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INTRODUCCION

La esperanza de descubrir el origen de las enfermedades y comprender el propio
origen de la vida, la medicina y la quimica han evolucionando hasta conocer la

estructura de! ADN en 1962, logrando tener a su alcance el misterio de la vida (1).

Han transcurrido dos décadas desde que los quimicos comenzaron a intuir que la
maquinaria del funcionamiento celular no es una fuerza misteriosa, sino el
minucioso trabajo de las moléculas de un sinnimero de diferentes sustancias
celulares. Aungque en un principio fueron escasos los avances realizados en el
astudio de este microcosmos, con el tiempo fueron mas frecuentes: hoy, ninguna

otra discipiina cientifica crece a un ritmo tan frenético como la biologia molecular

(1).

No fue hasta mediados de los arfos setenta cuando los investigadores
aprendieron a cortar el material hereditario de forma precisa, manipulada y
controlada. Esto fue posible gracias al aislamiento de las polimerasas
termosensibles, polimerasas termoestables y las endonucleasas de restriccion,
que son enzimas capaces, de reconocer una pequena secuencia de bases y, de
producir una ruptura en puntos especificos de la cadena de ADN. Cada una de

estas “tijeras® moleculares puede reconocer una secuencia concreta de base: la



endonucleasa Eco RI, reconoce siempre el fragmento de ADN formado por la
secuencia de bases GAATT; la Hind Ill, el fragmento AAGCTT; la PSt |, el
fragmento CTGCAG y asi sucesivaments. A partir de entonces fue posible
preparar de manera reproducible fragmentos del ADN sometido a estudio.
Ademds, el uso de ligasas, enzimas cuya funcion es reparar los cortes
ocasionados en su momento, por las enzimas responsables de fragmentar el
ADN. Asi la combinacién de estas enzimas nos permite actualmente separar y

reunir los fragmentos de ADN a voluntad (1).

Los experimentos “histéricos” sabre la reaccién en cadena de polimerasas (PCR),
con el fragmento termoldbil Klenow de | a Poll o de la T4 DNA polimerasa, estos
tuvieron la desventaja de que la enzima nueva tenia que ser agregada a la mezcla
de reaccién después de cada ciclo de desnaturalizacién (1987-1988). La
identificacién de DNA polimerasas termoestables hizo posible realizar in vitro la
amplificacién de ADN, sin agregar enzima después de cada ciclo. Las
polimerasas termoestables, solamente pierden moderadamente actividad cuando

alcanzan temperaturas de desnaturalizacién (>93 °C) (1988) (36).

Gracias a la ingenieria genética, hoy resulta mas facil encontrar y descodificar
genes que estudian directamente la estructura de una proteina. Asi, una vez que
se ha aislado un gen, los biél;::gos pueden utilizar 1a técnica de ADN recombinante
para fabricar la proteina de interés en la cantidad que se desee. Esto se consigue

implantando el gen elegido en el material genético de una bacteria con el objeto



de convertirlas en diminutas fabricas de la proteina que nos interesa. EI ADN
contiene ademas de los genes, unos fragmentos que regulan la formacion de
nuevas moléculas proteinicas. Actualmente los investigadores no se conforman
con solo conocer la estructura y la funcién de las diferentes secuencias del ADN,
ahora ya fabrican pequefios tramos de ADN para construir genes artificiales u

oligonucleétidos que nos ayuden a reconocer algunas secuencias del ADN (1).

ANTECEDENTES HISTORICOS

Para la identificacién de una bacteria se analizaban una serie de caracteristicas
metabdlicas descritas por un grupo de expertos, quienes utilizando diferentes
sustratos han establecido patrones de identidad para cada bacteria (1). Existen
otros procedimientos para este mismo fin tales como la tipificacién serologica, la
relacién guanina-citosina e incluso los mas actualizados que se basan en el
reconocimiento de secuencias especificas de ADN por medio de técnicas de
biologia molecular. Entre estas, la hidrélisis de 4cido desoxirribonucleico (ADN)
por accién de enzimas especificas, también fue utilizada como un procedimiento

para la identificacion de microorganismos (2).



En 1927, la capacidad de los microorganismos para obtener acido fosférico
inorganico a partir del acido nucleico, fue relacionada con la actividad de una
nucleasa. Esta misma actividad se observé anteriormente en levaduras (1900), en
hongos como Penicillium glaucum y Aspergillus niger, (1903) y en bacterias como

Bacillus coli (1904), Bacillus proteus (1938) y Staphylococcus (1914) (3).

Con la finalidad de determinar la importancia del uso de las desoxirribonucieasas
en la expresion génica y'el manejo de éstas para la blsqueda de mutaciones, asi
como la expresién amplificada de secuencias de ADN para mapeo cromosomico,

nos adentraremos en el mundo de la biologia molecular.

ESTRUCTURA DEL ADN

El &cido desoxirribonucléico (ADN) ésta constituido de unidades monomeéricas
llamadas nucleétidos, constituidos de las llamadas bases puricas y pirimidicas
(adenina, timina, guanina, citosina y uracilo), desoxirribosa y fosfato, estas se
polirﬁerizan formando puentes 3'5’ diéster de fosfato. En la naturaleza el ADN
existe en forma de dobles cadenas unidas y estabilizadas por puentes de
hidrégeno entre las bases nucléicas (dos puentes de hidrégeno entre adenina y
timina, y tres puentes entre guanina y citosina). El conférmero mas estable es el

que se designa como B, con 3.4 A entre cada base y 34 A por vuelta. Con base
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en la proporcion de bases, hay dos tipos de ADN, aquel en el que predominan las
bases adenina y timina como el encontrado en tejido animal y levaduras; y en el
que la guanina y la citosina se encuentran en mayor proporcién como en las
bacterias y virus. Ambas cadenas son antiparalelas, es decir, que una de estas

tiene direccién 5°3" y la otra 3'5°(4).

Figura 1. Estructura helicoidal del ADN, mostrando sus uniones de diéster de fosfato, la orientacion de la
desoxirribosa que es necesariamente paralela al eje de las equis y perpendicular al plano en el que se
orientan las bases, y las bases nucléicas.
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DEFINICION DE DNasa

A las proteinas con actividad para digerir ADN se les denominé
desoxirribonucleasas (DNasas) las cuates se clasificaron por los tipos de enlaces
que hidrolizaban. Teniéndose por un jado las endonucleasas gue rompen i0s
enlaces diéster de fosfato internos, produciendo residuos 3'-hidroxil, 5°-fosforil 6
5°-hidroxil, 3'-fosforil terminales, frente a determinadas secuencias de
nucleétidos: y por otra a las exonucleasas que hidrolizan los nucledtidos sélo
cuaﬁdo estan presentes al final de la molécula. Algunas nucleasas rompen ambas

cadenas y otras solamente rompen una de las cadenas del acido nucleico (5).

Figura 2. La remocién exonucleolitica del nuctedtido 3° final de una cadena de ADN con direceién 57a 3°, -
muestra la actividad de una enzima exonucieolitica 3°-5" la cual genera un 3°-0H final.

Basa 1 Base 2 Base 3 Base 1 Base 2
¥ kY ¥y 3 3
P P OH —_— P OH
5 5 5 5
3y - 5

Exonucleasa

Fuente: Genetica and Mokecular Biology. Ed. Johns Hopkins, 2th Ed. pp 22, 1993
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Las DNasas tienen caracteristicas diferentes dependiendo de su origen, la técnica
empleada para su extraccién y purificacién, asi como por los requerimientos
especiales de cada una de ellas para ;ma actividad 6ptima como son: pH, tipo de
sustrato sobre el que puede actuar y el requerimiento de cationes. Las DNasas
son capaces de degradar aproximadamente la cuarta parte de los enlaces diéster
de fosfato internos o las uniones por puentes de hidrégeno que mantienen las
secuencias complementarias de nucledtidos del ADN, produciendo una mezcla de
oligonucleétidos. Para determinar la degradacidn del ADN se recurre al cambio en
sus propiedades fisicas que incluyen: la disminucién en la viscosidad de la
solucién del ADN o el aumento en la absorcion especifica de la |uz uitravioleta a
260 nm, cambio debido a la formacién de un mayor porcentaje de purinas libres

en los oligonucledtidos obtenidos después de la degradacién (5).

Las DNasas son producidas por diferentes microorganismos, su funcién en una
bacteria consiste en romper el ADN de microorganismos diferentes, al que las
produjo, que se encuentre invadiendo su nicho ecolbgico, esto ha permitido

vislumbrar la especificidad de huésped de estas proteinas.

Las DNasas estan presentes en extractos de una gran variedad de
microorganismos, sin embargo las de tipo extracelular s6lo se han reportado en

pocas especies bacterianas entre las que se incluyen: Staphylococcus aureus, el
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grupo A de Streptococcus, Corynebactenum diphtheriae, Serratia marcescens,

Pseudomonas aeruginosa, Sacillus spp., Vibrio spp (5) y Clostridium septicum (6).

En las etapas tempranas del conocimiento de estas enzimas por su especificidad
fueron consideradas como buenos candidatos para la caracterizacion de
microorganismos. En la actualidad, aunque se utilizan para estos propésitos, su
uso mas difundido se relaciona con la caracterizacion molecular de secuencias de

ADN (B).

A continuacion se presentan algunas de las enzimas de restriccion que se han

descrito por los investigadores que las aislaron.

McFadyen (3) en 1934, demostré en Bacillus mesentericus vulgatus, Bacillus
megaterium y Bacillus subtilis la presencia de una nucleasa que actua sobre el
ADN obtenido de levaduras, a un pH 6ptimo de 6.6. Los resultados mostraron sin

embargo, dna actividad hidrolitica Unicamente sobre ADN y no sobre ARN.

En 1965 Kerr y cols. (7), reportaron la presencia de una nucleasa extracelular
dependiente de Ca** aislada de Bacillus subtilis. Esta enzima intervenia en la
degradacién exonucleolitica de ADN desnaturalizado por calor comenzando por el
extremo 5-final de la molécula. Okasaki y cols. en 1966 (7), describieron una

nucleasa con actividad similar pero fisicamente distinta obtenida de B. subtilis que
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también cataliza la degradacion exonucleclitica de ADN desnaturalizado; a
diferencia de la anterior esta enzima actda a partir de ia porcién 5 como de la 3'-
terminal. La nucleasa es dependiente de Ca** y degrada el acido
desoxirribonucleico tanto en forma nativa de conférmero B como desnaturalizada
asi como al acido ribonucleico (ARN) a nucledsidos 3'- monofosfato, |2 enzima fue

estable alin después de almacenarse en congelacion.

En 1948, Tillet y cols: (6), y McCarty (8) demostraron gue microorganismos del
género Streptococcus de los grupos A, B y C liberan ribonucleasas (RNasas) y
DNasa en un medio de cultivo empleado para despolimerizar &cidos nucléicos.
Estas enzimas son por lo menos cuatro y han sido designadas como A, B,CyD,
todas antigénicamente diferentes. Las nucleasas denominadas A y C resultaron
especificas para sustratos que contenian desaxirribosa y no atacaban ARN. Las
nucleasas B y D hidrolizaban las uniones diéster de fosfato tanto de ADN como de

ARN (9).

Al igual que ofras enzimas que actuaban sobre ADN, las nucleasas de
Streptococcus requieren de cationes divalentes para su activacién, la presencia
de los cationes Ca** y Mg**: al parecer tienen mayor efecto sobre la activacion
de la enzima, §in ambargo también otros cationes divalentes afectan su actividad.
Por ejemplo, se ha observado que el sitio de accion de una cadena de

polinucleétido se altera por el uso de diferentes cationes activadores (9, 10).
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Cunningham y cols. en 1956 (11), aislaron por primera vez la DNasa de
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis ambos microorganismos
producen una DNasa extracelular; sin embargo Staphylococcus aureus la elabora
en mayor cantidad. Esta enzima es una nucleasa 3'-nucleétido hidrolasa
(desoxirribonucleasa), que difiere de otras DNasas que requiere Ca** como ion
activador (cofactor) y un pH 6ptimo de 8.6 a 9.0, ademas de ser marcadamente
estable al calor (100 °C por 15 min), al realizar su caracterizacién se observd que
su actividad de cierta manera se presentaba junto con la presencia de la

coagulasa (95).

La hidrélisis de ADN por la nucleasa estafilocdccica produce inicialmente
fragmentos de mono- y dinucleétidos al producirse la ruptura especifica de las
uniones entre el carbono §' del residuo del azdcar fosfato, que se encuentra unido
al extremo final del carbono 3’ del residuo de azucar fosfato adyacente. Los
oligonucleétidos que contienen residuos de acidos adenilicos y timidilicos son
rotos preferentemente y la DNasa es més activa sobre ADN desnaturalizado que

nativo (5).

La nucleasa de estafilococo ha sido la mejor caracterizada, tiene un peso
molecular de 16,000 kD, es de naturaleza proteica y esta constituida por un

polipéptido que contiene 149 aminoacidos. La molécula no contiene puentes
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disulfuro y aparece como relativamente fiexible, esto es dependiente de tres

residuos de tirosina que estan incluidos en el sitio activo (12).

Fusillo y Weiss (13) en 1959 investigaron los requerimientos de timina y
nicotinamida sobre el desarrollo de Staphylococcus sp., asi como el requerimiento
de Ca** para la sintesis de la enzima. Por otro lado, determinaron que el EDTA y
la tetraciclina no influyen en la produccion de la misma, y que el agar soya
tripticasa-ADN en presencia de una atmosfera aerébica favorece la produccion

de la enzima.

La despolimerizacién de ADN de timo de ternera por una cepa de Pseudomonas
sp. fue reportada por Catlin en 1956 (14). En 1961, Guschlbauer y Halleck, -
encontraron que Pseudomonas aeruginosa producia DNasas extra e
intracelulares que diferian en su pH 6ptimo asi como en sus requerimientos de
activadores (6). Streitfeld y cols. (14) determinaron la actividad extracelular de
desoxirriboriucleasa en cepas de Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas
fluorescens, sin embargo estos autores sélo sefalaron la necesidad de la

presencia de Ca** para su actividad (5, 14, 15).

Messinova y cols. (6) en 1958, describieron la presencia de ribonucleasa en el
caldo de cultivo de Corynebacterium diphtheriae PW-8. La enzima se estudit

principalmente con el objeto de establecer si existia relacion entre su expresion y
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la produccién de la toxina caracteristica de esta bacteria, los autores concluyeron
que la DNasa es liberada por la bacteria durante la fase de crecimiento activo y
que la produccion de la misma se relaciona con la virulencia, ya que fue una

caracteristica constante de todas las cepas toxigenicas.

En 1960 Lehman (16), menciond que varias enzimas presentes en extractos libres
de células de cultivos de Escherichia coli podian degradar ADN y pequerios
polinucledtidos. Una de las enzimas era una fosfodiesterasa que hidrolizaba el

ADN de E. coli y de! timo de ternera previamente tratados por calentamiento.

Posteriormente en 1962, los mismos autores (17) identificaron una endonucleasa
que actuaba sobre mdltiples puntos de ADN nativo de doble cadena cuyos
productos de hidrélisis eran mayores a pentanuclectidos. La enzima purificada
requirid para su actividad la presencia de Mg** que puede ser sustituido por
Mn**, pero no por Ca** y Zn**. El pH 6ptimo para su actividad erade 7.5 a 8.5

(17).

Eaves y Jeffries en 1963 (18) aislaron una nucleasa extracelular de Serratia
marcescens empleando cromatografia de intercambic catiénico en dietil-amino-
etil-Sephadex, esta se clasificé como una fosfodiesterasa no especifica debido a
que podia actuar contra ADN y ARN. La nucleasa requeria de la presencia de

Mg** el cual resulto ser esencial para su actividad, el pH Sptimo para tal actividad

18



fue de 6.8 y es inactivada completamente por el calentamiento a 50° C durante
15 minutos.(18). Nestle y Roberts en 1968 (20, 21), confirmaron que se trataba de
una enzima extracelular, cuya produccion alcanzaba su maximo antes de la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano, los productos de degradacion que

producian eran di-, tri- y tetranucledtidos terminados en 5'-fosfato.

En 1967, Berry y Campbell (22) describen una nucleasa extracelular de
Micrococcus sodonensis, que es exonucleolitica, degradaba ADN nativo y
desnaturalizado, era termoldbil, ain en presencia de Ca** y requeria Mg**y
Mn*++ para su activacion. El pH éptimo para su actividad semejante a la nucleasa
estafilocéccica. Esta enzima actua eficazmente sobre polimeros sintéticos como
el poli-A y sobre réplicas de doble cadena de ARN MS2. Independientemente del
sustrato usado, los productos de hidrélisis eran nucledsidos y fésforo inorganico

(22).

A continuacién se resumen las caracteristicas de las enzimas de restricciéon

descritas anteriormente {cuadro 1):
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Cuadro 1. Resumen de algunas de las caracteristicas de algunas enzimas de restriccion

Microorganismo Tipo de Sustrato pH Requeri-] Tipo de | Resisten-| Ref.
en la que fue reaccién 6ptimo | miento | enlace cia al
descrita idbnico calor
B. subtilis exonucleo- |nativo 8.6 ca*t 3
litica
B. subtilis exonucleo- |nativo y ca*t [305 final 7
litica desnatura-
lizado
Streptococcus nativo 8.0a9.0[Ca*t y|3 final 9
grupo A 6.0 Mg*+
4,
B, C D
S. aureus exonucleo- |desnatura- |8.629.0)Ca** 5 final termo- 5
litica lizado esiable
Ps. geruginosa nativo Ca** 14
E. coli endonucleo- | desnatura- | 7.5 a 8.5 Mg** 18
Iitica lizado
S. marcescens 6.8 Mgt termo- 18
' sensible
M. sodonensis exonucleo- |native y|86a9.0|cCa** 22
litica desnatura- Mg**.
lizado Mn**
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METODCLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD

DE DNasa BACTERIANA

Anteriormente se emplearon diferentes técnicas y métodos para la determinacién
de la capacidad de produccién de DNasas en diferentes géneros bacterianos, asi
con la ayuda de DNasas de origen vegetal, se describen a continuacion algunos
de los mé&s empleados en la bacteriologia clinica para un diagnostico diferencial.
El propdsito de conocerlos, como un apoyo ya que son considerados poco
practicos. El primero de éstos fué descrito por McFadyen en 1934 (3). Este
investigador observé la produccién de fésforo y nitrégeno al mezclar nucleinato
de sodio al 4 % en una solucion amortiguadora a pH de 6.6 con una suspension

bacteriana.

En 1948, McCarty (8) utilizando un método turbidimétrico determind [a capacidad
bacteriana para producir DNasa. El medio de cultivo empleado fue un dializado de
neopeptona, utilizando como sustrato una solucién de desoxirribonucleato de
sodic de timo de ternera al 0.1 % en amortiguador de veronal 0.025 MapH 7.5
conteniéndo MgSO4 0.01 M. Las determinaciones de la actividad las realizd
extrayendo volimenes de 1 ml a diferentes intervalos de tiempo en un lapso de 5
a 30 minutos. A la mezcla se le midi6 la densidad 6ptica a una longitud de onda-

de 425 nm.
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McCarty (19) en 1949, empled dos métodos diferentes para medir la actividad de
nucleasa; el primero laborioso y de larga duracion, se basa en medir la viscosidad
del cultivo bacteriano que en contacto con desoxirribonucleato de sodio al 01%y
MgS0O4 0.005 M, en amortiguador de veronal 0.025 M, pH 7.5. El segundo
procedimiento se basa en Ia propiedad del desoxirribonucleato de sodio intacto de
precipitar en presencia de alcohol, el cual forma una masa fibrosa flotante

facilimente observable a simple vista.

En 1950, Brown (10) utilizé el caldo infusién de carne pH 7.9, para la produccién
de la enzima, y empleé el método de McCarty para determinar la produccién de

DNasa (8).

Jeffries y cols. (1957) {15) en condiciones de cultivo diferentes a las descritas por
McCarty en 1948 (8), preparé un medio el cua! contenia glucosa, KoHPO4, NaCl,
FeSO0g4, M§804, y agar, al cual se agregaron 2 mg/ml de &cido nucleico, y la
determinacion de actividad enzimatica se realizd en el medio de cultivo al anadir
a la placa HCL 1 N. Se utilizé el principio de! acido nucleico no hidrolizado, que
precipita dando la aparicién de zonas claras alrededor de la colonia productora de

DNasa.
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Weckman y Catlin (23), por su parte determinaron !a actividad de nucleasa de
Staphylococcus sp., ademas de la influencia de ciertos factores externos como la
composicion del medio de cultivo, el grado de aereacion, el pH, la temperatura y

el tiempo de incubacién, optimos para la produccién de la enzima.

En 1960, Lehman (16) desarrolld otro método para conocer la capacidad de
produccién de DNasa de E. coli, basado en el contec de fragmentos solubles

marcados con P32,

En 1962, Streitfeld (14), describid una modificacion de la técnica empleada por
Jeffries (15) para determinar la presencia de DNasa extracelular en
Pseudomonas. Esta consistid en una solucién de azu! de toluidina al 0.1 % que es
agente revelador de la actividad de !a enzima. En caso de la presencia de DNasa
el colorante forma un complejo de color rosa brillante, contrastando con el color
azul rey del resto de la placa, las mayores zonas de hidrélisis de ADN se

observaron en medios suplementados con calcio.

Msssinova (8), utilizé un método espectrofotométrico para determinar la presencia
de DNasa en cultivos de Corynebacterium diphtheriae; en éste después de 4 hr.
de incubacién a 37 °C, se agregaba HSO4 al 0.25 N, precipitando el ADN no

hidrolizado, para medir la densidad dptica del sobrenadante a 260 nm.
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Eaves y Jeffries en 1963 (18), emplearon el método descrito por Anfinsen en
1954, para determinar la actividad de DNasa, en cultivos liquidos de Serratia
marcescens. Este consisti® en mezclar el sustrato en un amortiguador a pH 8.8
conteniendo MgCl» y el cuitivo de Serratia marcescens, incubando a 37 °C por 30
minutos la reaccién se detenia empleando una solucion de acetato de uranilo al
0.75 % en &cido perclérico al 25 %, los sobrenadantes obtenidos después del

tratamiento se leian espectrofotométricamente a 260 nm.

En 1965, Berry y Campbell (24), emplearon una variante de los métodos en agar,
en la cual impregnaban con el sobrenadante de caldo de cultivo discos de papel
filtro, estos se dejaban sobre la superficie del agar e incubaban a 37° C por 18 hr,,
la actividad se ponia de manifiesto con una mezcla de &cido tricloroacético al 10%
en HoSQ4 y 4cido amino naftol sulfénico, las muestras positivas revelaban una

zona clara azulosa alrededor del disco.

Cuatrecasas (11), utilizé ADN de esperma de salmén desnaturalizado por calor
(100 °C por 30 minutos) para medir la actividad de DNasa de Staphylococcus sp.,
basandose en el incremento de la absorbancia a 260 nm, en la hidrdlisis de los

acidos nucleicos.

En 1969, Schreier (25) describié una modificacién a la técnica de Jeffries (15)

para diferenciar facil y rdpidamente Serratia marcescens, de los otros miembros
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de la division Klebsiefla - Enterobacter - Serratia; que consistié en afadir azul de

o- toluidina en una concentracion final de 0.01%.

Jarvis y Wynne (26), para determinar actividad de la enzima en cepas de
Staphylococcus, se utilizé un medio de agar sangre con 0.2 % de
desoxirribonucleato de sodio, en donde se observaron zonas de hidrélisis por

adicion de HCI1.5N.

Lachica y Deibel (27), describieron otros métodos de la actividad de
desoxirribonucleasa bacteriana. Consiste de tres medios de cultivo diferentes,
cubiertas de agar con naranja de acridina- desoxirribonucleato de sodio (1 % y 15
%, respectivaments), la placa incubada de 30 a 60 minutos y se observaba bajo
luz ultravioieta, si se identificaban halos no fluorescentes alrededor de las cepas,

productoras de DNAsas. Otro método, para la determinacién de la estabilidad de

la DNasa de Staphylococcus sp. a 100 °C por 15 minutos.

Nestle y Roberts (20), midieron la actividad de DNasa de Serratia marcescens,
empleando los fragmentos de ADN solubles en acido perclérico al 2 % y con una

absorbancia a 260 nm.-
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Smith y cols. (28) propusieron una modificacion del medio de agar DNasa descrito
por Jeffries, la cual consistio en afhadir una solucion de verde de metilo cuya
concentracién final de 0.005 % {(previamente tratado con cloroformo), se incubaba
a 37 °C por 24 horas o mas, se observaban zonas claras o rosadas alrededor de

las colonias.

En 1971, Black y cols. (27), medificaron fa técnica descrita por Smith (28) al
cambiar la concentracion final de 1a solucién de verde de metilo a 0.02 %. Lachica
y cols {30) describen varias técnicas para la detenninaciéﬁ de la actividad de
DNasa, semejantes a las descritas por Lachica y Deibel (275 para el naranja de

acridina, utilizando azul de o- toluidina.

En 1972, Morton y Cohn (31), emplearon un medio de agar ADN- naranja de

acridina cuya concentracién final de éste ditimo era de 0.4 %.

Erickson y-Deibel (32) en 1973, describen un método rapido, sensible y bajo
costo, que no requeria de habilidad técnica especial para la estimacion de ia
actividad de la DNasa; éste se baso en la relacién entre turbidez y la cantidad

presente de acido nucleico precipitable.
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Farmer lil y cols. (33) recomendaron el uso de agar desoxirribonucleasa- azul de
toluidina-cefalotina para el aislamiento primario de muestras clinicas sospechosas

de Serratia sp.

Mc Faddin (5) en su manual resume las técnicas hasta entonces descritas para la
determinacién de actividad in vitro de DNasa, donde ademas de las ya
mencionadas describe el procedimiento de Wolf y cols. (1978) que emplea un
sustituto de sustrato, el 5- bromo- 4- cloro- 3- indolil- timidina- 3'- fosfato que tiene
enlaces fosfato semejantes a los del ADN, que son susceptibles de la accién de la
DNasa, en el sitio de enlace entre el anillo indolil y ia timidina- 3'fosfato, el cual
desarrolla un color azul intenso al momento de ser hidrolizado. Al mismo tiempo
sefiala la importancia de adicionar ADN al agar manitol- rojo de fenol , para ei _
estudio de Staphylococcus patogénos, en el que se manifiesta la actividad de la

enzima con el reactivo de Jeffries (15).

A continuacién se resumen las metodologias semejantes y sus variaciones para

un mejor entendimiento de lo planteado anteriormente.
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Los primeros métodos empleados fueron los de precipitacion y turbidimetria

{cuadro 2).

Cuadro 2. Resumen de métodos que emplean precipitacion-tubidimetria para la observacién de la

actividad de Dnasa

ANO | Tipo de método| pH | Tipo de | Concentracién| Tiempo de Ref.
_ sustrato | de sustrato | incubacién
1934 | pp AU-TCA 6.6 nativo 4 mg/ml 48h 3
1948 | Turbidimétrico | 7.5 nativo 0.1 mg/mi 5-30 min 8
1949 | pp alcohol NR nativo 0.1 mg/mi 30 min 18
1950 | Turbidimétrico 7.9 nativo 0.1 mg/mi 30 min 10
1957 | Turbid. agar <5.0 [desnat. |2 mg/mi 3gh 15
1957 | pp acetona NR nativo 2 mg/mi NR 22
1963 | pp 4cido agar 7.6-8.8] desnat. | 2 mg/mi 48h 5]
1965 |pp TCA-ANS 8.6 nativo 0.001 mg/m! 18h 24
1965 |pp TCA 8.6 nativo 0.001 mg/ml 18h 24
1969 | Turbid. agar NR desnat. | 2 mg/mi 18h 26
1973 | Turbid. desnat. |8.8 desnat |1 mg/mi >15 min 32
1980 | manitol pp 4c 7.3 desnat. |2 mg/mi 18h 5

pp= precipitacidn; AU-TCA=acetato de uranilo-8¢ido trocloroacético; TCA-ANS#cida tricloroacético-dcido amino naftol

sulfénico; NR= no reportado
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Los siguientes métodos fueron basados en viscosimetria, espectrofotometria y

colorimetria, (cuadro 3) asi a continuacion se presenta el resumen de las

variaciones descritas anteriormente:

Cuadro 3. Resumen de métodos que emplean en viscosimetria-espectrofotometria-colorimetr(a para la
determinacidn de la actividad de DNasa

ANO | Tipo de método pH | Tipo de | Concentracién | Tiempo de | Ref.
sustrato | de sustrato incubacién

1949 | Viscosimétrico 7.5 |nativo {2 mg/mi Jeh 19

1957 | Viscosimétrico 8.5 |native |2 mg/ml 36h 23

1963 | Especirofotomeétrico 88 nativo 2 mg/ml 30 min 8

1983 | Viscosimétrico 8.8 nativo 2.5 mg/imi NR 8
desnat.

1683 | Espectrofotométrico 8.8 native 2 mg/mi 30 min 18

1987 | Espectrofotométrico 9.0 desnat. |50 pg/mi NR 11

1989 | Espectrofotométrico 8.2 nativo 0.5 mg/mi 20 min 20, 21

1980 | Colorimétrico NR [ X* 2 mg/mi 18-24h 5

X'=umtilutademato:s-m4-cloro-3-indo&l-dmidlm-3'-los!m; NR= no reportado
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Otros métodos se basan en el uso de colorantes vitales para poner de manifiesto

la presencia de ADN intacto (cuadro 4), y & continuacion se resumen:

Cuadro 4. variaciones de métodos para la determinacién de actividad de DNasa que se basan
en el uso de colorantes vitales

ANO| Tipo de método pH | Tipo de [Concentracién| Tiempo de | Ref.
sustrato de sustrato |} incubacién
1962 | CML-AOT noCa™™ |NR NR 2 mg/ml 24-48h 14
1965 | CML-AOT . 8.8 nativo 0.001 mg/ml 18h 23
1969 ] CMA-AOT 0.01% NR desnat. NR 18-24h 25
1969 | CFA-NA 0.001% 9.0 desnat. 0.15 mg/ml 0-5h 27
1989 | CMA-VM 0.005% NR desnat, 2 mg/mi 18h 28
1971 | CMA-VM 0.02% 1.5 desnat. 2 mg/mi 18h 291
1871 | CMA-AOT-DC NR desnat. 2 mg/mi 1-4h a0
1971 | CMA-AOCT-L NR desnat. 2 mo/ml 1-4h 30
1972 | CFA-NA 0.004% NR desnat. 2 mg!ﬂl 18h ]
1973 | DNasa AOT-CA NR desnat. 2 mg/mi 24h Kk
1985 | CML-AQT 0.05% NR desnat. NR 24-T2h M
1985 | CMA-AOT 0.005% |NR desnat. NR 24-72h KL

CML= coloracion metacromética en medic liquido; AOT« azil de o-totuidina; noCa”*= sin calcio; CMA= coloracion
nmtacmmétkaanaganCFA:mmlénﬂuuuwﬂamaoar;NA:mn}adeaoﬁdim;VMavmdam:
DC= doble capa de ager; L= taminilla; CA=cefelotina agar, NR= no reportado;
tas cantidaces en % corresponcen a ta concentracion del colorants

Y por Gltimo, los métodos que emplean un isétopo radioactivo (P32) para marcar

el sustrato sobre el que va a actuar la enzima (cuadro 5).

Cuadro 5. Métodos que emplean P* para la determinacién de actividad de DNasas bacterianas

ANO { Tipo de método| pH | Tipo de Concentracién | Tiempo de | Ref.
sustrato] de sustrato incubacién

1980 | pp P94 75 |native |20 mpM 30 min 18
1967 |radioactivoP9< |9.4 |nativo |67 uM 30 min 7
desnat.

P32 & 1saforo radioactivo; mumotes/ml.= mili micro moles por miflitro; uM= micro moles
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ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccion de origen bacteriano que protege a los
microorganismos contra ADN extrafios son |lamadas endonucleasas de
restriccion, las cuales rompen ADN de doble- cadena en sitios especificos
(dentro, adyacentes o a distancia de una secuencia conocida). La metilacién del
ADN bacteriano en el sitio de la secuencia de reconocimiento por la
endonucleasa se traduce en la resistencia a la actividad de restriccion
enzimatica. Las bacterias se protegen a si mismas de sus endonucleasas de
restriccion por modificacién de su propio ADN con metilasas endbgenas, las
enzimas de restriccidén en conjurito con sus metilasas protectoras son llamadas

sistema de modificacién- restriccion (36).

La nomenclatura de las enzimas de restriccion fue establecida por Smith y cols.
(1973). Estas enzimas son nombradas, en primer lugar, empleando el origen de
cada enzima el cual esta dado por el microorganismo del cual se obtuvo, o por ia
National Culture Collection, para conocer informacion sobre el uso, asi como el
método empleado para la purificacidn de la enzima, usando las primeras tres
letras del nombre del microorganismo (Eco RI: Escherichia coli). El segundo dato
indica la secuencia especifica que reconoce de ADN, los numeros romanos

distinguen la secuencia que identifican enzimas del mismo origen (36). El tercero,
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describe el procedimiento de purificacién de la metilasa y, el cuarto, describe la
secuencia que la metilasa reconoce, por ejempio Taq |, Thermus acuaticus YTI

(35).

Para clasificar a las endonucleasas se han considerado las secuencias
especificas de ADN que rompen. Aunque en algunos casos no haya directamente
evidencia genética para determinar la presencia de un sistema de restriccion-

modificacion.

Se han descrito tres tipos de sistemas de modificacion- restriccion basados en 1a
composicién de la subunidad, los requerimientos de cofactor y el sitio de ruptura
en el ADN (41) (Yuan, 1981). E! sistema tipo | contiene tres diferentes:
subunidades y requiere de Mg ++ ATP y S- adenosil- metionina para romper el
ADN. La ruptura ocurre en un sitio especifico localizado hasta 7000 pares de
bases de la union o sitio de reconocimiento de la enzima. El sistema tipo Il es el
menos wﬁp|ejo y més adecuado para el anélisis del ADN, estas endonucleasas
consisten de una sola subunidad, y requieren solo de Mg** para hidrolizar el
ADN. Su caracteristica favorable es que la ruptura del ADN la realiza en un sitio
contiguo o dentro de la secuencia de union de la enzima (figura 3) (41).
El sistema tipo lll consiste de dos diferentes subunidades, requiere también de
Mg*ty ATP. La ruptura del ADN ocurre en un sitio no especifico, pero solamente

a 25 o 27 pares de bases menores del sitio de reconocimiento de la enzima.
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Todas las endonucleasas de restriccion disponibles comercialmente pertenecen al
tipo Il. Muchos de los sitios de reconocimiento tipo Il son secuencias de 4 a 6
nucledtidos (muy pocas de 7 a 8 pares de bases de longitud) y poseen eje de
simetria semejante, asi que la ruptura idéntica de cada cadena: a) dos extremos
idénticos con la misma secuencia en ambas direcciones (extensiones del 5-

fosfato o extensiones 3°- fosfato en cada cadena),

TAGC GCTA

ATCG CGAT

o b) dos extremos romos finales en cada cadena;

TAGCIGCTA

ATCGICGAT

Ambas extensiones 3° y 5’ son comunmente llamadas cohesiones (adhesiones), o
finales en contrasentido. Las enzimas de restriccion con diferentes secuencias de
reconocimiento que producen los mismos fragmentos finales de cadena
forman familias de enzimas. Por ejemplo, Bam HI, Bc! |, Bgi Il, Sau 3A y Xho Il son
miembros de la familia GATC. Es importante sefialar que es |a natureleza de las
formas terminales y no la secuencia de reconocimiento la que determina en si
misma la adecuabilidad de los fragmentos para subsecuentes estudios de mapeo

cromosomico.
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Todas las enzimas de restriccion requieren de Mg™ como cofactor, y muchas
funciones enzimaticas en un sistema amortiguador capaz de ajustar un intervalo
de pH de 7.2 a 7.6. Las enzimas de restriccion varian, no obstante, de su
dependencia de la fuerza iénica (Wells, 1981 y Fuchs, 1983) (36), la cual es
facilitada en tablas proporcionadas por el fabricante para lograr el 100% de
actividad; asi como la informacién sobre la actividad enzimatica con diferentes

amortiguadores de reaccién para evaluar su utilidad en una reaccién para dos

enzimas diferentes (36, 40).

Figura 3. Secuenciacién y seleccién de fragmentos de ADN del vector de clonacién M13, utilizando
diferentes enzimas de restriccién
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Fuente: Productos for Molecular Biology. Edited by Molecular SIGMA Biology, 1882 pp 8- 38, (39)
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En general estas enzimas han sido obtenidas de una gran variedad de

microorganismos, como son hongos y bacterias. A continuacién se enlistan

algunas de las que fueron descritas por Roberts en 1983 {Cuadro 6) (35):

CUADRO 6. Enzimas de restriccion, secuencia especifica de accién y microorganismo del cual fueron

obtenidas
[ Microorganismo | _ Origen I Enzima | Secuencia | & | Sva0 |
Acetobacter aceti IFO 3281 AaT {Stul) AGGCCT 5 7
Avcinetobacter calcoaceticus R.J. Roberts Accl GT (ACHGTHAC 7 1
Arthrobacter luteus ATCC 21608 Alul AGCT »50 35
Anabaena variabilis ATCC 27892 Aval CPYCGPUG 8 0
Anabaena variabilis ATCC 27882 Avall GGATICC >17 <]
Bacillus amyloliquiefaciens H | F.E. Yong BamHI| GGATC*C 5 1
Bacillus aneurinolyticus JAM 1077 Bani {HgiCl} GGPyPuCC 13 1
Bacillus aneurinolyticus 1AM 1077 Banit (HgiJll) GPUGCPYC 7 2
Bacillus caldolyticus A. Atkinson Belt TGATCA faul 1
Bacillus globigii G.A. Wilson Byl GCCNNNNNGGC 22 1
| Bacillus globigii G.A, Wilson Bglll AGATCT ] 0
Bacillus stearother-mophilus | N. Weiker BsaPl {Mbol) GATC >50 8
F8
Bacillus stearother-mophilus | N. Weiker BstEl GGTNACC 1" 0
ET
Bacillus stearother-mophilus | D.Comb BstNI (EcoRil} CC (AT)GG >359 |16
Caryophanon latum L H. Mayer Clal ATCGAT 15 ]
Chromatium vinosum G.C. Grosveld Cwnl (Saul) CCTNAGG >10 o]
Diplococcus pneumonice S. Lacks Dpnl GATC only methylat
ed
Enterobacier serogenas P R. Whitehead Eael (CIrl) PyGGCCPu »25 0
Escherichia coli 762 pL.G74 L.1. Glatman EcoRV GATATC 14 1
Escherichia coli RY13 R.N. Yoshimor EcoRlI GAA'TC 5 ]
Escherichia coli R245 R.N. Yoshimori EcoRlHl CC*{ATIGG »359 | 18
Escherichia coli J62 pLG74 L.I. Glatman EcoRV GATATC 14 1
Haemophilus aegypticus ATCC 11116 Haell PUGCGCPy »30 1
Haelll GGC'C >50 19
Haemophitus gallinarum ATCC 14385 Hgal GACGC >50 0
Haemophilus influenzae | J. Stuy Hincll GTPyPuAC 34 7
serotipec, 1161
Haoemophilus influenzae Ry §.H. Goodgal Hindil GTPyPuA'C 34 7
Hindili AAGCTT 8 3]
FHaemophilus influenzae R C.A. Hutchison Hinfi GANTC >50 10

*=nucledtido metilade; Py= pirimidina; Pu= purina; d=reacciona débiimente pero ésta reaccion es observable; T=punto de corte
de la enzima; { )=enzima con caracteristicas similares, o indicacion de isosquizomeros dentro de la secuencia. En las columnas
1ySV40seIr\dicalafrecuenciadeonﬂesporlamz!maespocifica.

Fuente: Robens, R.J. Nucleic acids Res. 11 (1):r135- 1167. 1983, (35).
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CUADRO 6. Enzimas de restriccién, secuencia especifica de accién y microorganismo del cuat

fueron obtenidas. (Continuacién...).

| Microorganismo | origen | Enzima I Secuencia | a | Svéo |
Haemophilus  influenzae | 8. Shen HinPI GCGC »50 |2
P
Haemophilus J. Setlow Hpat GTTAA*C 13 4
parainfluenzae
Hpali CcC*'GG >50 |1
Klebsiella  pneumoniae | J. Davies Kpnl GGTACC 2 1
OKB
Moraxella bovis ATCC 10900 Mbol GATC >50Y | 8
Mboll GAAGA >50 16
Moraxella nonlicuefaciens | ATCC 17853 Mnil CCTC >50 | 51
Neisseria citterea NRCC 31008 Neil CC{CC)GGY >15 |0
Pseudomonas aeruginosa | G.A. Jacoby PaeR7| CTCGAG 1 o
Proteus vulgariy ATCC 13315 Pvul CGATCG 3 0
Pvull CAGCTG 15 3
Providencia stuartii 164__| J. Davies Pstl cTGeeata 18 2
Rhodopseudomonas S. Kaplan Rsal GTTAC >50 |11
sphaeroides
Rsrl (EcoRl) GAATTC 5 1
Servatia marcescens Sy, C. Mulder Smal CCCGGG 3 0
Staphylococcus aureus 3A | E.E. Sau3Al (Mbol) | GATC >509 | 8
Stobberingh
Staphylococeus  aureus | E.E. Sau98| {Asul) GGNCC >30 |1
P396 Stobberingh
Streptococeus cremoris F_| C. Daly ScrFl CCNGG >50 16
Streptococcus  faecalis | D. Clewetl SfaNI GCATC >50 8
ND347
Salmonella infantis A deWaard Sint {Avail} GG{AT)CC >7 |8
Thermus acuaticus YTI J.1. Harris Taqgl TCGA* >50 1
Tagqll ? =30 |4
Xantomonas badrii ATCC 11672 Xbal TCTAGA 14 0
Xantomonas holcicola ATCC 13461 Xhol CTCGAG 1 0
Xantomonas malvacearum { ATCC 9924 Xmal {Smal) ctecaea 3 0
Xmall (Pstl) CTGCAG 18 |2
Xantomonas oryzae M. Ehrlich Xorl! (Pvul) CGATCG 3 0

*=nuciedtido metitado; Py= piimidina; Pu= purina; d=reacciona débilmente pero ésta reaccion es observable; T =punto de corte
de la enzima; { )=enzima con caracteristicas similares, o indicacion de isoaquizomeras dentro de la secuencia. En las columnas
kyskuindbahfrmdeooﬂuporhmzmaupscmu.

Fuenta: Roberts, R.J. Nucleic acids Res. 11 (1):r135- r167. 1983, (35).
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POLIMERASAS TERMOESTABLES

La replicacién semiconservativa del ADN es el proceso que resulta de la
formacion de dos moléculas hijas idénticas en composicién al ADN de origen, con
cada una de sus cadenas. Las DNA polimerasas son enzimas que catalizan ia
sintesis de cadenas largas de polinucledtidos a partir de un ADN de cadena
sencilla que sirve como templado, un cebador o ‘primer” y mondmeros de
nucledtido con un papel de molde durante este proceso. De acuerdo con la
nomenclatura internacional de las enzimas, las DNA polimerasas son ligasas
(sintetasas), definidas como una clase de enzimas que catalizan la formacion de
un enlace covalente, a la par con la hidélisis de un enlace de un nucledtido
trifosfatado. Esta reaccién se explica por un ataque nucleofililco det 3' hidroxil al
fosfato alfa del nucleétido trifosfato. La polimerizacion siempre se lieva a cabo
desde el 5°- fosfato al grupo 3'-OH terminal de la cadena de ADN que se
sintetiza. A diferencia de las RNA polimerasas, las DNA polimerasas sintetizan
cadenas de ADN, con una pequeria secuencia de inicio, el cebador (dNMP),, esta
unido a la cadena de ADN molde en un sitio que es complementario al mismo. Los
desoxirribonucledtidos trifosfatados (dATP, DGTP, dCTP, dTTP) (dNTP) ataca al
grupo 3'-OH de la desoxiribosa terminal libre del cebador, segun la secuehcia del
molde de ADN. Los desoxirribonucledtidos trifosfatados son polimerizados

(dNNMP),.1, los grupos a y los fosfato son liberados en forma de pirofosfatos
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(PPi) (Figura 4) (36). A este proceso se le conoce con el nombre de Reaccion de

polimerasa en cadena (PCR).

La siguiente reaccion es catalizada por las DNA polimerasas:

dNTP + (dNMP)p, - (ANNMP)n4q + PPi

Las DNA polimerasas descritas de Escherichia coli tienen tres diferentes
estructuras moleculares y funciones (Pol | a Pol lIl). La DNA boIimerasa I {enzima
de Kornberg) tiene un peso molecular de 109 kD, pero es la mas frecuentemente
encontrada (400 moléculas/ célula), esta compuesta por aproximadamente 1,000
aminoacidos. presenta actividad de dos exonucleasas. La hidrélisis proteolitica
parcial produce dos diferentes frégmentos: uno de 68 kD (fragmento Klenow) con
actividad de polimerasa 5'-3 y de exonucleasa 3'-5', y un fragmento de 35 kD con
actividad de exonucleasa 5-3. La DNA polimerasa Il (120 kD, 50
moléculas/célula) cataliza la sintesis de ADN en ausencia de la Pol | y 1a Pol Ii,
aunque no se ha dilucidado su funcion biolégica con precisién. La DNA
polimerasa Ill consiste en un minimo de siete subunidades, la subunidad mas
larga es una polimerasa activa y tiene un peso molecular de 130 kD, este
complejo cataliza la polimerizacidén aproximadamente de 1,000 nucleétidos por

segundo (36).
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Las DNA polimerasas también son capaces de sintetizar cadenas de
polinucledtidc n vitro sobre un molde de ADN en presencia de dNTPs y cloruro de
magnesio. En consecuencia, éstas enzimas pueden ser usadas en gran variedad
de ensayos (secuenciacion de ADN). Los experimentos son realizados a
temperaturas, en las cuales las DNA polimerasas muestran tener su mayor

actividad, con un intervalo de temperaturas entre 28y 37 °C (36).

Figura 4. Ei ADN puede ser tedricamente eiongado en ambas direcciones 3'a 5y 5 a3 con el uso de
nucledsidos 5° trifosfato, solamente.

Base1 Base2 Base3l Base1 Base2 Base3
3 |3 | ¥ Ly ¥
OH| ‘oH g OH
P P + PPi
s 5\ 5 5 5 5
P
. Sintesis de §' a 3'
P
Based Base2 Base1 Base3 Base2 Base1
3! 3! 3' 3! 3!
P on  — OH
5 5’ / 5 5 g
P

\ + PPi
P

Sintesisde 3'a 5’

Fuente: Genetics and Molecular Biokogy. Ed. Johns Hopidns. 2th ed. pp 55. 1343.
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La DNA polimerasa termoestable de Thermus agquaticus (Taq polimerasa) ha sido
estudiada ampliamente; la enzima tiene un peso molecular de 63-68 kD fué
caracterizada por Chien y cols. (1976) y por Kaledin y cols. {1980), muestra una
actividad méaxima cerca de 80 °C, a un pH de 8.0 y en presencia de los cuatro
desoxirribonuciedtidos trifosfatados, y su actividad esta fuertemente influenciada

por la concentracion de Mg** (36).

Las DNA polimerasas de otras especies del género Thermus también han sido
caracterizadas: Thermus favus (1981), Thermus ruber (1981), Thermus

thermophilus (1985, 1990) y Bacillus stearothermophilus (1981) (Bst) (36).

Las DNA polimerasas termoestables de Archaebacterias fueron aisladas y
caracterizadas de Methanobacterium thermoautotrophicum (1986},
Thermoplasma acidophilum (1990), Thermococcus litoralis (1990), Pyrococcus
furiosus (1986), Sulfolobus acidocaldarius (1989), y Sulfolobus soffataricus
(1986). Las DNA polimerasas de Methanobacterium thermoautotrophicum 'y
Thermoplasma acidophilum tienen actividad de exonucleasa 3-5" a 65 °C y su
peso molecular es de 72 y 88 kD, respectivamente. La DNA polimerasa de
Sulfolobus acidocaldarius tiene actividad a 70 °C, permanece estable a una
temperatura de 80 °C; una actividad de polimerizacién mayor a 200 nucleétidos/
segundo a 100 °C, con un peso molecular de alrededor de 100 kD. Esta

polimerasa ha sido usada en experimentos de la PCR con una sola cadena del



vector M13 y también con moldes de plasmidos y genes (1990). Los resultados a
70 °C son comparables a los que se obtienen con la Taq polimerasa, pero

requiere menores concentraciones de magnesio (36).

IMPORTANCIA ACTUAL DE LAS DNasas.

El empleo de las DNasas ha resultado de la mayor trascendencia para el
desarrollo de la biotecnologia moderna, en la actualidad con estas se establece 1a
identidad de organismos e individuos (bacterias, hongos y vertebrados) y de
diferentes ADNs con técnicas de hibridizacion del ADN y analisis de restriccion

(37, 38, 39).

A la fecha se emplean alrededor de 50 diferentes DNasas denominadas como
enzimas de restriccion, las cuales se utilizan para cortar y unir oligonucledtidos
que permiten construir vectores de expresion génica. Estas enzimas requieren
condiciones especiales, como son la concentracion del sustrato, de los
nucledtidos trifosfatados y de los cationes necesarios para la activacion de la
enzima: asi como la temperatura y descomposicion de la enzima, si ésta es
termolabil; para actuar sobre los diferentes sustratos, los cuales pueden estar
marcados con fluorocromos o isdtopos radioactivos para ser detectado con

l&mpara de luz UV o autoradiografia respectivamente (40).
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La reaccion de polimerasa en cadena (PCR) nos permite la amplificacion selectiva
in vitro de regiones particulares del ADN por semejanza a.l fenémeno de replica in
vivo de! ADN. Los siguientes componentes son necesarios para llevar a cabo la
reaccion de la PCR: ADN de una sola cadena, que va a ser usado como molde; el
cebador o iniciador o “primer” (secuencias de oligonucleétido complementarias a
los nucledtidos del molde de ADN), los desoxirribonucledtidos trifosfatados
(dNTP’s) y una enzima DNA polimerasa. Una nueva cadena complementaria de
ADN formada a partir del molde de ADN bajo condiciones apropiadas (figura 5).
Los componentes para la reaccién de PCR disponibles son: la cadena de ADN,
que se obtiene por desnaturalizacion térmica de un ADN de doble cadena; los
iniciadores (oligonucledtidos sintéticos) pueden ser sintetizados en el laboratorio
o comprados;el amortiguador de reaccion mas comunmente utilizado en PCR
contiene M92+, cationes monovalentes y algunos solventes (los co- solventes
pueden ayudar a estabilizar la enzima, influye en la eficiencia de la enzima y/o la
temperatura de fusion del ADN). La introduccién de una DNA polimerasa
termoestable, ha aportado desarrollos significativos para {a automatizacion de la
PCR, haciendo a los métodos de PCR mas accesibles. Muchas de las DNA
polimerasas usadas en PCR son termoestables y pueden soportar temperaturas

de hasta 95-97 °C (36).
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La PCR requiere por si misma tres pasos térmicos:
1. Desnaturalizacién del ADN de doble cadena a 92- 96 °C;

2. Alineacion de los oligonuciedtidos iniciadores al sitio complementario del molde

ad5-72°Cy

3. Elongacion del iniciador a través del extremo 3°-OH por sucesivas adiciones de

dNTP’s.

La extensién de la cadena ocurre a 72 °C. El esquema de dasnaturalizacion,
alineamiento y extensién en cada paso esta definido por un periodo fijo de tiempo
que es llamado ciclo. La repeticién de tal ciclo nos da como producto final la

amplificacion del ADN (36).

El método de PCR fue descubierto y nombrado por Mullis y cols. en la corporacion
CETUS, aunque el principio fue descrito en detalle por Khorana y cols. una
década después. El uso de la PCR esta limitado para polimerasa de ADN
termosensible que puede ser ampliamente disponible. Los oligonucleétidos son
acomodados de tal forma que la reaccién de extension, directamente sintetiza
hacia e ADN de la siguiente cadena (figura 6). Asi el oligonucledtido “A” que sirve
de molde para la sintesis de una cadena de ADN complementaria, la cual puede

entonces ser el oligonucleétido para sintetizar “B” y viceversa. Asi resulta en la
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sintesis de novo de la region de ADN flanqueada por los dos oligonucleétidos. La
PCR amplia el desarrollo del andlisis del ADN y ARN porque para ambos
simplifica la tecnologia existente y ensefa el desarrollo de nuevas técnicas que

en otro tiempo no hubiesen sido posibles (41, 42).

En biclogia molecular, las endonucleasas de restriccion son empleadas como un
medio de caracterizacién de fragmentos de ADN (mapec de ADN) y de
modificacion del ADN para ingenieria genética (clonacién). La aplicacién mas
comun de éstas enzimas junto con la reaccién de polimerasa en cadena (PCR) es
la validacién de la especificidad de! producto generado por la amplificacion, la
cual puede ser determinada por analisis de fragmentos de restriccion, generados
después de la digestion con una endonucleasa que rompe el ADN en fragmentos
de longitud definida. EI conocimiento de |as endonucleasas de restriccion y sus
requerimientos ha sido muy util cuando el propdsito del experimento es clonar el
producto de PCR. En este caso los sitios de unién usados para PCR, contienen
usualmente un sitio de reconocimiento sintéticamente introducido en la region
3'de cada una de las cadenas. E! producto procesado para PCR modificado en su
secuencia 3° puede ser subsecuentemente hidrolizado con una endonucleasa de
restricciéon apropiada y clonado dentro de un vector, el cual ha sido previamente
digerido con una endonucleasa de restriccion idéntica para producir extremos

finales compatibles para la clonacién (36).
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La adecuada seleccién de la digestién por enzimas de restriccién consiste en
elegir la enzima apropiada y proveer las condiciones 6ptimas para una actividad

enzimatica completa (36).

La seleccién de una enzima para la validacién de la especificidad del producto Q'e
PCR, esta dado por el mismo producto. Para propésitos practicos es
recomendable elegir una enzima de restriccion, la cual pueda generar fragmentos
de restriccién de diferentes longitudes y que todos los fragmentos puedan ser
separados en un mismo gel de agarosa. En suma, es necesario que hasta los
fragmentos mas pequefios puedan ser detectados, para que no haya ninguna
duda en garantizar la exactitud del ensayo. Ya que la cantidad minima de ADN
detectable por transiluminacién UV es aproximadamente de 10 ng, esto implica
que una gran cantidad de productos de PCR que al ser cortados producen bandas

muy pequeiias que podrian estar en el limite de deteccién (36).

Si la secuencia del sitio de restriccién puede ser introducida dentro del 5’ final de
(los) oligonucledtido(s) para clonacion, hay que tener cuidado de que del sitio de
reconocimiento sea de una enzima conocida que corte eficientemente, a pesar de
la localizacién del sitio de ruptura. Kaufmann (1990) y Crouse (1986) (36)
investigaron la eficiencia del romp;miento de un nimero de enzimas de
restriccién comunmente usadas cuando la secuencia de reconocimiento esta

localizada en el extremo final dei fragmento del ADN. Ellos encontraron que varias

enzimas comunes, incluyendo Sal I, Hind Il y Xpa |, faltan por romper los
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extremos finales de fragmentos de ADN, mientras gue otras tales como Sal |, Eco
RI, Xho !, Acc | y Dra 1l generalmente rompen eficientemente. La eleccion de una
enzima de restriccién para un experimento requiere del reconocimiento de una
secuencia la cual no sea faciimente rota en localizacion terminal entonces una
segunda opcién es posible. Como la secuencia 5' de un oligonucleétido no juega
un papel esencial para la reaccién de extensidén durante el PCR. Se disefi el
oligonucleétido de manera tal que presente nucleétidos adicionales en el 3' de la
secuencia de reconocimiento, puede incrementar la eficiencia del rompimiento. Es
importante hacer notar que !a secuencia de nucledtidos alrededor de la secuencia

de reconocimiento puede afectar la eficiencia del rompimiento {36).

El tamafo de un fragmento desconocido de ADN por amplificacién influye en el
producto del PCR lo que nuevamente afecta cualquier intento de secuenciacion
subsecuente de |a regién desconocida. Aunque es dificil predecir la frecuencia del
sitio de corte de una endonucleasa de restriccion, existen algunas guias. Brooks
(1987) (36) reporté dentro de una secuencia de ADN al azar, con un contenido
del 50% GC, que en una secuencia de reconocimiento de 4 bases puede ocurrir
estadisticamente cada 256 bases y con una secuencia de 6 bases a intervalos de
4 Kb y con una secuencia de 8 bases a intervalos de 65 Kb. Si es necesario se
debe emplear una segunda enzima para linearizar el ADN después de la union
cuando la enzima raramente rompe el ADN gendmico, pero en estos casos no

rompe dentro del ADN de la region amplificada (36).



El andlisis de los fragmentos de restriccion por PCR revela algo mas que la
especificidad, éste también se usa para diferenciar entre organismos
cercanamente relacionados, alelos o subtipos dados, que la regién del ADN a ser
examinada sea polimorfica, tal que la secuencia interna solo se defina por un sitio
de restriccién en la amplificacién por PCR, la cual da distinto y unico patrén de
bandas en un corrimiento. Rodu y cols. {1991) han empleado este recurso para
diferenciar entre el virus del papiloma humano de los tipos 6, 11, 16 y 18, los
cuales estan asociados con lesiones preneoplasicas o cancerosas de los tractos
digestivo y genital. Este recurso también ha sido empleado en el diagnéstico y
deteccién de mutaciones alélicas asociadas con la anemia de células falciformes

y la hemofilia tipo A (36).

Las DNA polimerasas son portadoras de la sintesis de cadenas complementarias
de ADN en direccion 5°a 3" usando una plantilla de una sola cadena, pero
iniciando de la regién de una doble cadena abierta. Esta es la primera reaccion de
extension que s la base para una variedad de técnicas de marcacién y

secuenciacion (41, 42).

Si dos diferentes iniciadores- cada uno unido selectivamente a una de las
cadenas complementarias- son elongados pasando cada uno por su ciclo de

amplificacion, entonces cada nueva cadena de ADN creada contiene el sitio de
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unién del otro iniciador. De este modo, cada nueva cadena sirve de molde para
un futuro ciclo de amplificacién, asi, se amplia el nimero de moléculas moide de
ciclo en ciclo. La repeticion de los ciclos de amplificacion tedricamente llevan a
cabo una sintesis exponencial de un fragmento de ADN con una longitud definida
por el extremo 5° terminal del par de iniciadores empleados. La sintesis
exponencial del fragmento de ADN se expresa matemaéticamente con !a siguiente

férmula;

(2"-2n)x donde: n = nimero de ciclos de temperatura,

2n = productos de elongacion primaria y secundaria de

indeterminada longitud,

X = numero de copias del molde original.

Los desoxirribonuciedtidos y el oligonucledtido deben estar presentes en exceso
para que la sintesis se repita después del calentamiento del nuevo ADN

sintetizado, separando las cadenas y para ser completadas sus secuencias (42).
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En principio, cada componente fisico y quimico de un ensayo de PCR es
considerado como un factcr para modificar @ incrementar potencialmente en

calidad, siendo factores dependiente uno de otro. (36) Estos factores incluyen:

1. Equipamiento, por ejemplo el tipo de tubo de reaccion, el tipo de termociclador.

2. La temperatura, tiempo y numero de ciclos térmicos.

3. La concentracién de DNA polimerasa; el tipo de enzima y el amortiguador de
reaccion con los co- solventes.

4. Las concentraciones de los desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP’s)

5. Los cebadores o iniciadores.

6. Volumen 6ptimo del aceite mineral.

7. Muestra problema de ADN (cantidad y pureza)

8. Tamario y estructura del producto de amplificacion.

9. La estrategia seleccionada.
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Figura 8. Diagrama esquematico de ia reaccién de polimerasa en cadena
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Fuente: PCR. A Practical Approach. Edited M.J. McPherson, P. Quirke y G.R. Taylor. IRL Press. pp. 8. 199%. (42)
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La combinacién del analisis de fragmentos de restriccion y la PCR como
estrategia de tipificacion, ofrece un sistema de deteccion simple, rapido y
altamente sensible. Por otro lado, las mutaciones naturales que producen un
cambio en el sitio de restriccién son muy raros, asi se limita la aplicabilidad de
este recurso. Los cambios pueden de esta forma ser seleccionados
experimentalmente para introducirse en uno de los sitios de restriccién de un
producto de amplificacién (amplicon) de Ia PCR. La PCR es utilizada para
mutagénesis, COMO un recurso para introducir cambios en el amplicon (36). Esto
basado en la observacion de que el extremo 3°del iniciador no alinie y por lo tanto
la unién no se lleva a cabo: asi el sitio de restriccion de la enzima puede ser
introducido solamente dentro de un alelo especifico, para su posterior uso en la

PCR.

DISCUSION

La mayoria de los microbiblogos tienen como una de sus metas primordiales
establecer procedimientos de laboratorio rapidos y accesibles para la
identificacién de microorganismos. En la bisqueda de ellos han surgido grandes

descubrimientos, los cuales desafortunadamente para los pioneros solo
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redundaron en observaciones y proyectos que muchas veces no rasultaron tan

satisfactorios como se especulaba.

Para la caracterizacion de microorganismos, los procedimientos que se utilizaban
inicialmente se enfocaban a determinar el fenctipo de los mismos, en la
actualidad se busca identificar o establecer las caracteristicas genotipicas, con lo

cual se establece perfectamente la identidad clonal de un microorganismo.

Las DNasas identificadas inicialmente por Tillet en 1900, se emplearon como un
sistema para la caracterizacion de bacterias; su subsecuente aislamiento y
caracterizacién se constituyeron la base tecnolégica para el desarrollo de una

nueva ciencia conocida actualmente como biologia molecular.

La identificacién de DNasas dié lugar al desarrollo de un gran namero de
procedimientos de laboratorio (turbidimetria, precipitacion, viscosimetria,
espectrofotbmetria, tincién metacromatica, tincién fluorescente) para la obtencion
y caracterizacién de estos productos. Los resultados obtenidos al respecto han
permitido conocer que diversos microorganismos eran capaces de elaborar
.DNasas. (2) Esta propiedad, al ser compartida por tantas especies bacterianas,
resultaba poco Gtil para el propdsito planteado originalmente, es decir la

caracterizacién de especies bacterianas.
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Es importante mencionar que las observaciones, resultado de muchos afios de
trabajo y esfuerzo de ur gran nimero de investigadores, establecieron que los
microorganismos elaboraban DNasas, con un efecto especifico sobre el ADN,
proveniente de especies diferentes (2); este conocimiento permitié entender como
es que una bacteria protege su nicho ecolégico y como incluso existe un
fenémeno de regulacién en relacion al numero de bacterias existentes en un

determinado habitat.

Al investigarse mas a fondo sobre las DNasas se sabe que |és caracteristicas de
sus productos, asi como, su actividad especifica, finalmente bennitié entender su
participacién en la regulacién bacteriana (39). Con el paso del tiempo la
observacién de que estas enzimas actuaban rompiendo sitios especificos en el
ADN, dio lugar a que se iniciara l:|na nueva ciencia la ingenieria genética (39). Al
mismo tiempo se empezaron a utilizar para el estudio de material genético
extracromosomico, el cual a través del empleo de la transformacién bacteriana
permitié conocer las propiedades particulares de algunos de los genes que lo

constituian.

El avance en el conocimiento cientifico por el uso de estos productos bacterianos
(las DNasas) fue enorme y de gran ayuda para el desarrollo de la medicina y de

otras ciencias afines (8,18).
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El conocimiento méas profundo de las DNasas permitié establecer como ya se ha
mencionado que cada una rompe secuencias especificas del ADN, hecho que did
lugar a que se buscara un sistema para clasificarlas asignandoles el término de
endonucleasas de restriccion. Tal hecho dio lugar a que las enzimas se
agruparan en familias, asignandoles un nombre especifico a cada una de las
enzimas, dependiendo de! microorganismo del que fueron aisladas y un numero

para establecer el tipo de endonucleasa identificada en cada especie bacteriana.

La biotecnologia se ha desarrollado grandemente por el avance que ha tenido a
su vez la ingenieria genética. Esta ultima ha sido la ciencia responsable de utilizar
4ptimamente las DNasas para la clonacion y secuenciacion de genes (36). Con
esta metodologia se ha avanzado en el conocimiento de genes especificos '
responsables de la expresién de proteinas como insulina y el interferon,
productos que con el desarrollo de la biotecnologia para producirse
industrialmente con la ventaja de que al expresarse por genes humanos, la
especificidad del producto es mayor y la posibilidad de reacciones adversas,

menor (40).

Actualmente, se esta trabajando intensamente en la secuenciacién del genoma
humano, como un evento primordial para la prevencion de enfermedades en el
hombre (37). Al respecto, se han tenido algunos avances y en la actualidad se
establece el diagnéstico prematuro de padecimientos como la fibrosis quistica, la

diabetes mellitus,_ etc.; incluso antes del nacimiento (35).
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La identificacion de genes especificos causales o relacionados con la
susceptibilidad de producir ciertas enfermedades se utilizaban no solamente para
el diagnostico oportuno, sino también para la prevencién, diagnéstico pre
sintomético, esta seria de las aplicaciones de la biologia molecular, relacionada

con el uso de las DNasas o enzimas de restriccion.

El estudio de mecanismos de patogenicidad de los microorganismos ha tenido un
enorme avance en los ultimos afios (39). El empleo de las enzimas de restriccidn
permite conocer las secuencias especificas relacionadas con la expresion de
propiedades de virulencia, y actuaimente apoya al desarrollo de vacunas, con
procedimientos de recombinacion genética (35, 36) por ejemplo el cblera.
También el empleo de secuencias especificas relacionadas con virulencia,
pueden ser marcadas con material radioactivo u otros productos (sondas
moleculares), que permiten la identificacién mas rapida de un gran numero de
microorganismos con ciertas propiedades de virulencia, y la realizacion de

estudios epidemiolégicos.

La epidemiologia molecular es un drea de la ciencia que ha empezado a
desarrollarse gracias al descubrimiento de las DNasas, consiste en utilizar las
sondas moleculares para la identificacion de individuos (hombres, animales,
bacterias, etc.) portadores de informacion geneética especifica, permitiendo de

esta manera identificar mas facilmentes a personas afectadas de enfermedades
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como la diabetes, fibrosis quistica, fenilcetonuria, etc., asi como los
microorganismos causantes de enfermedades tan extenuantes a nivel mundial por

ejemplo el colera.

Ei desarrolio de 1a biomedicina ha sido la aplicacién mas importante que las
enzimas de restriccion de origen bacteriano han tenido desde que fueron

identificadas por primera vez.

Desde los valiosos trabajos de Mendel hasta el descubrimiento del ADN, la
comprensién de la naturaleza de los genes ha transcurrido por un sentido
complejo que durante las Gltimas decadas, se ha ampliado grandemente. Al
considerarse en el pasado que la actividad de la desoxiribonucleasa tendria un
valor para determinar la virulencia de especies de bacterias que tienen la
capacidad de destruir el ADN de microorganismos ajenos a su especie. Se
desarrollaron técnicas para valorar facimente su actividad, asi se describieron
métodos laboriosos y costosos como los descritos por McCarty (19) y Lehman
(16) y otros mas sencillos y simples como |os descritos por Jeffries (15) y Lachica
(27), las cuales cayeron en desuso, quizas debido a que no se les encuentra una
utilidad real, ya que se conocen otras pruebas para reconocer la virulencia de un

microorganismao.

Cuando se describe la existencia de material genético extracelular, los plasmidos,

se emplea la existencia de estas enzimas para explicar el comportamiento de
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éstos, dentro del nicleo de la célula, asi se procedid a caracterizar cada una de
las secuencias de ADN y sus caracteristicas fisicas. Asi para 1974 se describen
técnicas de ADN recombinante, que consisten en cortar el material genético en
determinada secuencia conocida del gen de interés con una DNasa de restriccion
e introducir el ADN de interés en el sitio de corte mediante el uso de una ligasa

(enzima que unira el nuevo ADN en el punto de corte).

Asi se han desar;'ollado métodos para introducir informacién genética
(trasnformacién) para que un microorganismo sintetize una u otra proteina,
empleando vectores (moléculas capaces de atravezar la membrana de la célula
blanco y depositar en su interior el gen elegido). La biotecnologia ha logrado
avances notables en la produccién de proteinas como la insulina, el factor de
coagulacion VINl, etc. Las células blanco, por ejemplo las bacterias, levaduras, e
inclusive en células animales, en las que unicamente hay que cuidar su buena
reproduccion, para lograr la produccion de la proteina de interés. Esto ha
permitido ampliar la lista de productos que se pueden obtener en forma masiva
por este medio, algunos ejemplos de ellos son antibidticos, hormonas como la
insulina, citocinas como el interferon y mesf (el factor estimulador de formacion

de colonias de monocitos), alcaloides, vitaminas, colorantes, etc.

Estas técnicas de ADN recombinante también han servido para el diagnostico
rdpido y preciso de enfermedades, a partir de una gota de sangre; para la

identificacién rapida de bacterias empleando sondas moleculares (fragmentos de

57



ADN especificos para cada bacteria). Asi como, el desarrollo de células
productoras de anticuerpos monoclonales, para su produccién hibridomas que
son el resultado de la hibridizacién de un linfocito B (célula productora de
anticuerpos) de ratén inmunizado con el antigeno y células procedentes de
mieloma, ya que estos Ultimos son capaces de reproducirse indefinidamente,

dentro de un cultivo.

También se han usade para la identificacion de individuos, como es el caso de

disputa paternal, medicina forense y analisis de ligamento genético, entre otras.
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CONCLUSIONES

Desde la descripcién del ADN como el material que guarda la informacion que
codifica para toda funcién celular, hasta nuestros dias; vemos que el
conocimiento de la maquinaria celular que lleva a cabo estos procesos de conoce
cada dia mejor. Se desarrollaron tecnicas para la determinacién de la actividad de
las enzimas que permitian romper la estructura de esta molecula compleja, asi
como conocer los mecanismos de proteccion de la célula para no afectar su

propio ADN y si los de ofras células, como sucede con algunas bacterias.

Cuando los investigadores se dieron a la tarea de reproducir el fenémeno de
replicacién de ADN, se dieron cuenta que para tal efecto, podian hechar mano de ,
las enzimas extracelulares producidas por algunas bacterias, entre las que
eligieron para sus primeros ensayos fueron con DNA polimerasas termosensibles,
llamado fragmento de “Kienow”, el cual hacia laboriosa la tarea de polimerizacién
que se debia agregar continuamente;‘ya que ésta se inactivaba al desnaturalizar

el ADN de doble cadena recientemente formado.

Asi se dieron a la tarea de aislar otras DNAsas y DNApolimerasas para hacer mas
eficiente este proceso; encontrando gque las enzimas aisladas de Thermus

acuaticus eran las ideales para este proceso. \,}%‘.

RO
) Ll
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En cuanto al estudio de las DNAsas, que cayeron en desuso por no encontrar una
utilidad real para usarlas como marcadores de virulencia de microorganismos, se
dedicaron a aislarlas y caracterizarlas para emplearlas para cortar y secuenciar el
ADN, ya que cada una de estas requiere de una secuencia especifica para poder
actuar sobre el ADN, asi se emplean actuaimente alrededor de 50 enzimas

diferentes; las cuales se han aislado de diferentes microorganismos.

Esto ha permitido el desarrollo de multiples técnicas para poder conocer las
anormalidades a nivel de ADN que dan origen a enfermedades como la diabetes
meilitus, la susceptibilidad a cancer, la ausencia de enzimas necesarias para
degradar ciertos metabolitos como fenilalanina, tirosina, acidos grasos, 10s cuales
al no ser degradados se acumulan provocando trastornos severos y llevar a la

muerte.

El desarrollo de la reaccién de polimerasa en cadena o PCR ha incrementado la
utilidad de estas enzimas debido a que ahora se pueden trabajar con cantidades
mayores de material genético sobre el cual se pueden hacer multiples estudios de
secuenciacion, detectando mutaciones simples o multiples que se pueden
presentar en diferentes individuos de una misma familiar, asi como conocer si

estas estan ligadas a cromosomas sexuales o autosémicas.
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