahaden 100 pim de amortiguador de digeslih que contenga 200 pproteinasa K 

a las muestras extrafdas y secas. Las muestras que contengan grandes cantidades 

de tejido deben ser resuspendidas en 200 bl de amortiguador de digesti6n. 

2. Se incuba por 3 hrs. A 55°C (alternativamente, 37OC toda la noche) 

3. Se giran 10s tubos brevemente para remover cualquier liquido del tap6n 

4. Se incuba a 95% por 8 a 10 minutos para inactivar la proteinasa. Se debe evitar 

calentar mas de 10 minutos. 

5. Para ser usada para PCR, se junta cualquier residuo de parafina o tejido 

centrifugando por 30 segundos. Y se utiliza la supemata para la amplificacih 

tipicamente de 1 a 10 pl. 

6. Guardar las muestras preparadas a -20°C. 

La amplificaci6n en tejidos embebidos en parafina es menos eficiente que la 

realizada en material fresco por lo que debemos modificar parAmetros del ciclo terrnia, 

incrementando el numero y aumentando el tiempo a la temperatura en cada ciclo. '"" 
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Procedimiento de desparafinizacion 

Otro metodo es utilizando miaosecciones de tejidos elmamadas en tubos a 

4°C por 4 - 7 semanas. Posterioimente se aiiade un mililitm (ml) de xyleno, y las 

muestras se merdan por 5 minutos a temperatura ambiente. Esto se centrifuga a 14000 

rpm por 5 rninutos, y la supemats es remwida. Se repite este paso. Despu6s, I ml de 

etanol al 100% a temperaturn ambiente es a M i  y las muegtras se mezclan por 2 - 3 

minutos. y son centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos. El etanol residual es removido 

pipeteando y se realiza otra centriaci6n en un contenedor al vac'o por 10 minutos. '' 

Diiesti6n por proteinasa K 

Se afiaden a cada tubo doscientos pl de amortiguador (proteinasa K) realizando 

movimiento para resuspender las partiailas de tejido, que se vuelven algo viscosas. Se 

coloca proteinasa K hasta conseguir una concentraci6n final de 4 0 0  pllml. lnwbando a 

W C  por 4-6 horas, y calentando a 94% por 10 minutos para inactivar la proteinasa K. 
10 

Precipitation de las pmieinas 

Colocamos cincuenta pI de una soluci6n de NACl saturada (aproximadamente 6M) en 

cada tubo. y mezclamos por 5 minutos. Centriiamos las muestras a 4000 rpm a 

temperatura ambiente por 15 minutos, y removernos las supematas a un tubo nuevo. 

Observando en el fondo del tubo una pelfwla blanca de protefnas posterior a la 

centrifugaci6n. 18 

Precipitacibn aei ADN 

Anadimos una decima de volumen de 3M de acetato de sodio en las supematas, 

seguida de 2.5 v o l ~ s  de etanol al 100%; adicionamos 5 p1 de glicogeno (2 mg/mi) 

para mejorar la muperad6n del ADN. Colocamos las muestras a -20% durante toda la 

noche, y posteriwmente las centrifugamos a 4% por 30 minutos a 14000 rpm. 

Removemos la supernata y las peliwlas se lavan con 1 ml de etand al 70%, y se 

centrifugan a 4°C y IW tpm por 15 minutos. Removemos una vez m8s la supernata, y 

las peliwlas al vacio. A1 tennino las muestras se resuspenden en 50 pl de agua esi6ril. 
18 
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ERRORES POSIBLES EN LA REALlZAClON DEL PCR 

Por su gran sensibilidad, la posible contamination con ADN es de extrema 

importancia. Cuidados escrupulosos son necesarios para evitar wntacto entre 10s 

productos de un PCR y algunas soluciones utilizedas en este. Pruebas de control de 

calidad de 10s reactivos en las q m  se deben incluir pruebas por una posible indusi6n de 

ADN humano y productos de ensayos de PCR anteriores. Para realizar el PCR es 

perrnisible utilizar cuartos separados para pmcesar 10s especimenes iniciales, montar 

10s ensayos, wrrer las ampi'icacicmes y analizar 10s productos del PCR. Cada cuarto 

debe de tener su propio equipo incluyendo, refrigeradores, centrifugas y pipeta. Cuando 

se procesan bloques de parafina, es importante lirnpiar el microtomo entre cads bloque. 

Controles negatives de todas las muestras con excepci6n de la muestra del paciente 

deben ser corridas en cada ensayo. Un control positivo consistente de una cantidad 

conocida de un ADN blanco deb0 ser induido para probar 10s 'primers", la enzima Taq, 

y el m6todo de detecci6n. Productos diluidos apropiadamente de un PCR positivo previo 

pueden ser utilizados mmo control positivo. Esto time wmo ventaja que si se da alguna 

contaminacibn, se puede cambiar a un juego de "primers" que no amplifique el 

wntaminante. Todos 10s articulos del equipo utilizados en el PCR necesitan ser sujetos 

a pruebas de calidad. Las temperaturas actualmente alcanzadas por 10s tubos dentro de 

bloques deben de ser revisadas por medio de una sonda de tal manera que se asegure 

que la temperatura es uniforme dentro de 10s b10que.s.~ 

A h  con estas precauciones, d& problemas mayores surgen en el desarrollo de 

un PCR 6til clinicamente. El problema inicial es la falta de sensibilidad, aun con ADN 

positivo wnocido. Esto refleja la inestabilidad de la uni6n del "primer" y del blanw; las 

a!!as !sxperz!ures reqceridsr pare ?Inn adividad dptima para la enzima Tag. Para evitar 

el problema, puede ser posible disminuir la temperatura de rewnocimiento a 37OC y 

prolongar la duraci6n de la temperatura que se eleve a 72%. Esta modiicacidn puede 

permitir una extensih parcial, con un wfrespondiente inuemento en la fueiza de la 

uni6n al blanw. Una extensi6n del "primer" a temperaturas menores que 72°C tambi6n 

puede ser utilizada. La adividad inhibidora en las muestras puede ser evitada por medio 

de la predigestidn con proteinasa K o simplemente utilizando muestras diluidas. La falta 

de sensibilidad en el PCR tambi6n puede ser debido a una desnaturalizaci6n incornpleta 

de las moleculas blanw. Este problema se soluciona incrementando la temperatura de 

desnaturalizaci6n de 94 a 96°C. El pH de la mezcla debe de ser revisado. El pH puede 

ser afectado por el amortiguador utilizado para disolver 10s dNTP. ' 
3 1  
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Condiciones de almacenamiento no adecuadas pueden wnducir a la hidr6lisis 

de 10s dNTP, perdida de la actividad de la enzima, y precipitaci6n de 10s "primers". Las 

concentraciones de MgC12 asi como el pH deben de ser valorados para obtener una 

arnplificaci6n 6ptima. Si la sensibilidad aun es un problerna, puede realizarse un PCR de 

dos pasos. En la primera reacci6n, un juego de "primers" es seleccionado para que 

arnplifique un segmento largo de ADN. Y posteriorrnente son ahadidos "primers" 

internos para un segmento especifiw del ADN de inteds. 

El segundo problem que se puede encontrar al realizar el PCR es el de una 

extensa incorporacibn en'6nea. Esto conduce a la producci6n de produdos no 

especifiws. Un acercamiento para evitar estos problemas es incrementar la 

temperatura de reconocimiento. La homogenicidad en el tamaho de 10s "primers" debe 

ser revisada. Algunas veces es util reducir las concentraciones del blanw, primers", 

enzima y dNTP y utilizar menos ciclos y una desnaturalizaci6n mas corta. 

Una vez wmprendidos la mayoria de 10s posibles errores durante la realizaci6n 

del PCR, es necesario comprender que todo PCR no se puede llevar a cabo bajo las 

rnisrnas wndiciones, es cierto que debe de seguirse un protowlo basiw per0 este debe 

ser optirnizado. 3P.8.12.1S.17 
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OPTIMIZACI~N DEL PCR 

Se debe considerar la posibilidad de variaciones en 10s elementos del PCR, ya 

que pueden presentarse cierto emxes. Algunos de ellos son: productos no detectables, 

campo bajo del producto deseado, presencia de inwrporaciones errheas o ma1 

extension de 10s "primers". 

La wncentraci61-1 puede variar wn respecto a cada blanco individual o al 

'primer". Si la concentraci6n es rnuy elevada, puede haber acumulaci6n de produdos no 

especificos y si es demasiado baja, la cantidad de producto deseado producida es 

insuficiente. Por lo que se puede manejar wmo una concentraci6n 6ptima cantidades 

entre 1 y 2.5 unidades por 100 pl por reaccih en wndiciones adecuadas. 3"'5'6'8n12.15,'6 

Trifosfato desoxirribonucleof~dos 

Las soluciones de dNTP deben ser neutralizadas a un pH de 7.0, y las 

concentraciones deben de ser determinadas. Una soluci6n que contenga 1 mM de cada 

dNTP es recomendada. La estabilidad de 10s dNTPs durante la repeticion de ciclos del 

PCR es de aproximadamente un 50% de 10s dNTP permanecen despu6s de 50 ciclos. 

Concentraciones entre 20 y 200 pM de cada uno resulta en unbalance 6ptimo entre el 

campo, la especificidad y la fidelidad. Los cuatro dNTPs deben de ser utilizados en 

concentraciones equivalentes para minimizar errores de mala incorporaci6n. La 

especificidad y la fidelidad del PCR son incrementadas con una reducci6n en las 

concentraciones de dNTP a las originalmente recomendadas para el fragment0 Klenow. 

Bajas concentraciones de dNTP rninirnizan la incorporaci6n errbnea de 10s "primers" en 

lugares no blanco y reduce las probabilidades de una extension ma1 incorporada de 

nucle6tidos. Uno debe de decidirse por la rnenor concentraci6n apropiada para la 

longitud y composicih de la secuencia blanco ej. ; 20pM de cada dNTP en una . 

reacci6n de 100 pl es suficiente te6ricamente para sintetizar 2.6 pg de ADN o 10 pmol 
3 4 5 6 8  12.15.16 de una sewencia de 400 bases. ' ' ' ' ' 
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Concentration de magnesio 

El reconocimiento de 10s "primers", disociadb de las bandas del blanco y del 

producto del PCR, especifiadad del producto y actividad y fidelidad de la enzima 

pueden ser afedados por la mncentraci6n de rnagnesio. La cantidad que debe de 

contener la mezda debe ser de 0.5 a 2.5 pM de magnesio sobre la concentracih total 

de dNTP. La presencia de EDTA y otros quelhtes en 'primers" o ADN blanco puede 

afectar el magnesio aparentemente 6ptimo.' 

Otros cornponentes de la reaccion 

El amortiguador recornemlado para el PCR es de 10 a 50 mM Tris - HCI (con un 

pH entre 8.3 y 8.8) cuando se mide a 20°C. Esto debido a que el verdadero pH de 20 

mM Tris (pH 8.3) a 20°C varia entre 7.8 y 6.8 durante las wndiciones tipicas de 10s 

ciclos th icos .  Hasta 50 mM KC1 pueden ser incluidos en la mezcla de reacci6n para 

facilitar el reconocimiento de 10s "primers". NaCl a 50 mM, o KCL por encima de 10s 50 

mM, inhiben la actividad de la Taq ADN polimerasa. Gelatina o sero albumina bovina 

(100 ~glmi) son incluidas para ayudar a estabilizar la enzima, aunque muchos 

protocolos trabajan bien sin la adici6n de proteinas. 2 

"Primers" 

La concentraci6n ideal del "primer se encuentra entre 0.1 y 0.5 pM, por lo que 

concentraciones altas pueden provocar incorporaciones errbneas, acumulacion de 

producto no especifico e incrementar la probabilidad de penerar una uni6n 

independiente al blanco llamada 'primer -'dimef, estos substratos compiten con el 

producto deseado, por la enzima, dNTPs y "primers", resultando con una baja 

prod~cci6n.~ 

Los "primers" son de 18 a 28 nudedtidos de longitud wnteniendo un 50 a 60% 

G + C. Debemos evitar la complementaridad en el extremo 3' de 10s pares de "primers" 

ya que promueve la formation de "primer" - 'dimef y reduce la obtenci6n del producto 

deseado. Asi tambibn se debe evitar la presencia de tres o mas C's o G's en el extremo 

3' del "primer" ya que puede producir ma1 incorporacion en las secuencia~.~ 
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Reconocimiento de 10s "primers" 

La temperatura y el tiempo requerido para el reconocimiento de 10s "primers" 

depende de la composicidn de las bases, longitud y concentracidn de 10s "mars". Una 

temperatura de reconocimiento aplicable es de 5°C por debajo de la verdadera 

temperatura de fusion de 10s "primers". Ya que la Tag polimerasa esta activa sobre un 

rango de temperaturas, la extensi6n de 10s "primers" debe ocurrir a menores 

tempemturas, induyendo el paso de reconocimiento. La temperatura de reconocimiento 

en el rango de 10s 55 a 72% gemwalmente da mejores resultados. En wncantraciones 

normales de 10s "primers" 0.2 HM, el reconocimiento solo toma algunos segundos. El 

increment0 en la temperatura de reconocimiento eleva la probabilidad de 

inwrporaciones err6neas de 10s "primersu y reduce la ma1 incorporaci6n de nucle6tidos 

en el extremo 3' de 10s "primers". Como consecuenda, temperaturas exactas deben ser 

utilizadas en el reconocimiento, especialmente durante 10s primeros ciclos, lo wal ayuda 

al increment0 da la especificidad. Con el tin de obtener una especificidad mhxima en el 

ciclo inicial, la ADN Taq polimerasa puede ser afiadida despubs del "primet' paso de 

desnaturalizaci6n. Una temperatura de extensib baja junto con concentraciones 

elevadas de dNTP favorecen la incorporaci6n errdnea de 10s "primers" y una mala 

inwrporacion de nucle6tid0s.~ 

Extension de 10s "primers" 

El tiempo de extensi6n depende de la longitud y wncentraci6n del blanco. La 

extensi6n de 10s "primers" es generalmente realizada a 72°C. El rango estimado de 

inwrporaci6n de nucle6tidos a 72°C varia de 35 a 100 nuclef~tidos por segundo 

dependiendo del amortiguador, el pH, concentraci6n salina, y la naturaleza del ADN 

blanw. Un tiempo de extensidn de un minuto a 72°C es wnsiderado suficiente para 10s 

productos hasta de 2 kb de longitud. De walquier modo tiernpos de extensih mayores 

pueden ser ljtiles en 10s ciclos iniciales si la concentraci6n del sustrato es muy baja y en 

10s ultimos cidos wando la m t r a c i h  del produdo ex- a la m t r a d 6 n  & la 

enzima. 



Tiempo y temperatura de desnaturalicion 

Una desnaturalizaci6n incompleta de ADN blanco y/o 10s productos del VCR es 

la causa m8s m t j n  de error en PCR. Las condiciones optimas de desnaturalizaci6n 

son: 95°C por 30 sagundos o 97'C por 15 segundos. Temperatwas elevadas pueden 

ser apropiadas, especialmente para Mancos con alto contenido de G + C. Una 

desnaturalizacih inmpleta provoca que las bandas de ADN Sean renaturalizadas y 

reduce el m p o  del produdo. Pasos demasiado altos ylo demasiado largos wnllevan a 

una perdida innecesaria de la adividad enzimhtii. La vida promedio de la ADN Tag 

polimerasa es de >2 horas, 40 minutos y 5 minutos a 92.5, 95 y 97.S°C respedivamente. 
2 

El nirmero de ciclos depende de la wncentraci6n inicial de ADN blanco. Un 

error wmdn es la ejecuci6n de demasiados ciclos. Lo que puede incrementar la 

cantidad de productos no especificos. La realizacih de pocos ciclos nos da wmo 

resultado la obtenci6n de muy poco producto. 

I GUlA DE ClCLOS CONTRA 

BLANCO I 
I 1 I NUMRO DE MOLECUIAS NUMERO DE ClCLOS I 



PCR EN OOONTOLOG~A 

Efecto de meseta 

Describe la reducd6n en la acumulaci6n del rango exponential que ocurre 

durante 10s ultimos cidos del PCR. Dependindo de las condiciones y ciclos termales, 

uno o m6s de estos puntos pueden influenciar a la meseta: 

1) utilizaci6n de sustratos (dNTP o "primers") 

2) estabilidad de reactivos (dNTP o de la enzima) 

3) inhibicih del pmducto 

4) competici6n de readivos por productos no especifiws o 'prime? - 'dimer" 

5) desnaturalizacih del product0 en wncentraciones elevadas del mismo. 

Para alcanzar el efecto de meseta una baja concentracih de productos no 

especificos resultado de ma1 incorporaciones puede continuar amplifidndose. La 

optimizaci6n en el nljmem de ciclos es lo mejor para evitar productos no deseados. 2 
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PCR EN PATOLOG~A BUCAL 

Las aplicaciones dentro de la odontologia no han sido ampliamente 

desarrolladas; ya que debe wnocerse la secuenda de bases por amplificar o parte de 

esta. 

La importancia del diagn6stico adscuado es impoftante para implamentar un 

tratamiento adearado debido a la facultad de diversos viws para permapennanecer latentes 

dentro del organismo. * 

En 1992 F i i r a  y Eversole mencionan {a posibilidad de utilizar esta herramienta 

dentro de la patologla bucal, ya que puede ser utilizada en tejidos embebidos en 

parafina ylo frescos fijados en fwmalina, refiiendo que w s  aplicacionas dentro de la 

medicina y la patologfa son infinitas. 

El PCR ha sido utilizado para confirmar la presencia de agentes infecciosos en 

tejidos humanos tales como el virus de papiloma humano (VPH), virus de 

inmunodeficiencia humana (VIH), virus de hepatitis B, dtomegalovi~s, v i ~ s  de 

Epstein-Barr y virus de herpes simple (VHS). 

Debido a que existen mas de 70 t ips  del virus de papiloma humanotg, 10s 

estudios se han centrado en su detecci6n ya que se presenta en una gran variedad de 

sitios del organismo (tract0 anogenital, uretra, piel, laringe, mucosa traqueobraquial, 

cavidad nasallser~)8 paranasales, cevidad bucal, es6fsgo y quntiva). Por lo que se ha 

deswbierto su presencia en: papiloma de dlulas escamosaslcondiloma, verruga vulgar, 

hiperplasia epitelial focal, hiperplasia papilar, hiperplasia fibrosa, liquen plano y 

!p:=$zsia. 
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Virus de epstein - barr (VEB) 

Es un virus que fue aislado por primera vez del linfoma de ~ u r l t i t ~ . ~ '  y ha sido 

asociado con el granuloma letal de la linea mediaJ0, carcinoma nasofar~ngeo".~' y es 

causa de la mononudeosis infecciosaj0*, se sugiere su presencia en la leucoplasia 

pilosaJ0,3', sindrorne de sj6grenJ0, enfermedad de ~ o d ~ k i n ~  y carcinoma de timom. 

Despu6s del periodo de infecci6n primaria permanece latente dentro de las dlulas 

epiteliales de las gl6ndulas salivales m a l e s  o de 10s estratos superficiales del epitelio 

lingual. ' 

Virus de hepatitis B 

La utiliaci6n del PCR ha aumentado considerablemente el dewbrimienlo del 

virus de la hepatitis B. Varios laboratorios han informado el descubrimiento de tres 

genomas de VHB (o aproximadamente 300 partlwlas del virus por el mililitro de suero) 

qu6 represents un aumento en sensibitidad encima de 10s procedimientos normales. En 

otros estudios, se ha dewbierto VHB ADN en el suero de 7 de 382 (1.8%) HBsAg 

donadores saludables China. Ademas, se ha usado para identificar y caracterizar VHB 

ADN en pacientes negativos para otros marcadores serol6gicos de VHB. " 
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EL atomegalovirus (CMV) es un pat6geno importante en pacientes 

inmunocomprometidos y r e d h  necidos. La infeccibn viral congeniia puede llevar al 

retraso mental, sordera y deiidenda sensorial no hereditaria. La adrninistraci6n de 

quimioterapia para infecciones por CMV en etapas tempranas es una ayuda 

particulamnte importante. Las imestigadones han demostrado la utilidad clinic. del 

PCR para descubrir CMV en muestres de orina de infantes infectados y en pacientes del 

SlDA con mayor sensibilidad que otros estudios. " 

Virus de papiloma humano 

El virus papiloma humano genital (HWg) es un grupo de diversos tipos del 

virus asociado con varias 6iMwmdadeg y c8ncar. Se han descrito diversas entidedes 

de VPH genital distintos en manifestaciones clinicas diientes. Por ejemplo, el tipo 16 y 

18 se encuentran en displasia cervical y carcinoma; tipo 6 y 11 son asociados con 

wndilomas benignos. La detecci6n y dasificaci6n del virus en tejido n m l  y enfenno 

juegan un papel importante en la detecci6n y desarrollo de la infecci6n por VPH. Los 

ensayos del PCR sugieren que este procedimiento es muy valioso en el diagndstiw de 

infecci6n por este virus debido a la sensibilidad y especificidad demostrada." 
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CONCLUSIONES 

En la actualidad el ser humano cuenta con herramientas experimentales muy 

poderosas que han permitido generar un aimulo de conocimientos durante las ultimas 

dbcadas. El PCR ha catalizado de manera importante el estudio y la facilidad para 

manipular el material gedtico; asi, hoy en dia tenemos acceso al anelisis de fragrnentos 

gen8tiis, lo que hace algunos aiios resultaba sumamente complicado debido, 

principalmente, a dificultades de indole experimental. AdemBs, el PCR ha abierto las 

puertas para llevar el estudio Msico del ADN a 10s aspectos aplicados que redundan en 

rnejorar la calidad de vida del gbero humano, asi m o  wntribuir al entendimiento 

cabal del mundo orgeniw que nos rodea. Seguramente sere dentro de unos wantos 

aiios cuando conoceremos el impado que habra tenido esta t h i c a  en la generaci6n de 

conocimientos, lo cual le dad su lugar real en el panorama de la ciencia. 

Sin embargo, alin wando lo expuesto resulta estimulante, no es la intenci6n 

mostrar esta tecnica como una panacea, ya que como la mayor parte de 10s 

procedimientos de laboratorio, el PCR presenta una serie de inwnvenientes. Uno de 10s 

problemas principales de esta tecnica resulta de la caracteristica que la hace una 

herramienta poderosa que permite la obtencih de fragmentos especificos del ADN, es 

decir, la capacidad de amplificar a partir de cantidades extraordinariamente pequenas 

de una muestra, por lo que la contaminaci6n con otro ADN ex6geno es un riesgo 

constante que puede llevar a la generaci6n de falos positives. En este sentido, se han 

desarrollado diversos procedimientos que permiten evitar la contamination, tanto del 

material wmo de 10s reactivos, que van desde la separaci6n del espacio fisico en donde 

se preparan las diferentes muestras y se llevan a cab0 las amplificaciones, o el uso de 

material desechable, hasta el desarrollo de procedimientos quimicos que permiten 

ciesiiui~ ei BUN contam~nante. Entre estos ljltimos destaca el uso del nucle6tido dUTP 

durante la amplificacih, en substitucih del dlTP, de tal manera que 10s fragmentos 

que resulten de dicha amplificaci6n contenddn dUTP; asi, el adicionar la enzima uracil0 

N-gluwsilasa, UNG, que degrada al dUTP, a la mezcla de ampliicaci6n previamente al 

desarrollo del PCR, permitire destruir cualquier fragment0 contaminante que provenga 

de la amplificacibn anterior en donde se incorpor6 el dUTP. Posteriormente, la enzima 

UNG se inactiva al incubar la soluci6n en altas temperaturas, lo que permite iniciar con 

el proceso de amplificacih despu6s de anadir nuevamente el dUTP. 



Sin embargo, y ademas del uso de estos procedimientos para evitar la 

contarninacion, siernpre es necesario incluir la arnplificacion de un control negativo, que 

generalmente wrece del AON molde, el que rnostrard la existencia de arnplificaciones 

inespecificas en el caso de que haya contarninaci61-1. 

Con toda seguridad el PCR evducMnar& atin rn8s d8Mt-o de 10s pr6ximos afios. 

y 10s problemas que se presenten se resolverhn tarde o temprano; asi, seremos testigo 

del ajrnulo de inforrnacih que se generarh m o  resultado de la aplicacion de este 

procedimiento, ademBs de la informscik%~ con la que contarnos hoy en dia. Pero lo que 

resulta a5n rnds excitante es pensar en la nueva generaci6n de thicas,  y sus 

posibilidades, que seguramente tendremos en el futuro, y de la cual el PCR pudiera ser 

tan s6lo el inicio. 
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