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1. INTRODUCCION.

Muchas de las técnicas clasicas de la Ingenieria genética estaban encaminadas a
resolver problemas de como clonar o localizar un gen o segmento de ADN.
Algunas de estas técnicas requieren de mucho tiempo y suelen ser tediosas y a

veces suelen no arrojar buenos resultados.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido una nueva herramienta en
la ingenieria genética y biologia molecular. Fue inventada por Kary Mullis a

mediados de los 80’s.

La PCR en un principio nos permite producir in vitro grandes cantidades de una
secuencia de ADN especifica sin recurrir a la clonacién en un organismo huésped.
Esencialmente la técnica permite la amplificacion selectiva de cualquier segmento
de ADN.

Esta técnica puede ser un sistema que nos permite obtener en poco tiempo
millones de copias de una secuencia blanco de ADN. La reaccion se lleva a cabo
dentro de un tubo de ensayo y comprende varios ciclos, que incluyen a su vez

varios pasos.

La mezcla de la reaccion consta de una pequefia muestra de ADN que se utiliza
como molde y que se obtienen a partir de tejido fresco o aun de aquel que ha
estado embebido en parafina. En adicién, se necesitan oligonucleétidos que
actian como cebadores, ADN polimerasa termoestable, desoxirribonucleétidos
gue se utilizan como sustrato para copiar las cadenas nuevas a partir del molde y

un amortiguador que se encarga de estabilizar la reaccion.
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Las aplicaciones de la PCR y sus grandes variantes pueden ser utilizadas en
varios experimentos de ingenieria genética, nos permite realizar muchos estudios
de expresidn genética, asi como en la deteccion de mutaciones.

Otras aplicaciones de la reaccion en cadena de la polimerasa es el seguimiento de
la efectividad de tratamiento de enfermedades, puede ser un auxiliar para

diagnosticar enfermedades genéticas infecciosas.

En ciencias forenses ha sido de gran utilidad para la identificacion de restos
biologicos asi como la determinacion de paternidad y pruebas periciales en

criminalistica.

Como se menciono anteriormente sus aplicaciones pueden ser ilimitadas ya que

en argueologia, paleontologia y agricultura también recurren a esta técnica.

2.0BJETIVO.
El objetivo de este trabajo es conocer el Método de elaboracion del

PCR asi como los usos y aplicaciones en Patologia General.
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3.ANTECEDENTES HISTORICOS.

En 1971, un articulo publicado por Kleppe et al. Journal of Molecular Biology
describi6 por primera vez un método que usaba enzimas para replicar una
secuencia pequefia de ADN con cebadores in vitro. Sin embargo, este temprano
ejemplo del principio basico de la PCR no recibié mucha atencion, y la invencion
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en 1983 es generalmente
atribuida a Kary Mullis. 1,2

Algo muy a tener en cuenta en la PCR es que la ADN polimerasa que se use sea
capaz de soportar las altas temperaturas de >90 °C necesarias para la separacion
de las dos hebras de ADN de la doble hélice tras cada ciclo de replicacion. Las
ADN polimerasas que se utilizaron originariamente para los experimentos in vitro
previos a la PCR no eran capaces de soportar estas altas temperaturas, por lo que
los primeros procedimientos para replicar el ADN eran muy ineficientes, largos y

requerian grandes cantidades de ADN polimerasa.?2

El descubrimiento en 1976 de la polimerasa Taq, una polimerasa de ADN extraida
de la bacteria termodfila Thermus aquaticus que habita medios de muy alta
temperatura (50-80 °C), elimind los grandes inconvenientes del método de la PCR.
Esta ADN polimerasa es estable a altas temperaturas, permaneciendo activa
hasta después de la desnaturalizacién del ADN, eliminando la necesidad de afiadir
a la reaccion nueva polimerasa tras cada ciclo. Este descubrimiento permitio

automatizar el proceso, antes tan tedioso, acoplandolo al uso del termociclador.2

Al mismo tiempo que desarrollaba la PCR en 1983, Mullis trabajaba en Emeryville,
California (EE UU), para una de las primeras empresas biotecnoldgicas, Cetus
Corporation, donde era responsable de sintetizar cadenas cortas de ADN. Mullis
afirma que concibio la idea para la PCR una noche mientras cruzaba la Autopista
de la Costa Pacifica (EE UU) en su coche. Estaba imaginando una nueva forma

de analizar mutaciones en el ADN cuando se percaté de que, en lugar de eso,


http://es.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
http://es.wikipedia.org/wiki/Term%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
http://es.wikipedia.org/wiki/California
http://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
http://es.wikipedia.org/wiki/Biotecnolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Oc%C3%A9ano_Pac%C3%ADfico
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habia inventado un método para amplificar regiones especificas de ADN mediante
ciclos de duplicacion repetidos usando ADN polimerasas. Mullis atribuye la
invencion de esta técnica a los efectos de la droga psicodélica y alucin6gena
LSD.3

En la revista Scientific American, Mullis resumié el procedimiento: "Comenzando
con una Unica molécula del material genético ADN, la PCR puede generar 100
billones de moléculas iguales en una tarde. La reaccion es féacil de hacer, no
requiere mas que un tubo de pruebas, unos pocos reactivos simples y una fuente
de calor." Fue premiado con el Premio Nobel de Quimica en 1993 por su
invencion, y siete afios después, él y sus colegas del Cetus llevaron a la practica
Su propuesta. Sin embargo, han aparecido controversias y diferentes versiones
sobre las contribuciones intelectuales y practicas de otros cientificos al trabajo de

Mullis, y sobre si él fue el inventor anico del principio de la PCR.*

Poco después de su descubrimiento del método de PCR fue refinado de varias
maneras. Una de las primeras modificaciones del protocolo inicial se referia a las
polimerasas utilizadas. Al igual que todas las enzimas, las polimerasas funcionan
mejor a la temperatura corporal del organismo del que son originario s (37 ° C) en
el caso de la polimerasa aislada de los seres humanos.

Por debajo de esta temperatura la actividad de la enzima disminuye
considerablemente, por encima de esta temperatura, es rapidamente destruido.
En la PCR, sin embargo, las dos cadenas de la molécula de ADN deben ser
separados con el fin de permitir que los cebadores para templar a los mismos.
Esto se hace aumentando la temperatura a alrededor de 95°. A esas temperaturas
las polimerasas de la mayoria de los organismos estan permanentemente
destruidas. Como resultado de ello, una nueva enzima tuvo que ser afiadido en la
primera etapa de reaccién de cada ciclo, una propuesta larga y costosa. Se
encontr6 una solucibn en manantiales calientes. Ciertos microorganismos

prosperan en piscinas calientes en las condiciones mas


http://es.wikipedia.org/wiki/LSD
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inhospitas, a temperaturas que pueden alcanzar los 100 ° C y en algunos casos en
presencia de sal o acido en extremas concentraciones. Las polimerasas de estos
organismos se adaptan a las altas temperaturas y por lo tanto son ideales para su
uso en PCR. Hoy las polimerasas utilizadas en casi todos los métodos de PCR del

mundo se derivan de dichos microorganismos.®

Estas bacterias prominentes tienen el nombre de Thermus aquaticus, y su calor
estable- polimerasa, denominada Taq polimerasa, apoyando toda una industria. El
organismo fue originalmente descubierto a 70 ° C cerca de la primavera en el
geéiser en Yellowstone una Gran Fuente en el Parque Nacional de los Estados
Unidos. Los empleados de Cetus, en los que Kary Mullis trabajaba para ellos en
el momento de su descubrimiento, aislaron las primeras muestras de la fuente
termal y luego las cultivaron en el laboratorio en cepas bacterianas mas Utiles
conocidas hoy en dia. Thermus aquaticus se ha encontrado en aguas termales

similares en todo el mundo.®

La introduccion de la Taqg polimerasa sin duda no ha sido la Unica modificacion del
método del PCR. A ello contribuyé el hecho de que Mullis publicé su
descubrimiento relativamente pronto. Ciencia y la naturaleza, los dos revistas
cientificas de prestigio, no reconocieron la importancia del PCR y rechazaron el
articulo que describe el método. No obstante, a pesar de la proteccion de patentes
a nivel mundial, el uso de la técnica de PCR sigue siendo libre y sin restricciones
para los investigadores basicos, gracias a Roche, que posee los derechos del
método. En 1991 Roche obtuvo una licencia exclusiva de Cetus antiguo
empleador de Mullis por 300 millones de dolares. Cientificos de todo el mundo han
modificado el método de PCR en muchos aspectos y adaptada para la rutina,
pruebas de diagnéstico y la investigacion molecular. Al mismo tiempo, estan

surgiendo nuevas y mas aplicaciones.®’
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El desarrollo de la PCR a menudo ha sido comparado con el desarrollo de la
Internet, y aunque esto se arriesga a exagerar el impacto de la PCR fuera de la
comunidad cientifica, la comparacion funciona bien en una serie de niveles.
Ambos inventos han surgido en los ultimos 20 afios hasta el punto de que es dificil
imaginar la vida sin ellos. Ambos han crecido mucho mas alla de los confines de
su sencillo disefio original y han creado oportunidades inimaginables antes de su
invencion. Ambos también han generado todo un nuevo vocabulario y los
profesionales de leer y escribir en ese vocabulario. Es dificil de creer que la
técnica que forma la piedra angular del proyecto del genoma humano y es
fundamental para muchos protocolos de laboratorio de biologia molecular se
descubrié hace 20 afos. Para muchos, la historia y algunas de las controversias
duraderas son desconocidas, sin embargo, al igual que con el descubrimiento de
la estructura del ADN en la década de 1950, el descubrimiento de la PCR es el

tema de la demanda y la reconvencién que atin no se ha resuelto por completo.®

El concepto original de PCR, como muchas buenas ideas, era una amalgama de
varios componentes que ya existian: La sintesis de los tramos cortos de una sola
cadena de ADN (oligonucleodtidos) y el uso de estos para dirigir la sintesis de
objetivos especificos de las nuevas copias de ADN utilizando ADN polimerasas y a
las herramientas estandar en el repertorio de los biblogos moleculares de la
época. La novedad en el concepto de Mullis fue con la yuxtaposicion de dos
oligonucleétidos, complementarios a cadenas opuestas del ADN, para amplificar
especificamente la regidn entre ellos y para lograr esto de una manera repetitiva
para que el producto de una ronda de actividad de la polimerasa se afiadio a la del

conjunto de la plantilla de la préxima ronda, por lo tanto, la reaccion en cadena.
De hecho, aunque Mullis se le atribuye la invencion original de PCR, la aplicacion

exitosa de la PCR como la conocemos hoy en dia requiere un desarrollo

considerable aun por sus colegas de Cetus Corporation, incluyendo sus colegas

10
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en el laboratorio de Henry Erlich, y el aislamiento oportuno de una enzima
polimerasa termoestable de una bacteria termofila aisladas de aguas termales. Por
otra parte, la impugnacién de las patentes de PCR en manos de Hoffman, La
Roche han cobrado al menos una incidencia del "estado de la técnica", es decir,
qgue la invencién original de PCR fue conocido antes del trabajo de Mullis a
mediados de la década de 1980. Este desafio se basa en estudios preliminares
por Khorana et al. a finales de 1960 y principios de 1970.

La ADN polimerasa utilizada originalmente para la PCR fue extraida de la bacteria
Escherichia coli. Esta enzima ha sido un instrumento valioso para una amplia
gama de aplicaciones ya que ha permitido la explosion de las tecnologias de
secuenciacion de ADN en la década anterior, habia claras desventajas en la PCR.
La reaccidon deberia ser calentada para desnaturalizar el producto de ADN de
doble cadena después de cada ronda de sintesis. Por desgracia, el aumento de la
temperatura también irreversiblemente inactiva al E. Coli. Y las proporciones de
ADN polimerasa, por lo tanto, tuvo que ser afiadida a mano al inicio de cada ciclo.
Lo que se requeria era una ADN polimerasa que se mantuviera estable durante el
paso de desnaturalizacion del ADN en torno a 95 °© C. La solucion se encontro
cuando el Aguaticus bacteria thermophilus fue aislado de aguas termales, donde
sobrevivieron y proliferaron a temperaturas extremadamente altas, y produjo una
ADN polimerasa que no se inactiva rapidamente a altas temperaturas. Gelfand y
sus asociados en Cetus purificaron y posteriormente clonaron esta polimerasa, lo
gue permite una completa amplificacién por PCR, sin necesidad de abrir el tubo de
reaccion. Ademas, debido a theenzyme fue aislado de un organismo termdfilo, que
funcioné de manera Optima a temperaturas de alrededor de 72 ° C, lo que permite
el paso de la sintesis de ADN que se realiza a temperaturas mas altas que era
posible con la enzima de E. Coli, que aseguré que la plantilla hebra de ADN se
pudo copiar con mayor fidelidad, resultado de un mayor rigor de la uniéon de
imprimacion, es decir preparar la superficie para la eliminacion de los productos no

especificos que habian plagado a los primeros intentos de amplificaciéon por PCR.

11
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Sin embargo, incluso con esta mejora, la técnica de PCR fue laboriosa y lenta, ya
gue requiere la transferencia manual entre bafios de agua a diferentes
temperaturas. La maquina de ciclo térmico en primer lugar, "Ciclo sefior", que
replica los cambios de temperatura necesarios para la reaccion de PCR sin la
necesidad de transferencia manual, fue desarrollado por Cetus para facilitar la
incorporacion de nuevas polimerasas termolabiles. Después de la purificacion de
la polimerasa Taq, y Perkin Elmer Cetus a introducir el ADN cicladores térmicos
cerrados que son ampliamente utilizados en la actualidad. EI PCR se ha

convertido en una de las herramientas mas utilizadas en la biologia molecular.

En 1990, la biologia se enfrentdé a una dominante preocupacién: la desintegracion
del genoma. Gracias a enormes esfuerzos técnicos y de organizacion, primero en
virus y bacterias, y luego las levaduras, plantas y animales exponiendo los
secretos de su material genético. Este logro hubiera sido impensable sin la PCR,
hecho que hizo posible la elaboracion de grandes cantidades de ADN dentro de un
corto tiempo. La clonacion simple de ADN tiene por lo tanto, uno de los usos
principales del método. Asi, en la PCR se usa siempre la exacta secuencia de
bloques de construccion del ADN, se debe determinar, por ejemplo: secuenciacion
del genoma, en la investigacion genética, en la investigacion de los cambios
gendmicos, en la busqueda de objetivos, entre otros. Un tema importante en el
campo de la genémica son: SNPs (pronunciado "snips" que son Polimorfismos de
Nucleodtido Simple), solo cambios de nucleétidos en el genoma que parecen dar
cuenta de una gran proporcidon de las diferencias genéticas entre los individuos.
Entre otras cosas, los SNPs son responsables de la susceptibilidad a
enfermedades y las diferencias en la manera como los pacientes responden a los
farmacos. Para detectar este tipo de variaciones hereditarias, los cientificos a
menudo amplian la secuencia del genoma de diferentes personas en paralelo. Los
genes con SNP son también objetivos potenciales para nuevas drogas. PCR por lo
tanto juega un papel clave en esta importante area de investigacion de

medicamentos.®

12
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Los enormes progresos en nuestra comprension del genoma humano (y de
muchas otras especies), no habria sido posible, si no fuera por la notable técnica
simple y adaptable, pero delicada PCR.

4. DEFINICION.
PCR, Siglas provenientes del Inglés Polymerase Chain Reaction.

Esta técnica tiene como finalidad aislar y amplificar un determinado fragmento de
DNA a partir de una mezcla compleja de secuencias de DNA. Se basa en la
amplificacion de esas secuencias por medio de una enzima polimerasa que es

estable en condiciones de temperaturas tan altas como para desnaturalizar DNA.°

Uno de los aportes fundamentales de esta metodologia a la investigacion basica
en biologia molecular consiste, precisamente en la rapidez y eficiencia mediante
las cuales se realiza una tarea que antes requeria largas y tediosas jornadas. El
producto que se obtiene al finalizar la reaccion una gran cantidad de un fragmento
génico con alto grado de pureza, favoreciendo la tarea de los investigadores
empefiados en ampliar nuestros conocimientos sobre la estructura y funcion de los
genes. Por su alta sensibilidad, esta técnica permite identificar un gen a partir de

un solo cabello, una célula somatica o un espermatozoide.**

Los genes son porciones de &acido desoxirribonucleico (ADN) que tienen la
informacion de los acidos ribonucleicos (ARN) y, en Ultima instancia, a través de
éstos, de las proteinas; el ARN copia el mensaje contenido en el ADN y a partir de
él da lugar a la correcta formacién de la cadena o secuencia de aminoacidos que

constituyen las proteinas.*

Todos los genes estan compuestos por la misma materia prima, una sucesion de
nucleotidos, Cada nucleétido esta formado por un grupo fosfato, un azlcar con
cinco carbonos (la desoxirribosa) y una de las siguientes bases nitrogenadas:

adenina, timina, guanina o citosina. Los genes no se distinguen unos de otros por

13
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tener una composicién fisicoquimica muy diferentes, sino por el orden o secuencia

en la que estas cuatro bases se disponen a lo largo de la molécula de ADN.**

El hecho de que lo genes no se distingan por su composicion fisicoquimica hace
practicamente imposible aislarlos mediante el empleo de métodos bioquimicos de
fraccionamiento del tipo de los usados para purificar proteinas como son, por

ejemplo la cromatografia, la electroforesis o la ultra centrifugacion.™

Por otra parte, cada gen es una unidad de informacién sin solucién de continuidad
respecto del resto del ADN en el que esta inmerso. Esto significa que a todo gen lo
preceden y suceden otras secuencias de ADN que, en general no tienen relacion

con él.1

Hasta mediados de la década de los ochenta la Unica estrategia posible para aislar
un gen y obtener grandes cantidades del mismo en estado puro era el “clonado
molecular’. Este método se basa en la introduccién de fragmentos de ADN uno de
los cuales contendra el gen de interés en vectores. Estos son moléculas de ADN
(plasmidos o ADN de bacteriéfagos) capaces tanto de transportar fragmentos

ajenos a su estructura original como de multiplicarlos dentro de bacterias. >3

Si se conoce un pequefio tramo de la secuencia de aminoacidos de una proteina
cuyo gen se desea clonar (multiplicar), se pueden disefiar métodos para identificar
gué bacterias llevan el vector que transporta dicho gen. Este reconocimiento
también se puede realizar si se dispone de un anticuerpo contra la proteina
resultante del gen que se desea clonar. En este caso se reconoce la bacteria
portadora por que fabrica la proteina codificada por el fragmento de interés, la

cual se une especificamente al anticuerpo.’

Una vez aislado el gen no solo resulta posible determinar con exactitud su
secuencia de bases o analizar en detalle la informacién de la que es portador, sino

gue también se puede estudiar su expresion (la manera en que dirige la sintesis
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de la proteina correspondiente) en distintos organismos y tipos celulares,

introducido en células en cultivo o en animales de experimentacion.

Estas técnicas ya clasicas, han permitido el aislamiento y caracterizacion de
decenas de miles de genes de microorganismos, animales y plantas, lo que
provoco un cambio cualitativo en la comprensién del funcionamiento de la

célula.*®?’

5. DESCUBRIDORES.

Hace cerca de 28 afos hizo su aparicion la PCR. Hacia 1983, esa inquietud llevo a
Kary Mullis, en ese entonces investigador de la Cetus Corporation de Emeryville,
California, a desarrollar un método simple para la obtencion un namero ilimitado
de copias de una secuencia especifica de ADN en un tubo de ensayo. Su objetivo
consistia en analizar una mutacion responsable de una enfermedad genética
humana, para lo cual trabajaba en la sintesis de las sondas oligonucleotido que se
requerian. Con base en los experimentos llevados a cabo en 1971 por Kleppe et
al, quienes desarrollaron el primer sistema artificial de replicacion con dos
cebadores del que se tiene noticia, la idea de Mullis giraba en torno a descubrir
coémo iniciar y ademas detener la accion de una enzima de tipo polimerasa sobre
puntos especificos de una sola de las cadenas del ADN, con el objetivo de
amplificar el ADN blanco en forma exponencial. Entonces, mediante la utilizacion
de dos cebadores, Mullis consiguié que, después de aplicar en forma repetida la
polimerasa, se generara una reaccion de replicacién en cadena que amplifico el

segmento genémico de su interés.*®

Sin embargo, cuando quiso mostrar los resultados de la amplificacién, éstos no se

pudieron visualizar en el gel de agarosa, lo que lo llevé a pensar que la reaccién
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en cadena no mostraba especificidad por la region amplificada. Sin embargo, mas
adelante, estas dudas se aclararon en forma satisfactoria, cuando los productos
de la amplificacion pudieron ser visualizados con la técnica Southern Blot. La
visualizacién de la sefial fue la evidencia de la efectividad de la reaccién en
cadena de la polimerasa, pues se comprobd que ésta era capaz de amplificar el
ADN de interés en forma especifica. Estos resultados sirvieron ademas para
optimizar las condiciones experimentales de la reaccién. Desde comienzos de
1980, el ensayo Southern Blot (lamado asi en honor de su inventor Edwin
Southern) adquiri6 mucha popularidad en el ambito del diagndstico molecular,
gracias a su aplicacion para descubrir secuencias génicas especificas y
mutaciones responsables de enfermedades genéticas, asi como de ciertos

agentes infecciosos (Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoea).*®

La ejecucion de este ensayo implica seccionar el ADN en fragmentos que
contengan la secuencia o la mutacion de interés, para lo cual se utilizan enzimas
de restriccion. Mediante electroforesis en un gel de agarosa, los fragmentos se
separan por tamafio y se transfieren a una membrana de nylon o de nitrocelulosa,

con la finalidad de obtener una réplica del gel.

A continuacionla membrana se incuba con el gen clonado o con una sonda
oligonucleétido complementaria, de manera que se produce la hibridacién de los

fragmentos de ADN que contienen la secuencia genémica analizada.?°

Es asi como K. Mullis en 1985, un investigador de la Corporacion Cetus, invento
un método para lograr la multiplicacién in vitro de fragmentos definidos de ADN sin
necesidad de recurrir a los vectores y su replicaciéon en bacterias. Este método
revolucionaria en corto tiempo el conjunto de técnicas de la biologia molecular. Su
uso se extendid rapidamente a miles de laboratorios, no solo de investigacion

basica, sino también de diagndstico clinico.
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Cuando el proceso era manual, la técnica de PCR era lenta y requeria de trabajo
intensivo. Por lo tanto, los cientificos de Cetus comenzaron a buscar las maneras

de automatizar el proceso.

La purificacién de la polimerasa de Taq dio lugar a la necesidad de una maquina
qgue realizara un ciclo mas rapidamente entre diversas temperaturas. En 1985,
Cetus se asoci6 con la corporacion Perkin-Elmer e introdujo la DNA Termal Cycle.
De esta manera es posible mezclar todos los componentes de la PCR al comenzar
el primer ciclo y la reaccion en cadena puede llevarse a cabo mediante equipos

automatizados que realizaran los ciclos térmicos programados.

En 1989, Cetus anuncié un acuerdo de colaborar con Hoffman-LaRoche en el
desarrollo y la comercializacion de productos de diagnéstico humanos in vitro y de

servicios basados en tecnologia de PCR.
En 1990, los cientificos alcanzan la primera amplificacion y deteccion simultanea
de las secuencias especificas de DNA usando un colorante fluorescente, poniendo

el fundamento para la PCR en tiempo real o PCR "cinético” (pruebas TagMan).

En 1991 Hoffmann-La Roche Inc. adquiere los derechos y las patentes mundiales
de la PCR.

El Dr. Kary Mullis gana el premio Nobel de Quimica en 1993 por inventar la
tecnologia de PCR. (Fig. 1)%
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Fig. 1 KARY MULLIS

6. SISTEMATIZACION DE LA PCR.

En la actualidad todo el proceso de la PCR esta automatizado mediante un
aparato llamado termociclador, que permite calentar y enfriar los tubos de reaccién
para controlar la temperatura necesaria para cada etapa de la reaccion. Un
termociclador, también conocido como maquina de PCR o reciclador térmico de
PCR es un aparato usado en Biologia Molecular que permite realizar los ciclos de
temperaturas necesarios para una reaccion en cadena de la polimerasa de

amplificacion de ADN o para reacciones de secuencia con el método de Sanger.

El modelo mas comun consiste en un bloque de resistencia eléctrica que
distribuye a través de una placa una temperatura homogénea durante tiempos que
pueden ser programables, normalmente con rangos de temperatura de 4 °C a
96 °C. Dado que las reacciones incubadas en el aparato son en soluciones
acuosas, suelen incluir una tapa de placa calentada constantemente a 103 °C para
evitar la condensacion de agua en las tapas de los tubos donde ocurre la reaccion,
y asi evitar que los solutos se concentren, lo que modificaria las condiciones

Optimas para la enzima polimerizante y la termodinamica del apareamiento de los

18


http://es.wikipedia.org/wiki/Termociclador
http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_Molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena_de_la_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Frederick_Sanger
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Termodin%C3%A1mica

MARID FERNANDO CASTILLO LOPEZ W UNam ﬁ

iniciadores. También existen otras tecnologias menos populares utilizando
distribucién de aire caliente en tubos suspendidos, logrando el mismo objetivo de
transferir calor eficientemente a la reaccion para que cambien los ciclos de

temperaturas.?

Fig. 2: Termociclador: en él se efectta la PCR convencional.?

Desde hace algunos afios varias compafias que fabrican y comercializan estos
aparatos han cambiado la resistencia eléctrica por la tecnologia Peltier
aprovechando las propiedades de los semiconductores. Este material ofrece mejor
uniformidad en la temperatura y rampas de incremento y decremento de la
temperatura mucho mas pronunciadas, obteniendo mejores resultados en los
procesos del PCR. En la busqueda de mejorar la precision, exactitud y
homogeneidad de la temperatura también se han introducido metales como el oro,
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la plata y otras aleaciones en los bloques de los pozos, logrando estabilidad y
reproducibilidad en los ensayos.

Muchos termocicladores modernos hacen uso del efecto Peltier, que permite tanto
calentar como enfriar los tubos simplemente invirtiendo la corriente eléctrica. El
efecto Peltier es una propiedad termoeléctrica descubierta en 1834 por Jean
Peltier, trece afios después del descubrimiento del mismo fenédmeno, de forma
independiente, por Seebeck. El efecto Peltier hace referencia a la creacion de una
diferencia de temperatura debida a un voltaje eléctrico. Sucede cuando una
corriente se hace pasar por dos metales o semiconductores conectados por dos
“‘junturas de Peltier’. La corriente propicia una transferencia de calor de una

juntura a la otra: una se enfria en tanto que otra se calienta.

Una manera para entender como es que este efecto enfria una juntura es notar
gue cuando los electrones fluyen de una region de alta densidad a una de baja
densidad, se expanden (de la manera en que lo hace un gas ideal) y se enfria la

region.

Cuando una corriente | se hace pasar por el circuito, el calor se genera en la

juntura superior (T2) y es absorbido en la juntura inferior (T1).

T2

Fig. 3: Circuito que muestra el efecto Peltier.
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Las caracteristicas ideales u 6ptimas que debe tener un termociclador son las

siguientes:

e Debe de Contar con un bloque térmico, cuyo calentamiento y enfriamiento
se produce a gran velocidad, gracias al denominado sistema Peltier. Las
rampas de subida y bajada de temperatura son importantes para trasladar
los protocolos entre termocicladores, y uno de los factores de falta de
reproducibilidad, lo que hace que deban ajustarse de nuevo a las

condiciones de tiempos y temperaturas.

e Tres formas de analizar los fragmentos de ADN amplificados mediante la

técnica PCR.

e Actualmente, estan disefiados mayoritariamente para tubos de 0,2 ml
aunque aun existen también para 0,5 ml. Es importante el perfecto ajuste
del tubo en el bloque. Por ello, se recomienda utilizar los de la misma marca

gue el fabricante.

e El rango de temperaturas suele abarcar de 4°C a 110°C, aunque el rango
habitual debe ser de 15°C a 95°C. No debe sobrecargarse al aparato con
temperaturas extremas para prolongar su supervivencia. Los 4°C se utilizan
para refrigerar muestras tras una PCR, pero 15°C también es una
temperatura apta para ello. Respecto a llegar a 100°C o mas, tampoco es
aconsejable, al menos, de forma habitual. Es preferible emplear termo

bloques para llevar a cabo esta labor.

e EXxisten blogues que permiten ajustar distintas temperaturas en funcién de
las zonas del mismo. Se dice que tienen funcién gradiente. Son muy Uutiles

cuando se realiza ajuste continuo de programas de PCR, especialmente de
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temperaturas de hibridacién, o cuando se necesitan realizar diversos

protocolos de forma simultanea.

e Tapa térmica: los mas antiguos no la poseen, pero es un elemento
indispensable para evitar la evaporacion de la muestra, al contactar

totalmente con la tapa del tubo.

e Software para programaciéon de tiempos y temperaturas: se denomina
programa a cada conjunto de datos térmicos y temporales de un protocolo
de PCR. Cada termociclador tiene su propio software. Puede ajustarse
también la velocidad de subida y bajada de temperaturas, es decir, las

rampas.

Los tubos usados para PCR tienen una pared muy fina, lo que favorece una
buena conductividad térmica, permitiendo que se alcance rapidamente el equilibrio
térmico. Casi todos los termocicladores tienen un sistema que calienta la tapa de

cierre con el fin de evitar la condensacion sobre los tubos de reaccion. (Fig.3)

Fig. 3 Tubos que albergan mezclas de un volumen total de 100 pl utilizados en la PCR.
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7. METODOLOGIA BASICA.

EXTRACCICON BE ACIDGOS MUCLEICOS,
*PROCESAMIENTO BE LA MUESTRA,
*EXTRACCION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS,
*PRECIPITACION RE LOS ACIBOS
MUCLEICOS

AMPLIFICACION DE LOS ACIROS MUCLEICOS EXTRAIDGS POR PR,
*BESMATURALIZACTAN,

*ACCPLAMIENTC,
*POLIMERIZACION,

|

7.1 Reactivos a utilizar.

Para realizar la técnica se necesitan:

Los 4 desoxirribonucledsidos-trifosfato (ANTP), sustratos para polimerizar
nuevo ADN.

Dos cebadores o iniciadores (primers), oligonucleétidos que son, cada uno,
complementarios a una de las dos hebras del ADN. Son secuencias cortas,
de entre seis y cuarenta nucleétidos, normalmente de 18 a 22, que permiten
gue la polimerasa inicie la reaccion. Deben estar situados enfrentados y a
no mucha distancia. Delimitan la zona de ADN a amplificar, es decir,
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corresponden a los nucledtidos que definen los extremos de la secuencia que

se desea replicar.

« lones divalentes. Se suele usar magnesio (Mg?"), agregado cominmente
como cloruro de magnesio (MgCl,), o algun otro catién divalente. También
se puede emplear manganeso (Mn%*), para muta génesis de ADN mediante
PCR, ya que altas concentraciones de Mn*" incrementan la tasa de error
durante la sintesis de ADN. Actian como cofactores de la polimerasa.

e lones monovalentes, como el potasio.

e Una solucion tampon (buffer) que mantiene el pH adecuado para el

funcionamiento de la ADN polimerasa.

e ADN polimerasa o mezcla de distintas polimerasas con temperatura 6ptima

alrededor de 70 °C (la mas comun es la polimerasa Taq).
 ADN molde, que contiene la regién de ADN que se va a amplificar.

e Termociclador, el aparato que va a mantener la temperatura necesaria en

cada una de las etapas que conforman un ciclo. #*

8. COMPONENTES DE LA PCR.

8.1 Nucleétidos.

Los nucledtidos se diluyen en agua, la solucién debe ser protegida (por ejemplo
con el 10mM Tris pH 7,7-8,0, concentracion final). Si no, un pH &cido promovera la
hidrolisis del dNTP en dNDP y dNMP vy los hard indtiles para las reacciones de
polimerizacibn de la DNA enzimatica. Los stocks son diluidos a 10 mM,

alicuotados y almacenados a -20 °C.

24


http://es.wikipedia.org/wiki/Magnesio
http://es.wikipedia.org/wiki/Cati%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Manganeso
http://es.wikipedia.org/wiki/Mutag%C3%A9nesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Potasio
http://es.wikipedia.org/wiki/Tamp%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/PH
http://es.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus

W o

FACULTAD
apONTOLGIA
UNAM

1904

=

MARIO FERNANDO CASTILLO LOPEZ

Es recomendado usar un stock de trabajo que contenga 1mM de cada dNTP. La
estabilidad de los dNTP durante ciclos repetidos de PCR es tal que

aproximadamente el 50% permanece como dNTP después de 50 ciclos.

Concentraciones entre 20 y 200 uM resultan en un balance optimo entre
rendimiento, especificidad y fidelidad. Los cuatro dNTP deben ser usados en
concentraciones equivalentes para minimizar errores de incorporacion de bases.
Se debe decidir la mas baja concentracién adecuad de dNTP para la longitud y
composicion de la secuencia blanco. Por ejemplo, 20 uM de cada dNTP en una
reaccion de 100 pl es suficiente para sintetizar 2.6 ug de DNA o 100 pM de una
secuencia de 400 bp.

8.2 Primers.

Los oligonucledtidos iniciadores o primers son fragmentos complementarios que

se van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del templado de ADN.

La seleccion de oligonucleoétidos iniciadores es muy importante en la PCR de la

polimerasa. De este paso depende el éxito en el laboratorio.

En la siguiente tabla (tablal) se muestran los criterios principales a considerar

para la seleccion adecuada de los primers.

TAMANO Tamano ideal: 20-25 nucle6tidos de

longitud generalmente: 18-30

nucleotidos de longitud.

BASE EN EL EXTREMO 3’
TEMPERATURAS DE FUSION (tm)

CONTENIDO GC
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AUTO-COMPLEMENTARIEDAD Debe ser evitada para minimizar la
formacién de estructuras secundarias

y los dimeros de primer.

SIMILARIDAD Debe tener un 100% de apareamiento
con el molde.

Tabla 1. criterios adecuados de los primers.

Cuando el objetivo a amplificar es un locus, la posicion de los iniciadores debe ser
relativa a los codones de inicio y terminacion. Es recomendable que el cebador
"forward"se encuentre mas o menos a 35 pb del inicio de la secuencia que
codifica, de la misma forma el cebador "reverse" debe localizarse 35 pb después

de la region que codifica.

Las concentraciones éptimas de los primers son generalmente entre 0.1 y 0.5 pM.
Altas concentraciones de primer pueden promover “mispriming” y acumulacion de
producto no especifico y puede incrementar la probabilidad de generar un
templado independiente llamado dimero de primer. Los productos no especificos y
los dimeros de primers son por si mismos sustratos para PCR y compiten con el
producto deseado por la enzima, dNTPs y primers, resultando en un bajo
rendimiento del producto deseado.

Los primers pueden contener extensiones en el extremo 5 o “mismatches” para
incorporar sitios de enzimas de restriccion, un codon de inicio ATG, o secuencias
promotoras en la secuencia blanco. Pueden ser usados primers degenerados para

extraer genes nuevos en base a su similitud o su secuencia de aminoacidos.
Una razon menos obvia por la que los primers fallan es la presencia de estructuras

secundarias en el templado de DNA. En este caso la substitucion de dGTP por 7-

deazo-2’-deoxi GTP ha sido muy usada.?
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8.1.1 Especificidad.

La especificidad de los primers es en parte dependiente de su longitud. Los
primers deben ser elegidos de modo que tengan una secuencia Unica dentro del
DNA que sera amplificado. Un primer disefiado con una secuencia altamente
repetida dara lugar a productos no deseados. Sin embargo, el mismo primer
puede dar una sola banda si se amplifica una sola clona de una biblioteca

genomica.

8.1.2 Secuencias complementarias del primer.

Los primers necesitan ser disefiados con menos de 3 pares de bases de
homologia entre ellos. Si un primer tiene tal region de homologia se formaran
estructuras parciales de doble cadena que interferirdn con el alineamiento. Si la
homologia ocurre en el extremo 3' de cualquier primer, ocurrira la formacion de
dimeros de primer que, a menudo, prevendra la formacion del producto deseado

por competicion.

8.1.3 Contenido de G/C.

La composicion base de los primers debe estar entre el 45% y el 55% de G/C. La
secuencia de los primers debe ser elegida de tal forma que no haya regiones de
poliG o de poliC que pueden promover el reconocimiento no especifico. Las
regiones poliA y poliT deben también ser evitados ya que interfieren con el
complejo del primer-templado. Esto puede bajar la eficacia de la amplificacion. El
primer tendra un contenido de G/C del 50% y ~20 bases de largo. Esto pondra la
Tm en la gama de 56°C - 62°C.
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8.1.4 Secuencia de los extremos 3'

Es establecido que la posicion terminal 3' en primers de PCR es esencial para el
control del “mispriming”. La inclusion de un residuo de G o de C en el extremo 3'
de los primers ayuda a asegurar el correcto enlace en el extremo terminal 3'
debido al enlace de hidrogeno mas fuerte de los residuos G/C. También ayuda a
mejorar la eficacia de la reaccion reduciendo al minimo la respiracién que pudo

ocurrir.

8.1.5Temperatura de asociacion.

La temperatura de asociacion de los primers es uno de los factores mas

determinantes de la reaccion. Se recomienda que se emplee como temperatura de
asociacion la temperatura de fusion -5°C, aproximadamente. Existen muchos
métodos para calcular la temperatura de fusion, pero siempre, después de
efectuado el calculo es necesario ir al laboratorio y ensayar con diferentes
temperaturas de asociacion cercanas a la temperatura de fusion para determinar

la temperatura 6ptima para cada reaccion.

8.3Templado.

Una de las caracteristicas mas atractivas de la PCR es que la cantidad y calidad
de la muestra de DNA sujeta a amplificacion no necesita ser alta. Una sola célula
o un lisado celular crudo o especimenes con una longitud promedio de unos pocos
cientos de pares de bases son usualmente adecuadas para una amplificacion
exitosa. El criterio esencial es que la muestra contenga al menos una cadena de
DNA intacta que abarque la regién que va a ser amplificada y que las impurezas

sean suficientemente diluidas como para no inhibir la polimerizacion.
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8.4 Polimerasa.

Un rango de concentracion recomendado para Taq polimerasa (Perkin-Elmer
CETUR) es entre 1 y 2.5 unidades (SA = 20 unidades/pmol) por 100 ul de

reaccion.

Cuando los otros pardmetros son 6ptimos. Sin embargo, los requerimientos de
enzima pueden variar con respecto a la secuencia blanco o los primers. Cuando
se optimiza un PCR, se recomienda probar rangos de concentracion de enzima de
0.5 a 5 unidades/100 pl. Si la concentracién de la enzima es muy alta se acumulan
productos no especificos, y si es muy baja se formara una cantidad insuficiente del

producto deseado. (Fig. 4.)*

Fig.4 Estructura de la tag. polimerasa

8.5 Concentracién de magnesio.

Es benéfico optimizar la concentracion del ibn magnesio, ya que afecta: el
alineamiento de los primers, la temperatura de disociacion de las cadenas, tanto

del templado como del producto de PCR, la especificidad del producto, la
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formacion de dimeros de primer y la actividad y fidelidad de la enzima. La Taq
polimerasa requiere magnesio libre en la union con el templado, los primers y los
dNTPs. Los PCR deben contener 0.5 a 2.5 mM de magnesio sobre el total de la
concentracion de dNTP. La presencia de EDTA u otros quelantes en el stock del
primer o del templado puede alterar la concentracibn O6ptima aparente de

magnesio.

8.6 Otros componentes

Un buffer recomendado para PCR es de 10-50 mM de Tris-HCI (pH entre 8.3 -8.8).
Tris es un buffer ionico bipolar que tiene un pKa de 8.3 a 20°C y un pKa de -
0.021/°C sin embargo el verdadero pH de una buffer 20mM de Tris (pH 8.3 a 20°C)
varia entre 7.8 y 6.8 durante las condiciones tipicas del termociclador.

Hasta 50 mM de KCI puede ser incluido en la mezcla de reaccidn para facilitar el
alineamiento de los primers. NaCl a 50 mM o KCI arriba de 50 mM inhibe la

actividad de la Taq polimerasa.

La gelatina o la albumina bovina (100 pg/ml) y detergentes no iénicos como el
tween 20 o laureth 12 (0.05 a 0.1% ) son incluidos para ayudar a estabilizar la

enzima, sin embargo muchos protocolos trabajan bien sin estos componentes.

9. METODOLOGIA DESARROLLADA DE LA PCR.

El procedimiento de la PCR consta de tres pasos:
1) Desnaturalizacion, donde se separan las dos cadenas de ADN por medio de
calor.
2) Alineamiento, al bajar la temperatura los iniciadores reconocen y se alinean

con la secuencia complementaria de ADN, y

30



_.dﬂ

MARIO FERNANDO CASTILLO LOPEZ W UNAM W

1904

Pty

3) Extension, la enzima Taq polimerasa realiza la sintesis de una nueva
cadena de acidos nucleicos. Estos tres pasos forman un ciclo a partir de dos

cadenas de ADN se obtienen cuatro.

La cantidad de copias producidas crece exponencialmente. Cada PCR puede
variar entre 20 a 40 cambios repetidos de temperatura llamados ciclos; cada ciclo
suele consistir en 2-3 pasos a diferentes temperaturas. La PCR comudn se realiza
con ciclos que tienen tres pasos de temperatura. Los pasos de ciclos a menudo

estan precedidos por un choque térmico (llamado "hold") a alta temperatura (>
90 °C), y seguido por otro hold al final del proceso para la extension de producto
final o el breve almacenaje. Las temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada
ciclo dependen de gran variedad de parametros. Estos incluyen la enzima usada
para la sintesis de ADN, la concentracion de iones divalentes y de los dNTP en la
reaccion, y la temperatura de union de los cebadores, asi como la longitud del

ADN que se desea amplificar.?

9.1Inicio.

Este paso consiste en llevar la reacciéon hasta una temperatura de 94-96 °C (6
98 °C si se esta usando una polimerasa termoestable extrema), que se mantiene
durante 1-9 minutos. Esto sélo es necesario para ADN polimerasas que requieran

activacion por calor.

9.2 Desnaturalizacion.

En primer lugar, se desnaturaliza el ADN (se separan las dos hebras de las cuales
estd constituido). Este paso puede realizarse de diferentes modos, siendo el
calentamiento (94-95 °C) de la muestra la forma mas habitual. La temperatura a la
cual se decide realizar la desnaturalizacion depende, por ejemplo, de la proporcién

de G+C gque tenga la hebra, como también del largo de la misma. Otros métodos,
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raramente empleados en la técnica de la PCR, serian la adicion de sales o

agentes quimicos capaces de realizar la desnaturalizacion.

La primera reaccion consiste en la desnaturalizacion del DNA, separandose las
dos cadenas por ruptura de los enlaces de hidrégeno.

Las condiciones tipicas de desnaturalizacion son 95°C por 30 segundos, o 97°C
por 15 segundos; sin embargo temperaturas mas altas pueden ser apropiadas

especialmente para templados ricos en G + C.

La desnaturalizacion incompleta permite el apareamiento de las hebras de DNA y
por lo tanto se reduce el rendimiento el producto. En contraste, los pasos de
desnaturalizacion a altas temperaturas o por mucho tiempo provocan pérdida de la

actividad de la enzima.

9.3 Alineamiento o unién del cebador.

La segunda reaccion consiste en la hibridacion de los primers. Para ello se baja la
temperatura y las condiciones seran tales que se facilitara la union de los primers

a las cadenas.

La temperatura y el tiempo requerido para el alineamiento de los primers
dependen de la composicion, tamafio y concentracion de los primers
amplificadores. Una temperatura de alineamiento 6ptima es 5°C por debajo de la
Tm de los primers. Debido a que las DNA polimerasas son activas en un amplio
rango de temperaturas, la extensiéon de los primers puede ocurrir a bajas

temperaturas incluyendo el paso de alineamiento.
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El rango de actividad de las enzimas varia en dos 6rdenes de magnitud entre 20 y
85°C. Las temperaturas de alineamiento en el rango de 55 a 72°C generan buenos
resultados.

Los puentes de hidrogeno estables entre las cadenas de ADN (union ADN-ADN)

sé6lo se forman cuando la secuencia del cebador es muy similar a la secuencia del

ADN molde. La polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el cebador, y
empieza a sintetizar ADN. Los cebadores actuardn como limites de la region de la

molécula que va a ser amplificada.

9.4 Extension o elongacion de la cadena.

Actia la ADN polimerasa, tomando el ADN molde para sintetizar la cadena
complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario para la
sintesis de nuevo ADN. La polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN
complementaria a la hebra molde afadiendo los dNTP complementarios en
direccion 3'— 5', uniendo el grupo 5'-fosfato de los dNTP con el grupo 3'-hidroxilo
del final de la hebra de ADN creciente (la cual se extiende). La temperatura para
este paso depende de la ADN polimerasa que usemos. Para la polimerasa Taq, la
temperatura de maxima actividad estd en 75-80 °C (comUnmente 72 °C).** El
tiempo de extension depende tanto de la ADN polimerasa usada como de la
longitud del fragmento de ADN que se va a amplificar. Hay una regla cominmente
usada: en su temperatura 0ptima, la polimerasa de ADN polimerizara mil bases en
un minuto.

Las estimaciones para la tasa de incorporacion de nucleotidos a 2°C varia de 35 a
100 nucledtidos por segundo dependiendo del buffer, pH, concentracién de sales y
la naturaleza del templado. Un tiempo de extension de un minuto es considerado
suficiente para productos de hasta 2 kb de longitud. Sin embargo, tiempos

mayores de extension pueden ser Utiles cuando la concentracion del sustrato es
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muy pequefia o cuando la concentracién del producto excede la concentracién de

la enzima.

9.5 Elongacién final.

Etapa Unica que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74 °C durante 5-15
minutos tras el ultimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de
cadena simple restante sea totalmente ampliado.

9.6 Conservacion.

Este paso se lleva a cabo a 4-15 °C durante un tiempo indefinido para conservar la
reaccion a corto plazo. La PCR normalmente se realiza con un volumen de
reaccion de 15-100 L, en pequefios tubos de 0.2-0.5 mL que se colocan en el

termociclador.

9.7 NUmero de ciclos.

Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo. La repeticion de este ciclo unas 40
veces, por ejemplo, permite obtener, como resultado de un experimento de
amplificacion, millones de copias del fragmento de interés. El nUmero 6ptimo de
ciclos dependera principalmente de la concentracion inicial del templado cuando

los otros parametros son optimizados.

Un error comin es el de ejecutar demasiados ciclos, ya que esto puede
incrementar la cantidad y complejidad de productos no especificos. Pocos ciclos

dan como resultado un bajo rendimiento del producto.

La cantidad de DNA dobla te6ricamente con cada ciclo de PCR, segun lo
demostrado en la siguiente Tabla (2). Después de cada ciclo, la cantidad de DNA

es dos veces la anterior, asi que después de dos ciclos tenemos 2 x 2 veces,
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después de 3 ciclos 2 x 2 x 2 veces u 8 (23) veces la cantidad inicial, después de
4 ciclos 2 x 2 x 2 x 2 veces 0 16 (24). Asi, después de N ciclos tendremos 2N.?*

Tabla no.2 Relacién entre cantidad de DNA y el nimero de ciclos.

NUMERC DE CICLOS. CANTIDAD DE DNA
Q |
1 =
2 4
= B8
] 16
=] 32
L] &4
T 128
g 256
=] 512
10 1,024
11 2048
1= 4 096
13 8,192
14 16,384
1= 32,768
16 65 536
a7 131,072
18 262,144
19 524,288
20 1,048,576
P | =097 152
22 4,194,304
23 8,388,608
24 16,77 7.216
25 33,554 432
= a7 108 864
27 134,217,728
5 268,435,456
29 536,870,912

4
'

1,07 X, 741,824
1,400,000,000
1,500,000,000
1,550,000,000
1,580,000,000

]
=

B8

9.10 Analisis de las muestras.

El hecho de que las moléculas de ADN obtenidas al finalizar la reaccién en
cadena correspondan efectivamente al fragmento de interés queda
asegurado por la intervencion de los primers que definen los extremos
"derecho" e "izquierdo" de ese fragmento. Asi, una vez que la reaccién ha
finalizado, el tamafo del fragmento multiplicado puede determinarse
sometiendo los productos de la reaccidbn a una electroforesis en gel de

agaroza o poliacrilamida, es decir, a un proceso de separacion por difusién
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bajo la accion de un campo eléctrico. Por otra parte, la identidad del
producto puede ser confirmada mediante hibridacién  (unién
complementaria) con una sonda marcada radiactivamente, cuya secuencia
de bases esté contenida en el fragmento de interés. En este caso se
procede asi: el ADN fraccionado por electroforesis es desnaturalizado y
luego transferido a una membrana de nitrocelulosa o nylon, que actlia como
soporte soélido (Southern blot), y luego es puesto en contacto con la sonda,
gue se unira al fragmento buscado ya que ha sido preparada de modo tal
gue resulta ser complementaria del mismo. También es posible colocar el
ADN directamente en la membrana en forma de pequefias manchas (dot
blot) para su posterior hibridacion con la sonda. La localizacion de las

sondas radiactivas se logra, en ambos casos, mediante autorradiografias.*®

Fig.5 Tres formas de analizar los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR A: visualizacion
directa B:Southern blot C: dot blot®.
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Tres formas de analizar los fragmentos de ADN amplificados mediante la técnica
PCR.

1.-VISUALIZACION DIRECTA.

Las muestras colocadas sobre un gel y sometidas a la accién de un campo
eléctrico (electroforesis) migran de una manera caracteristica que se puede
visualizar por tincion (coloreado) del ADN. (Carriles 1-8: productos de
distintas PCRs; carril M: marcadores de ADN de tamafio conocido.)®

2.- SOUTHERN BLOT.

El ADN es desnaturalizado (separacion de sus hebras constituyentes) y
transferido a una membrana de nitrocelulosa o nylon para luego incubar la
hibridacién (unién) con una sonda radiactiva. Esta quedara fijada donde se
encuentre el tramo de ADN de interés y su presencia se revelara a través
de una autorradiografia (placa fotogréafica sensible a la emision radiactiva

de la sonda).
3.- DOT BLOT.

Método analogo al anterior, pero practicado sobre una siembra en forma de
manchas de los fragmentos de ADN a analizar previamente

desnaturalizados.

Una estrategia distinta para confirmar la identidad del fragmento replicado
consiste en realizar dos reacciones de PCR consecutivas. Al finalizar la
primera, una proporcion de la misma es sometida nuevamente al proceso
de multiplicacién tras haber colocado dos primers internos. Mediante el
empleo de esta metodologia, conocida como nested PCR (PCR anidada),
la filiacion de los fragmentos obtenidos queda confirmada por el hecho de

que poseen tamarfos previsibles.
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En algunos casos, los productos amplificados poseen secuencias que son
reconocidas y clivadas por ciertas enzimas llamadas endonucleasas de
restriccion. La determinacion del tamafio al que quedan reducidos los
fragmentos al ser puestos en contacto con la enzima de restriccion

adecuada indica que nos encontramos ante los segmentos de interés.

Para disefar los primers que hacen posible replicar un fragmento de ADN
mediante la técnica PCR es necesario conocer, en la mayoria de los casos,
la secuencia de bases total o parcial de dicho fragmento. Por esta razon,
aunque la PCR supera en sensibilidad y rapidez a las técnicas de clonado y
de secuenciacion convencionales, no se puede prescindir de la informacion

brindada por las mismas.

10. OPCIONES DE PCR.

10.1 Rt/Pcr (reverso transcripcion/pcr)

Esta técnica se utiliza para realizar una PCR cuando el genoma del patégeno es
ARN. Consiste en convertir el ARN EN cADN (ADN complementario) y ser
utilizado para PCR. Esto se realiza utilizando la enzima reversa transcriptasa que

tiene la capacidad de sintetizar el ADN a partir de ARN.
Dado que el RNA usualmente es de una sola hebra y es sensible al calor, es

necesario hacer una transcripcion reversa (RT) antes de iniciar la amplificacion por
PCR.
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La transcripcidon reversa genera una copia de la hebra de RNA, pero esta copia es
DNA complementario (cDNA) el cual es estable al calor y puede resistir la

metodologia PCR.%

Los pasos de la RT-PCR son:

1. Transcripcion reversa: Union del primer a la secuencia de RNA objetivo.

2. Transcripcion reversa: La polimerasa rTth cataliza la extension del primer

mediante la incorporacion de nucleotidos complementarios.

3. Fin de transcripcion reversa, se obtiene la hebra del cDNA complementario al
RNA.

4. PCR.

El mMRNA es copiado a cDNA por la transcriptasa reversa usando un primer dT (los
primers al azar se pueden también utilizar). En PCR en tiempo real, se utiliza
generalmente una transcriptasa reversa que tenga una actividad endo H. Esto
elimina el mMRNA permitiendo que la segunda hebra de DNA sea formada. Se
adiciona una mezcla de PCR que incluya una polimerasa termoestable (tal como
la Tag polimerasa), los primers especificos para el gen de interés, los

deoxinucleétidos y un buffer conveniente.?
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@——— El primer oligo dT se
une al mRNA

@ T PR La transcriptasa
""" reversa copia la primer
cadena de cDNA

"mm"@ La transcriptasa
i reversa digiere y
remueve el mRNA y
copia la segunda
cadena de cDNA

cDNA de dohle cadena

Fig.6 Conversion de mRNA a cDNA por la transcriptasa reversa.

El cDNA se desnaturaliza a mas de 90° (~94°), las dos hebras se separan. A 50 0
60° los primers especificos se alinean con el sitio complementario en cada
cadena. Los sitios de union a los primers deben estar separados 400 bases, pero
generalmente se encuentran a 100 bases de distancia especialmente cuando se
usa el PCR en tiempo real A 722 la polimerasa extiende el DNA desde los primers.

Se obtienen 4 cadenas de cDNA.

Después de 30 o 40 ciclos de sintesis de cDNA, los productos de reaccion son
analizados usualmente por electroforesis en gel de agarosa. El gel se tifie con
bromuro de etidio. Los geles de agarosa para analizar los productos de cDNA de
la RT-PCR no nos permiten la cuantificacion ya que el bromuro de etidio es muy
insensible y cuando una banda es perceptible sobrepasa la etapa logaritmica de

amplificacion.®
El bromuro de etidio es un colorante que se une a la doble cadena de DNA

intercalandose entre los pares de bases. Emite luz fluorescente cuando se irradia

en la parte UV del espectro. Sin embargo, la fluorescencia no es muy brillante.
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Otros colorantes, como el SYBR green, que son mucho mas fluorescentes que el
bromuro de etidio, se utilizan en el PCR en tiempo real.(fig7)

O
O O © O

W
O O O ﬂg} g &r;? {]ﬁ. g Q{:}

Fig.7 El SYBR verde fluorescente brillante solo cuando se une a DNA de doble cadena.

10.2 Pcr en tiempo real.

La RT-PCR es solamente semicuantitativa en el mejor de los casos, en parte por
la insensibilidad del bromuro de etidio (sin embargo, hay maneras mas sensibles
de detectar el producto). Los protocolos de PCR competitivos se han desarrollado
para hacer el método mas cuantitativo pero son a menudo complicados. #

Asi la PCR en tiempo real fue desarrollado debido a:

-La necesidad de cuantificar diferencias en la expresion del mRNA.

-La disponibilidad de cantidades pequefias de mRNA en algunos procedimientos,

Hay una variedad de métodos para la cuantificacion del mRNA.

Esta técnica la podemos dividir en técnica basada en fluorocromos no especificos

y técnica basada en sondas especificas.
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Técnica basada en fluorocromos:

1. EI ADN que multiplica su cantidad en cada ciclo se une al fluorocromo
generalmente por la técnica SYBR Green.

2. Se produce una fluorescencia.

3. Es medida por un termociclador disefiado para PCR en tiempo real, ya que
nos permite cuantificar s6lo una secuencia por reaccién pero tiene la ventaja de

utilizar cebadores normales para su realizacion.
Técnica basada en sondas especificas:
1. Esta utiliza una sonda unida a dos fluorocromos.

2. Hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo llamado forward y el

inverso (reverse).

3. Cuando la sonda esta intacta, presenta una transferencia energética de

fluorescencia por resonancia conocida como (FRET).

4. Si la sonda se dafara y los dos fluorocromos se encontraran distantes,
producto de la actividad 5°-3" exonucleasa de la ADN polimerasa dicha
FRET no se reproduce. Esto nos permite monitorizar el cambio del patron

de fluorescencia y deducir el nivel de amplificacion del gen.?

La mayoria de estos inconvenientes se han solucionado con la introduccion de la
PCR realizada en tiempo real (Q-PCR), que elimina cualquier proceso post-PCR
puesto que monitoriza la progresion de la amplificacion en el momento en que
ocurre. A diferencia de la PCR convencional (en punto final), que mide la
acumulacién del ADN al final de un nimero predeterminado de ciclos, con Q-PCR
esto se hace durante el proceso de amplificacién usando fluorescencia, de forma
gue su aumento es proporcional a la cantidad de ADN formada. El proceso se

puede automatizar facilmente usando un sistema que realice la amplificacion
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(termociclador) y que a su vez sea capaz de leer fluorescencia. Existe una amplia
oferta de aparatos en el mercado. La mayoria pueden trabajar con las diversas
opciones de marcado fluorescente y son "abiertos", es decir, permiten programar
las condiciones de amplificacion y lectura de forma que su uso no queda limitado a

unos reactivos determinados.

Técnicas de deteccidn.
A continuacion se mencionan las detecciones quimicas y estas se encuentran

dadas por:

1. Agentes intercalantes fluorescentes (SYBR Green).

2. Sondas hidrolizadas.

3. Hairpin probes (Molecular Beacons, Scorpions).

4. Sondas de hibridizacion.

SYBR Green.

Es un agente intercalante que se une al ADN de doble cadena dando un
incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de producto de
PCR. Es simple y econdémico, facil de usar, sensible, versétil y no se necesitan
sondas especificas. Sin embargo durante la reaccion de PCR puede unirse a
dimeros de primers 18 y a otros productos inespecificos, resultando en una

sobreestimacion de la concentracion del DNA blanco. (Fig.8)

43



FACULTAD M
i

=

MARIO FERNANDO CASTILLO LOPEZ

1904
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Polymerase

Fig. 8 SYBR Green.

Sondas hidrolizadas (Hydrolysis probes TagMan).

Se emplea una sonda que tiene unidos un fotocromo reportero y un fotocromo

guencher. Cuando ambos fotocromos estan unidos a la sonda, el reportero no
emite sefial. Pero, cuando la sonda hibrida con la secuencia de interés durante la
reaccion de PCR, la actividad exonucleasa de la Taq polimerasa corta al
fotocromo reportero del resto de la sonda, permitiendo la emisiébn una sefial
fluorescente. Se monitorea la sefal fluorescente del reportero que se va

acumulando en los sucesivos ciclos de PCR. (Fig. 9).

44



FACULTAD
apONTOLGIA
UNAM

1904

=

MARID FERNANDO CASTILLO LOPEZ

¢ ¢ 8 -~
on S

Reporter Dye
Quencher

Prirmet

DNA Template Polymerase
a Denature Reporter fluorescence quenched
‘\-//@
aner
Anneal Reporter fluorescence quenched

t:.\:/@

Extend

N YT IO LTI \\A
(Y T
uiu]l:l!9!i|1f.l " ‘ﬁ" (i
P Y | C

ﬁ' ; .F

Reporter fluorescence detected

Fig.9 Hydrolisis probes.

a) Cuando la sonda, hibridada o no, esta intacta el fotocromo reporter no
emite por accion del quencher.
b) La sonda es hidrolizada durante la reaccién del PCR y el reporter

fluoresce.

Hairpin probes (Molecular Beacons).
Estas sondas poseen secuencias repetidas invertidas (ITR) en sus extremos 57y
3’. Este disefio permite que se forme una estructura de horquilla conocida como
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(hairpin) por complementariedad de las dos regiones ITR, en ausencia de la
secuencia blanco. La secuencia interna de la sonda es complementaria al blanco,
dirigiendo asi la hibridacion especifica, resultando en una eficiente separacién del

guencher y del reportero y la consecuente emision de este ultimo. (fig10).

MOLECULAR BEACON Sonda
(@) o ,
MOLECULAR BEACON 5 3
HEBRIDO ‘ l
3 4
Becueticia blanco
“BLAICO
{b) " b
Prirnas 5 Sonda T
W Tag
pol
0 5
Poseeura esiructura de hairpin 3 )
Talo: o el ¢ producta d amplificacitn esté Secuencia blanco
oomplementariedad de sus , 1 sonda se uae esponténesm ente
extremos 573 doadz estén 2 su blanco, groduends w cambio fotoctot o tepottero O
uhicadosel epodens 7l quzcher conform acicas! que aleja ol reportero del | :
Looy: secuenia compleenbsiadl quecher permitiendo la fluorescencia. fotocromo quenr:her .
producty de amplificacitn de! gen blanco
¢ quercher O

Fig. 10 Molecular Beacon.

Entre sus ventajas estan el que son mas especificas que las sondas TagMan
deben tener un cambio conformacional para hibridar con el blanco, permiten
distinguir dos secuencias blanco muy similares entre si y que se pueden combinar
varias Molecular Beacons en una Unica reaccidon empleando diferentes
compuestos fluorescentes para identificar secuencias blanco especificas distintas
(Multiplex PCR). Una desventaja de esta técnica de deteccidn es que requiere de

un riguroso disefio de las regiones tallo y asa de la horquilla.?*

Sondas de hibridacién (Hybridization probes).

El disefio implica el uso de dos secuencias de oligonucleétidos especificos como
sondas, cada una marcada con un fluoroforo diferente, cominmente, el extremo
3’de la sonda donadora con fluoresceina y el extremo 5°de la sonda aceptor con
LC Red 640 o LC Red 705. Las dos sondas estan disefiadas para hibridar en sus

blancos especificos en un arreglo cabeza-cola que permite que ambos fluor6foros
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estén en estrecha proximidad entre si. Asi, la transferencia de energia de

resonancia solo ocurre cuando ambas sondas se hibridan al blanco muy proximas

entre si, siendo la distancia 6ptima de 1 a 5 bases entre las sondas. (Figl11).

(a) @
3’4.5’ * 5

Sonda aceptora marcacka Sonda donadora marcada

()
Frimer 1
3" 57
= 3
Cadena Dlanco
3 57
Cadena complemeantaria
5. — 3
Primer 2

- Sonda marcada con LT Red G440

CJ‘ Sonda marcada con fluoresceina

Fig. 11 sondas de hibridacion.

a) Sondas de oligonucleotidos de secuencia especifica, marcadas
con diferentes fluoroforos.
Las dos sondas hibridan con sus blancos especificos en un
arreglo cabeza-cola permitindo que los dos fluoroforos estén

estrechamente proximos.

b) La transferencia de la energia de resonancia de fluorescencia
solo ocurre cuando ambas sondas estan hibridadas y muy

proximas entre si (distancia 6ptima entre 1 y 5 bases entre las

sondas).
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Fig. 12 proceso de las sondas de hibridacion.

Scorpions.

Estos son primers de PCR con una cola tallo y asa llamados ("Stem-Loop") que
contiene un fluoréforo y un quencher. La estructura de tallo y asa es separada de
la secuencia de del primer de PCR por una modificacion quimica que evita que se

copie la secuencia de tallo y asa del scorpion.(fig13).

Loop
Loop Blocker Sequence
Sequence
Internal
Stem \ e/lfen(hm' 5' Reporter
Sequence l‘-' ‘*,,‘
Internal ‘\9 R
P Quencher e
R O '
‘9( PCR Primer PCR Primer - ,
5" Reporter ‘ Newly Synthesized
DNA Strand
Blocker  Target DNA Complementary Sequence

Fig. 13 a)Extincién de la fluorescencia. b) Emision de la fluorescencia.

Durante la PCR, los primers de scorpions se amplifican para formar productos de
PCR. En la etapa apropiada del ciclo de PCR (la fase de alineamiento), la

secuencia de la sonda en la cola del Scorpion se enrosca para hibridarse a la
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secuencia blanco en el producto de PCR. Como la cola del scorpion y del producto
de PCR es ahora parte de la misma hebra de DNA, la interaccibn es
intermolecular. La secuencia blanco se elige tipicamente para estar 3 bases dentro

del extremo 3' del primer scorpion. (Fig 14).
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\ E/ ., O - / ——

Hezal o danature

Q@ . e
o
]
ool and
anveal plmers
N 7
L]
l\“‘. _ Exténagicn phase IIl\".' '/I
s ' H
@@ s @@~y
— =

(L1
Hest b
daralure

(=)
s P ool ard datect lucrescence
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Fig 14. Esquema de procedimiento de los scorpions.
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Cuantificacion.

La capacidad de monitorear el progreso en tiempo real de la PCR revolucioné
totalmente la manera de cuantificacion basada en la PCR de DNA y de RNA. Las
reacciones son caracterizadas en el momento en el que la amplificacion de un
producto de PCR se detecta después de un numero fijo de ciclos. Cuanto mas alto
es el numero de copias del blanco, mas pronto se observa el aumento significativo

en la fluorescencia.

En la siguiente grafica se muestra un diagrama representativo de la amplificacion.
Un diagrama de amplificacion es una grafica de la sefial de la fluorescencia contra
el nimero de ciclos. En los ciclos iniciales de PCR, hay un pequefio cambio en
sefal de fluorescencia. Esto define la linea de fondo para el diagrama de la
amplificacion. Un aumento en fluorescencia sobre la linea de fondo indica la

deteccion del producto acumulado de PCR.*

Diagrama de amplificacion

Z 799 ' v rm—

TEIF 4 ob-dbaod

z 567

2580 bt
PR RE AR REERILE
1]@3-;-_.. bild

1.361 44

T E 87911 14 17 20 23 2C 20 52 38 10 40 44 47 =0

CICLO

Rn (FLUORESCENCIA MORMALIZADAY

Maquinas para PCR en tiempo real.
Hay muchas maquinas para PCR en tiempo real disponibles. Podemos encontrar
ICycler® de BioRad. La tapa se desliza para acomodar las muestras en una placa

de formato 96-pozos (96-well). Esto significa que podemos mirar varias muestras
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simultaneamente. La maquina contiene una camara fotogréfica sensible que
supervisa la fluorescencia en cada pozo de la placa en intervalos frecuentes

durante la reaccion de PCR.(fig15).

Fig. 15 ICycler de BioRad

3

3. Intensificador  >- Detector ced

350,000 pixeles
1. Lampara 4

tle Tungsteno :
2h. Filtros de

e emision
e e
e o
2a. Filtros de
excitacion 4. Plato para
muestras

Fig.
16 Representacion de un sistema de deteccion éptico.
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Fig 17. El software muestra una representacion de una placa con 96 pozos, donde se pueden
identificar facil y rapidamente los estandares y las muestras no conocidas, después de una corrida
de PCR el numero inicial de copias se observa para cada una de las muestras en el pozo.

Otro sistema es el LightCycler de Roche, se basa en el empleo de capilares de
vidrio para la contencion de las muestras, y en un mecanismo de giro, similar a
una centrifuga, denominado carrusel. El calentamiento y el enfriamiento se llevan
a cabo mediante un sistema de aire. Todo ello tiene ventajas e inconvenientes. La
principal ventaja es la rapidez, que permite obtener resultados, en muchos casos,
en menos de 1 hora. Sin embargo, presenta un alto costo, ya que los capilares y
otros materiales son especificos para este sistema, y bastante caros. Ademas, los
protocolos de tiempos y temperaturas no son intercambiables con otros sistemas

de PCR cuantitativa, lo que requiere de nuevas optimizaciones.
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Fig.18 LightCycler de Roche.

Ventajas del Tiempo Real

La determinacion de valores de Ct siguiendo la cinética en tiempo real de PCR
elimina la necesidad de un competidor que debe de ser amplificado con el blanco.
La cuantificacion se puede realizar por el método mas basico que es preparar una
curva estandar y determinar cantidad desconocida por comparacion con curva
estandar. Comparado a las medidas del punto final, el uso de los valores de Ct
también amplia la gama dinamica de la cuantificacion porque los datos se colectan

para cada ciclo de PCR.

La PCR en tiempo real permite una amplificacién confiable con alta especificidad y
sensibilidad. ElI producto de PCR se cuantifica en cada ciclo. Hay una alta

correlacién entre la sefial (Ct) y la cantidad de blanco.

Con esta técnica se tiene alta precision y exactitud. También hay la posibilidad de
PCR mudltiplex. No requiere de analisis posterior a la PCR (electroforesis,etc.).
Esto reduce la posibilidad de contaminacion y elimina fuentes potenciales de error.
Se puede realizar un mayor numero de reacciones por dia. El sistema a “tubo
cerrado” sirve como control de contaminacion. Existe un amplio rango de

aplicacion. El disefio de primers y sondas tiene que ser mas exigente.®
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10.3 long pcr.

Para llevar a cabo esta técnica de manera eficiente es necesario el uso de dos
polimerasas: una polimerasa principal en la reaccién que no tenga actividad de
proofreading (correccion de pruebas), y una polimerasa que posea una actividad
exonucleasa 3’-5’, que esté presente en una concentracion mas baja. La eficiencia
disminuye drasticamente cuando se incorporan las bases incorrectas. La actividad
exonucleasa 3'-5’ elimina estos errores en las bases y hace que la reaccién
posterior proceda. Por lo tanto, la amplificacion de fragmentos largos de DNA

puede llevarse a cabo. (fig 19).

¢ Inhibicion de la extension por la incorporacion

5. GATCTE de hases incorrectas
S CTAGATCGGA T v a s 5

l @
\-55 j?;k; 'If(j:‘{“-':‘-ﬂ' ..... . » Eliminacion de las bases incorrectas por la
ﬂ ) I. i ' actividad exonucleasa 3'-5°

A

5 a0 GATCT /‘é- 3
Tt CTAGATCGGAT Y #8915 ¢ Incorporaciin de las hases correctas
Banan G CTA ——
T amun “#lGlThGGAT SIIRL b Continuacion de la extension

Fig.19 procedimiento de Long PCR.

10.3.1 Programa genérico para Long PCR para el Perkin EImer 9600.

1. Inicial desnaturalizando a 94°C durante 10-15 segundos.
Ciclos 1-15 94°C 10 segundos, 68°C por n minutos (15 veces)
3. Ciclos 16-30 94°C, 10 segundos, 68°C por n minutos +15 segundos/ciclo

(15 veces).
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Fig.20 Perkin EImer 9600

Los 15 segundos por ciclo para los ciclos 16-30 puede ser necesaria para

fragmentos mas largos (20 Kb).

10.3.2 Hot Start.
Se puede utilizar el método de hot start para hacer una Long PCR. La reaccion se

divide en dos partes:

- una fraccion de templado/primer que es 3/4 o 4/5 del volumen de la reaccion, -

una fraccion de la polimerasa que constituye el resto.

- Cada fraccion contiene la misma concentracion de buffer. La fraccion de la
polimerasa contiene solamente la polimerasa, el buffer y agua; el resto de los
componentes se incluyen en la fraccién de templado/primer. Se pone la fraccién
de templado/primer en el tubo y se calienta en la maquina de PCR a 94°C por 10
segundos, para desnaturalizar. Después se agrega la fraccion de la polimerasa

durante el primer paso de alineamiento y extension.

10.4 PCRin situ

La hibridacién in situ (ISH) ha demostrado ser una herramienta molecular muy
importante en diagnostico y la investigacion y ha avanzado perceptiblemente el
estudio de la estructura y de la expresion del gen a nivel de células individuales.

Sin embargo, la utilidad de ISH es limitada por la sensibilidad de cerca de 20
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copias del mRNA por la célula, un obstaculo de la deteccidon que pueda ahora ser
superado gracias a las nuevas tecnologias.

En afios recientes, las estrategias para mejorar los limites de deteccidon en
estudios de ISH han incluido protocolos que amplifican la deteccion de la sefial, o
incrementando la cantidad de sondas de hibridaciéon usando cocteles del
oligonucledtido o multiples sondas de cRNA. Una tercera estrategia que emplea la
PCR es la amplificacion basada en las secuencias de nucleétidos del blanco. Esta
estrategia fue desarrollada independientemente por varios laboratorios en 1980.%

10.4.1 Principios y métodos.

Los aspectos importantes para la PCR in situ incluyen la fijacion y la

permeabilizacion durante la preparacion de la muestra, un mecanismo para
ciclacion y el material celular en la solucién o en laminillas de cristal Antes de
llevar a cabo la PCR in situ, las células o las muestras del tejido fino son fijadas y
permeabilizadas para preservar la morfologia y permitir el acceso de los reactivos

de PCR a las secuencias intracelulares que se quieren amplificar.

La amplificacion de PCR de las secuencias blanco se realiza después en las
células intactas en tubos micro-Eppendorf o directamente en preparaciones cito

centrifugadas o secciones del tejido fino en laminillas de cristal. (fig. 17)

PGR Zrsity en laminillas de cristal

-

Hectroforesis en
yel de ayarosa

l

Southem blot

PCR in sifu

~

8,

Preparacidnes
vitocentrifuyadas

Hibwidacidn in situ

biclado érmico

Lavado

Fiacidn

P

Permeabilizacidn

e

Primers, nucledtidos,
DNApolimerasa

Fig. 21 fijacién y permeabilizacion de muestras.
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Las células en la mezcla de reaccion de PCR son termocicladas en tubos micro-
Eppendorf usando cicladores convencionales de bloque. Después de la PCR las
células son cito centrifugadas sobre las laminillas de cristal con la visualizacion de
los productos intracelulares de PCR por ISH o inmuno- histoquimica. La PCR in
situ en las laminillas de cristal es realizada sobre -poniendo las muestras con la
mezcla de PCR debajo de una tira que se sella con cera o aceite mineral para
prevenir la evaporacion de la mezcla de reaccion. Un ciclo térmico se completa
poniendo las laminillas de cristal sobre los bloques de calentamiento de un
termociclador convencional o disefiado especialmente o usando hornos que

completan un ciclo térmico.?*

La deteccion de los productos de PCR intracelular se realiza por dos técnicas

diferentes:

1) Indirectamente por ISH con sondas especificas para el producto de PCR
(PCR in situ indirecto)

2) Sin ISH con la deteccion directa de los nucledtidos etiquetados
(digoxigenina-11-dUTP, fluoresceina-dUTP, 3H-CTP o biotina-16-dUTP)

gue se han incorporado en los productos de PCR (PCR in situ directa)

Existen otras variantes de PCR que son usadas para diferentes fines como son:

10.5 Multiplex pcr.

Es una PCR en la cual hay mdultiples pares de primers (hasta 8) lo que da una
serie de productos. Estos pueden verse como multiples bandas en un gel de
azarosa. Se usa frecuentemente en diagndstico médico. Ahorra templado, tiempo

y gastos. Requiere una cuidadosa optimizacion.?
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10.6 Nested PCR.

Consiste en dos procesos de amplificacion sucesivos, de forma que en la segunda
PCR se utilizan unos primers contenidos en la secuencia amplificada en la primera
reacciéon. Es decir, el producto de amplificaciéon de la primera PCR es el molde de
la segunda. Se aplica cuando se quiere mejorar la sensibilidad y especificidad de
la técnica, especialmente en el caso de muestras de baja calidad o con un

pequefio nimero de copias de la secuencia a amplificar.*

A veces 1 ronda de PCR no da un producto Unico a partir de un templado
complejo, apareciendo un barrido. Se puede resolver utilizando un segundo par de
primers que hibriden un poco mas internamente que los primeros. Se obtiene un
producto Unico porque solo el fragmento correcto de ADN posee los sitios

correctos de hibridizaciéon para el segundo par de primers.(fig 22)

Nested PCR

1lera PCR

2cla PCR
—

ADM especifico

Fig. 22 nested PCR.

11. VARIACIONES DE LA PCR BASICA

1. PCR especifica de alelo: esta técnica de diagnostico o clonacién es
usada para identificar o utilizar los polimorfismos de una sola
base(SNPs).
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2. PCR "assembly": consiste en la sintesis artificial de largas secuencias
de ADN, realizando para ello la PCR en un fondo de oligonucle6tidos
largos con secuencias solapantes cortas.

3. PCR asimétrica: es usada para amplificar preferentemente una cadena
del ADN original con respecto a la otra.

4. PCR de colonia: mediante esta técnica, colonias de
bacterias Escherichia coli pueden ser rapidamente examinadas para
construcciones viables de vectores de ADN.

5. Amplificacion dependiente de helicasa: esta técnica es muy parecida a
la PCR convencional, pero en ella se emplea la enzima helicasa y una
temperatura constante en lugar de la polimerasa de ADN y los ciclos
repetidos de desnaturalizacién-extension.

6. PCR hot-start: esta técnica reduce la amplificacion inespecifica durante
las etapas iniciales de la PCR.

7. PCR especifica de intersecuencia (ISSR): se trata de un método de
PCR para su uso en huella genética, que amplifica regiones entre
repeticiones de secuencia simple para producir una huella genética
unica de longitudes de fragmento amplificadas.

8. PCR inversa: es un método usado para poder realizar la PCR cuando
s6lo es conocida una secuencia interna. Muy til en la identificacion de
secuencias que flanquean insertos genémicos.

9. PCR mediada por ligacion: este método usa pequefios linkers de ADN
ligados al ADN de interés y multiples cebadores hibridando estos linkers.

10.PCR  especifica de  metilacion (MSP): se usa para
detectar metilaciones en islas CpG de ADN gendmico.

11. Amplificaciéon Mudltiple Dependiente de Sonda (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification o MLPA): permite amplificar varias
secuencias objetivo con un unico par de cebadores, evitando asi las

limitaciones de resolucién de la PCR multiplex.
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12.PCR cuantitativa: se usa para medir la cantidad de un producto de PCR
(preferentemente en tiempo real).

13.PCR-TAIL: la PCR termal de entrelazado asimétrico es usada para
aislar una secuencia desconocida que flanquea una secuencia
conocida.

14.PCR touchdown: se trata de una variante de la PCR que se emplea
cuando se desconoce la secuencia exacta de los extremos de la
secuencia a amplificar, de modo que se asume que puede existir alguna
base desapareada en el alineamiento cebador-secuencia. Su finalidad
es reducir el fondo no especifico bajando gradualmente la temperatura
de hibridacion a lo largo del progreso de la PCR.

15.PAN-AC: este método usa condiciones isotermas para la amplificacion,

y puede ser usado en células vivas.

12. APLICACIONES Y USOS DE LA PCR.

12.1 Virus del papiloma humano.

La historia natural de esta enfermedad implica la progresion gradual por etapas
intraepiteliales preinvasoras (neoplasias intraepiteliales-NIE-I, 1l y Ill) o carcinoma
in situ (CIS), de acuerdo a la proporcion del grosor del epitelio cervical
comprometido.?®?” La prevalencia global de estas lesiones preinvasoras es de 10
a 15%. Las edades de maxima prevalencia son entre los 15 y 30 afios para la NIE
I, 30 a 34 afios para NIE Il, y 35 a 49 para NIE lll. La tasa de progresion de la
neoplasia intraepitelial cervical se encuentra entre el 6% y el 34%*®*%,

explicandole la amplitud de este rango por las condiciones de diferentes paises,
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distintas estrategias de deteccion precoz en distintas poblaciones, diferentes

medios socioculturales y distintos estandares de atencion sanitaria.

Segun distintos estudios, la NIE | regresa en cerca del 70% de los casos®**,
mostrando en cambio la NIE Ill una tasa de progresion a carcinoma invasor de
hasta 70% y una tasa de regresion de 32%*. La NIE Il muestra tasas de
progresion a CIS o neoplasia mas severa de 25%, siendo su riesgo relativo de
progresion a CIS de 4,2 y a neoplasia mas severa de 2,5%. Debido a estos
diferentes comportamientos evolutivos, se considera al NIE | como NIE de bajo
grado y a las NIE Il y Il como de alto grado.

La etiopatogenia de esta enfermedad ha podido ser investigada en forma detallada
gracias a avances en biologia celular, molecular e inmunologia. Estos avances
han permitido conocer el rol del virus papiloma humano en el desarrollo de
lesiones premalignas y malignas del cuello uterino y han tenido importantes
implicancias en la metodologia de screening, diagndéstico y tratamiento de esta

enfermedad®.

12.1.2 Infeccidn por virus papiloma y cancer cervicouterino.

Los virus papiloma son un género de virus agrupados juntos por su
tumorigenicidad y homogeneidad de DNA, que afectan a vertebrados. Actualmente
se conocen mas de 70 tipos de virus papiloma humanos (HPV), mostrando cada
tipo un tropismo particular por sitios anatomicos especificos, siendo comunes las
infecciones de piel y de mucosas del tracto oral, respiratorio y anogenital®. La
International Agency for Research on Cancer (IARC) de la OMS los clasifica como
“carcinogénicos” (tipos 16 y 18), “probablemente carcinogénicos” (tipos 31y 33), y

“posiblemente carcinogénicos” (otros excepto 6 y 11)%*.
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Se ha encontrado una fuerte asociacion entre infeccion anogenital por VPH vy

desarrollo de neoplasia cervical intraepitelial y cancer cervicouterino invasor.

Desde el punto de vista gendémico, el DNA del HPV se divide funcionalmente en 2
tipos de genes: los tempranos (E), y los tardios (L). Los tempranos son
responsables de la replicacion del DNA, regulaciéon transcripcional, y
transformacion del DNA de la célula infectada.

Los genes tardios codifican las proteinas de la capside viral. Los productos de los
genes tempranos actian como oncoproteinas. Estas, expresadas en todos los
tumores, inactivan a los productos génicos celulares supresores de tumores p53 y
pRb, causando proliferacion celular descontrolada®*. En los canceres
cervicouterinos asociados con VPH frecuentemente se encuentra una pérdida o
disminucién de la expresion alélica de las criticas moléculas clase | del complejo
mayor de histocompatibilidad, que estan intimamente involucradas en el
reconocimiento y presentacion de antigenos de superficie. Su regulacion causada
por el VPH podria explicar por qué algunos canceres escapan a la vigilancia

inmunoldgica mediada por células.*

La infeccion por VPH clinica y subclinica es la enfermedad de transmisién sexual
(ETS) mas comun actualmente. La infeccién asintomatica del cuello uterino por
VPH se detecta en el 5 a 40% de las mujeres en edad reproductiva . La infeccion
por VPH es un fendbmeno transitorio o intermitente; sélo a una pequefia proporcion
de mujeres positivas para un determinado tipo de VPH se encuentra el mismo, en

especimenes posteriores.*

El riesgo de NIE subsecuente es proporcional al nUmero de especimenes positivos
para VPH, lo que sugiere que el desarrollo carcinogénico resulta de infecciones
persistentes. Actualmente esta bien establecido que el principal factor causa de

cancer cervicouterino es la infeccion por VPH. La mayoria de la investigacion

62



<=i

, -
ARIO PERNANDO CASTILLO LOPE: [N

1904

epidemioldgica de los afios recientes se ha focalizado en la comprensién del rol de
factores de riesgo que influirdn en la adquisicion de infeccién persistente por tipos
oncogénicos de VPH, o el de factores coexistentes que mediarian la progresion en

el continuo de los grados de lesién. Entre éstos tenemos: tabaquismo,
polimorfismo del HLA o del gen p53, uso de anticonceptivos orales, paridad, otras
ETS, y déficit nutricionales.

El riesgo relativo de la asociacion entre infeccion por VPH y neoplasia
cervicouterina es de alta magnitud, en el rango de 20 a 70. Este rango es mayor
gue para la asociacion entre tabaquismo y cancer pulmonar y es comparable
solamente al de la asociacion entre hepatitis B cronica y cancer hepatico,
relaciones causales que son indiscutibles. Evidencia reciente usando meticulosos
tests con reaccion de cadena de polimerasa en una gran coleccién de
especimenes de cancer cervicouterino ha mostrado que el DNA del VPH esta
presente en el 99,7% de los casos****. Este hallazgo indica que la infeccién por
VPH podria constituir una causa necesaria de neoplasia cervicouterina, evidencia

con obvias implicaciones para la prevencion primaria y secundaria.

12.1.3 Screening citoldgico.

Pese a su éxito, la citologia tiene limitaciones importantes, siendo los falsos
negativos la principal (cerca de la mitad de los frotis son falsos negativos); cerca
de un tercio de ellos atribuibles a errores en su interpretacién y dos tercios a la

toma de muestra y preparacion de la placa®.

La terminologia recomendada actualmente para reportar los resultados de la
citologia cervical el sistema de Bethesda— considera la informacién referente a

VPH como parte de los criterios citolégicos para definir los grados de lesion.
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Ademas, se ha creado una nueva categoria de lesiones borderline: células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS). Estos cambios han

resultado en un aumento proporcional de lesiones de bajo grado (LSIL), las que,
combinadas con ASCUS dan cuenta de hasta el 30% de los frotis*. En el
seguimiento, la mayoria de estas anomalias regresan a normal, y en algunos
casos constituyen lesiones de bajo grado persistentes o lesion intraepitelial
escamosa de alto grado (HSIL) oculta (20% de las de bajo grado y 10% de las

ASCUS)2.

12.1.4 Investigacion actual y futura.

El reconocimiento de que la infeccion por VPH es la causa central de neoplasia
cervicouterina ha creado nuevos frentes en la prevencion primaria y secundaria de
la enfermedad. Mediante la prevencion y control de la infeccién genital por VPH se
podria lograr la prevencion primaria del cancer cervicouterino. La prevencion de la
infeccion genital por VPH se podria conseguir con estrategias de promocion de la
salud dirigidas a un cambio en el comportamiento sexual teniendo como blanco

todas las ETS de significado en salud publica®.

La vacunaciéon contra VPH podria tener gran valor en paises en desarrollo, en los
cuales ocurre el 80% de los nuevos casos de cancer cervicouterino mundiales
anuales, y donde los programas de screening con PAP han sido inefectivos por
largo tiempo. Actualmente estan en desarrollo dos principales tipos de vacunas:
profilacticas para prevenir la infeccién por VPH y consecuentemente los diversos
tipos de enfermedades asociadas al virus, y terapéuticas para inducir la regresion

de lesiones precancerosas o la remision de cancer cervical avanzado.
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Se ha encontrado que particulas virus-like libres de DNA sintetizadas por auto
ensamblaje de proteinas de fusion del antigeno mayor de cépside viral L1 inducen
una fuerte respuesta inmune humoral con anticuerpos neutralizantes®. Asi, estas
particulas virus-like son los mejores inmundgenos candidatos para estudios de
vacunas para VPH. La proteccién parece ser tipo especifica, o que requeriria
desarrollar particulas virus-like para varios tipos oncogénicos. Se estan evaluando
tales vacunas en estudios fase | y Il en diferentes poblaciones. Se ha reportado
también que la inyeccion de fragmentos peptidicos de genes tempranos en ratas
inducen respuesta inmune celular protectora contra la formacién de tumores. La
estimulacion de la respuesta inmune mediada por células es una estrategia

terapéutica atractiva para inducir rechazo tumoral y regresion tumoral.

También se ha encontrado utilidad de la determinacion de RNAm y DNA de HPV
en pacientes con cancer cervicouterino por su asociacion con el prondstico de la
enfermedad *°®, y de la determinacion de anticuerpos contra VPH en pacientes

con cancer cervicouterino como predictores de sobrevida®.

Con la progresiva revelacion de los mecanismos celulares y moleculares
responsables de la carcinogénesis y su relacion con la infeccion por virus
papiloma humano, se haradn realidad estrategias dirigidas a prevencion y
tratamiento de la enfermedad basadas en regulacion génica o de expresion
proteica o modificacién de la respuesta inmune humoral o celular para conseguir

prevencion de la enfermedad, y rechazo de tumores®.

Estudios en curso de la epidemiologia de la persistencia viral podran ayudar a
establecer la utilidad del test de VPH como herramienta de screening para cancer

cervicouterino. Las prioridades en la investigacion en VPH debieran relacionarse
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con: refinamiento de los métodos diagndsticos; definicidn precisa de la incidencia
de VPH en la poblacion; estudio de los riesgos asociados con ciertos genotipos de
VPH para progresion de céncer; identificacion de factores coexistentes que

influirdn en la transmisién de VPH y en su rol carcinogénico.

Hasta el momento se han logrado identificar mas de doscientos tipos virales
clasificados segun la homologia de sus genomas, y de acuerdo al riesgo de
transformacion maligna de la siguiente forma: bajo riesgo: 6, 11, 32, 42, 43, 44, 54
y 81, riesgo intermedio: 50, 51, 52, 53, 58 y 83, y alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 34,
35, 39, 45, 56, 59, 66, 68 y 70. Estos tipos virales son los mas comunes en
lesiones cervicales y han sido utilizados como sondas para el diagnéstico

molecular.

En la actualidad no existe un ensayo serolégico confiable que permita
diagnosticar la infeccion por VPH y el desarrollo de este ensayo tiene que
enfrentar graves obstaculos. En primer lugar, el poco conocimiento que se tiene
sobre los mecanismos de respuesta inmune del huésped a la infeccion y la
evasion de esta respuesta por parte del virus. En segundo lugar, el hecho de no
poder disponer de una proteina viral suficientemente antigénica en cantidades
abundantes para desarrollar el ensayo; y por ultimo la incapacidad de poder
cultivar el virus in vitro, debido a que éste sélo prolifera en células diferenciadas
permisivas y éstas no pueden mantenerse en cultivo. Puesto que el VPH se
considera el agente etiologico del cancer cervical, y se ha establecido como el
principal factor de riesgo en el desarrollo de esta enfermedad, surge la necesidad
de disponer de ensayos que permitan el diagndstico temprano de la infeccion por
VPH?,

Las técnicas moleculares son sumamente sensibles y especificas, sin embargo,

en los programas de despistaje, estas técnicas no se aplican debido a los altos
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costos de las mismas y a la carencia de un tratamiento eficaz para eliminar la
infeccién o incluso prevenirla; la Unica opcion es la vigilancia intensificada para la

portadora de VPH de alto riesgo®.

En la actualidad, dos ensayos moleculares son utilizados para el diagnéstico y la
tipificacion de VPH: el test de captura de hibridos (Hybrid Capture, Digene
Diagnostics, INC. Silver Spring, Maryland, EE.UU) aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration), y la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Esta ultima se
ha desarrollado utilizando varios oligos iniciadores consenso con sensibilidades
variables, y debe acomparfarse de otra técnica de analisis que permita la
tipificacion del virus, como por ejemplo, la hibridacién con sondas tipo especificas,

analisis de secuencia o analisis de restriccion?.

La PCR es una técnica molecular poderosa, muy especifica y sensible, capaz de
detectar entre 10 y 200 copias de genoma viral por muestra, aunque es muy
laboriosa y relativamente costosa, comparada con la tincion PAP. La técnica PCR-
RFLP fue desarrollada para el diagnostico vy la tipificacion de mas de treinta tipos
de VPH.

El método primario para la deteccion de VPH es la citologia PAP, y desde su
inclusion, esta metodologia ha ayudado a reducir la incidencia del cancer cervical
en las naciones desarrolladas®. A pesar de esto, la citologia PAP tiene sus
limitaciones; algunos estudios tipo meta-andlisis indican que tiene una sensibilidad
promedio del 51 % y una especificidad del 98 %, frente a la colposcopia o el
analisis histolégico de biopsias; es entonces, su alta tasa de falsos negativos su
limitaciébn mas importante®®. Un tercio de los diagndsticos falsos-negativos se
pueden atribuir a errores en la interpretacion de la lamina y los otros dos tercios a

la calidad de la preparacion de la misma.
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Las técnicas moleculares mas utilizadas para la deteccion de VPH son el test de
captura de hibridos y la PCR. La PCR se ha utilizado en el campo del diagndstico
desde sus inicios. Esta técnica es capaz de detectar el ADN diana mediante la
utilizacion de oligonucledtidos iniciadores que complementan de forma especifica
con las regiones flanqueantes del ADN a amplificar®. Mediante ciclos sucesivos de
desnaturalizacién, anclaje y extension, el ADN es amplificado muchas veces hasta
obtener una sefial facilmente visible en geles de agarosa tefiidos con bromuro de
etidio. Puesto que el anclaje de los oligos es especifica, la sefial se obtiene si el
ADN diana esta presente en la muestra.

Las técnicas moleculares poseen una alta sensibilidad y especificidad.””®* En
estudios recientes, se ha comprobado que la sensibilidad de la citologia frente a la
prueba mole-cular PCR fue de 68% y su especificidad de 43,9 %, se observa que
estos valores son diferentes a los obtenidos cuando la citologia se compara con el
analisis histopatolégico, la especificidad es baja, sin embargo, su sensibilidad se
ve incrementada en comparacion con la obtenida frente al analisis histopatoldgico;
esto se explica cuando queda establecido que la PCR es una prueba para detectar
presencia de VPH, mientras que el analisis histopatologico busca determinar la

presencia de lesiones mas alla de si éstas se encuentran asociadas o no al VPH.

En pruebas y experimentos de laboratorio se ha encontrado que la PCR tendria
una mayor sensibilidad comparada con la captura de hibridos y aun cuando su
realizacion y ejecucion requiera de un personal especializado y un tiempo de
procesamiento mas largo, es capaz de identificar el tipo viral infectante,

distinguiendo entre mas de 30 subtipos diferentes.

La infeccion productiva genera numerosas particulas virales facilmente
detectables por la PCR, generalmente ocurre en lesiones de bajo grado, mientras

gue en estado de latencia el virus no se replica activamente permaneciendo en las
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células infectadas en una copia en estado episomal o integrada a un cromosoma
del genoma celular, en ambos casos no hay replicacion del genoma viral, esto
puede ocurrir en lesiones de alto grado. El estado de latencia afecta la sensibilidad
de la PCR, sobre todo si la muestra fue tomada de una zona donde las células

portadoras son escasas 0 estan ausentes.

La técnica de PCR-RFLP tiene la caracteristica de poder determinar mas de 30
genotipos virales ano genitales con una Unica reaccion de amplificacion y ésta es
su mayor ventaja frente las metodologias que emplean primers especificos, pero
su mayor desventaja es justamente no poder definir en ciertos casos los genotipos
asociados cuando se presentan infecciones mixtas que frecuentemente producen
patrones de restriccion confusos. En estos casos se puede optar por otras
metodologias moleculares de identificacion como son la PCR con posterior

hibridacion por dot blot, PCR con primers especificos, o la secuenciacion.

12.2 VIH.
12.2.1 Generalidades

No existe ninguna manifestacion clinica que sea caracteristica de la infeccién
VIH o del SIDA y, aunque la presencia de alguna de ellas pueda sugerir en un
contexto determinado la presencia de la infeccion, no es posible establecer un
diagndstico clinico de la enfermedad por lo que éste solo se puede establecer
de un modo definitivo por técnicas de laboratorio. Por medio de ellas es posible
detectar al propio virus o algunos de sus componentes, como proteinas y acidos
nucleicos (métodos directos, ya sea mediante cultivo virico, deteccién de
antigeno viral o la amplificacion de una parte del material genético del virus, por
ejemplo por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), bDNA (ADN

ramificado).
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Sin embargo la practica habitual es detectar los anticuerpos especificos que el
organismo produce como respuesta a la presencia del virus (métodos
indirectos) y la mayoria de las técnicas empleadas se basan en el
enzimoinmunoanalisis (método ELISA o EIA.) para las pruebas masivas de

cribado o en los inmunoblots para las pruebas de confirmacion.

Por lo tanto en la mayoria de los casos la seropositividad frente al VIH se
detecta a partir de una extraccion sanguinea del sujeto con la que se realiza la

determinacidn de anticuerpos anti-VIH por alguna técnica seroldgica.

Después de la exposicion al VIH cerca de la mitad de los pacientes que se
infectan desarrollan en las primeras semanas de infecciéon (10-30 dias) un
cuadro pseudogripal que se conoce como sindrome retroviral agudo y que
corresponde a las manifestaciones clinicas de la primo infeccién. Aunque
después de la infeccién el primer marcador serolégico que se detecta en
algunos pacientes es al antigeno p24, algunas semanas después aparecen los
anticuerpos que se dirigen frente al VIH y se pueden detectar por las técnicas
de cribado actuales en la mayoria de los pacientes infectados antes de
transcurridos tres meses de la exposicion al virus. Dentro de los 6 meses de la
infeccion por VIH mas del 95% de las personas infectadas presentan
seroconversion (paso de seronegatividad a seropositividad) por estas técnicas.
Sin embargo el tiempo que transcurre entre la infeccion y la deteccion de la
seropositividad, que también se denomina ‘periodo ventana’, es variable de
unos sujetos a otros y también dependiente de la via de transmisién por la que
se ha adquirido el VIH; asi se ha visto que los sujetos que se han infectado a
partir de la recepcién de sangre Contaminada por medio de transfusiones
pueden tener anticuerpos detectables en la mayoria de los casos en 3-6

semanas, mientras que los sujetos infectados por via sexual el periodo de
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seroconversion es algo mas largo.

En general las técnicas que son mas sensibles para la deteccién de anticuerpos
dirigidos frente al core del VIH se pueden positivizar antes, al igual que las que
detectan anticuerpos de la clase IgM, si bien este tipo de anticuerpos no son
especificos solamente de la primo infeccibn y pueden aparecer en etapas
ulteriores del desarrollo de la infeccion. De este modo los primeros anticuerpos
gue se suelen positivizar son los anti-p24 y anti-gp160, mientras que el resto de
los anticuerpos van apareciendo de modo progresivo en las Semanas

siguientes.

Con el desarrollo de la infeccion y conforme se acerca la transicion a SIDA
algunos anticuerpos dejan de ser detectables y en casos excepcionales se ha
descrito en adultos la completa negativizacion (serorreversion) si bien los casos
no han sido completamente documentados. También en casos de rapida
evolucion de la infeccion se ha observado que los anticuerpos se han

desarrollado tardiamente.

A diferencia de otras enfermedades infecciosas, en las que la deteccion de
anticuerpos refleja usualmente una exposicién previa al agente patégeno y su
erradicacién en un tiempo pasado, en la infeccién VIH/SIDA la presencia de
anticuerpos expresa un estado de portador del virus, y por consiguiente la
posibilidad de transmitirlo a otros, aun en ausencia de manifestaciones clinicas

de la infeccién.
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12.2.2 El cultivo viral y las pruebas de biologia molecular.

Las pruebas de diagndstico directo de la infeccion VIH proporcionan mayor

certeza que las pruebas indirectas.

El cultivo viral queda restringido a laboratorios especializados y se considera
como la técnica mas especifica para el diagnéstico de la infecciéon VIH aunque
en la actualidad su utilizacién puede quedar relegada a estudios de variabilidad
genética, sensibilidad a antirretrovirales y epidemiologia molecular, ademas de
gue puede ser necesario en el diagnostico de la infeccion en el recién nacido y
en las infecciones silentes. La principal muestra a partir de la que es posible el
aislamiento del VIH-1 la constituye la sangre periférica, especificamente las
células mononucleares que se extraen de ella, linfocitos y monocitos, por
centrifugacion en un gradiente de Ficol. Sin embargo el VIH-1 se ha cultivado a
partir de otros muchos tipos de muestras diferentes (orina, semen, lagrimas,

leche materna, tejidos, etc.).

Es frecuente la realizacion de cocultivos que basicamente consisten en la
aportacion de células mononucleares de sujetos no infectados a los cultivos con
las células a estudio o con liquidos acelulares que podrian contener viriones;
con ello se pretende, ademas de ser una aportacion de nuevas dianas para la
infeccion y replicacion del virus, una interaccion entre estimulos antigénicos. El
medio de cultivo adecuado con la linea celular seleccionada se mantiene en
incubacion durante un mes y el crecimiento del VIH-1 se mide indirectamente
por la deteccién de la antigenemia p24 en el sobrenadante, la actividad de la
transcriptasa inversa o mediante la deteccion de ARN o ADN por técnicas de
amplificacion genética, pero también es posible la determinacion del efecto
citopatico del virus mediante microscopia Optica invertida (dicho efecto se

caracteriza por la presencia de sincitios como resultado de la fusion de al
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menos dos células y que se utiliza para la clasificacion fenotipica de los VIH-1
en inductores y no inductores de sincitios) o de particulas virales por

microscopia electronica.

La deteccion de material genético del VIH puede hacerse a partir de moléculas
de ADN o de ARN que ofrecen informacion diferente de acuerdo con sus
caracteristicas funcionales. El ADN detectado se trata de ADN proviral presente
en las células infectadas (principalmente en linfocitos T) y dado que las células
se infectan de un modo irreversible es traduccion de la incorporacion del VIH a
los cromosomas de la célula, mientras que el ARN expresaria el grado de la
replicacion viral e indirectamente permite valorar la funcionalidad de las células
infectadas en cuanto a la produccidon de viriones o quiescencia del virus. El
material genético puede recuperarse a partir de células o tejidos y también de

liquidos acelulares que contienen particulas viricas circulantes.

Las pruebas de amplificacion genética permiten la multiplicacion exponencial
(amplificacién) de una zona de ADN simulando in vitro lo que ocasiona la
replicacion viral in vivo. La deteccidn de secuencias de ARN del VIH-1 requiere
gue previamente a la amplificacion el ARN se convierta en ADN lo que se
consigue por una transcripcidn inversa que lleva a cabo una enzima

denominada retro transcriptasa.

Bajo determinadas condiciones la presencia de una cadena de ADN diana
puede permitir la sintesis enzimatica de una cadena de ADN complementaria.
La cadena diana actia como molde de una enzima ADN polimerasa cuando la
doble hélice se desnaturaliza por calor y en presencia de secuencias
complementarias de oligonucledtidos, que actuan como ‘cebadores’,
deoxinucledtidos trifosfatos y ciertos elementos tampén, (como Mg++) que

ayudan a estabilizar el proceso, son capaces de producir multiples copias de la
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cadena original. Para ello es necesario producir una serie de ciclos, en numero
variable, que agrupan tres hechos bésicos que se deben desarrollar a diferentes
temperaturas: desnaturalizacion del ADN diana a 92-96 °C, hibridacién de los
oligonucleétidos a un sitio complementario a 45-72 °C y extension o copia de los
oligonucleétidos a 72 °C por adiccion de los dNTP. Las diferentes aportaciones
de cada uno de los elementos necesarios, las temperaturas y los diferentes
ciclos necesarios asi como su duracion y oscilacion dan lugar a multiples
variantes de la metodologia que pueden conducir a resultados no comparables

y condicionar la sensibilidad y especificidad de la técnica.

Una vez amplificado el material genético se debe detectar y existen también
diferentes procedimientos de deteccion como la electroforesis en gel y
visualizacion con luz ultravioleta tras tincion con bromuro de etidio, la
visualizacion por autorradiografia tras hibridacion con una sonda marcada
radioactivamente, o técnicas de hibridacion con sondas marcadas con biotina o
guimioluminiscentes que se ponen de manifiesto por metodologia similar a los
EIA .

Con la metodologia de la PCR es posible también la cuantificacion tanto de
ADN como de ARN del VIH (carga proviral y carga viral). Asi como la técnica
AMPLICOR MONITOR para VIH-1 es una prueba de amplificacion in vitro de
acidos nucleicos para la cuantificacion del ARN del VIH-1 en plasma humano.
Esta prueba puede utilizarse, junto a los datos clinicos y otros marcadores

analiticos, como un indicador del prondéstico de la enfermedad.

La prueba NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) se fundamenta
en una amplificacion basada en la transcripcion y una deteccion basada en un

método de electroquimioluminiscencia. Cada muestra se procesa con tres
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controles o calibradores internos presentes a concentraciones diferentes (100,
10 y 1) que se diferencian entre si y del ARN amplificado del VIH en 20

nucleodtidos.

La reaccion de RT se lleva a cabo sobre la muestra y los calibradores
mezclados, dando lugar a ADN de doble cadena; toda la amplificacion se realiza
a una misma temperatura (isoterma) y uno de los iniciadores contiene una zona
promotora necesaria para la actuacion de la ARN-polimerasa T7 que sintetiza
ARN a partir de ADNc. La deteccion se basa en la emision de luz por parte de
atomos de rutenio unidos al ARN amplificado, que se cuantifica y extrapola

sobre una recta obtenida a partir de la emision de los calibradores.

En el bDNA (branched DNA o ADN ramificado) el material inicial son los viriones
y no el ARN plasmatico total. A diferencia de las anteriores no utiliza controles
internos para cada muestra sino que se emplean para todas las muestras
procesadas a la vez. El acido nucleico extraido se fija en una microplaca que
contiene sondas especificas y, sobre el ARN que se une, se fijan sondas de
ADN con 15 ramificaciones, a cada una de las cuales se unen 3 sondas
marcadas capaces de emitir luz al afadir un sustrato. Por cada molécula de
ARN se unen cerca de 1.800 moléculas emisoras de luz y los datos se
interpretan en funcidn de las lecturas de los controles, cuya concentracion es
conocida. Las muestras se procesan por duplicado; si sus resultados tienen un

coeficiente de variacion mayor del 30% se desecha el resultado.

Mientras que bDNA y RT-PCR sélo se hacen con plasma, NASBA puede
realizarse con plasma, suero, sangre total, semen, orina o liquido
cefalorraquideo. Existen variantes de todas las pruebas, en versiones
mejoradas, que tienen mayor sensibilidad, es decir son capaces de detectar un

menor namero de copias/ml.
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En la tabla siguiente (tabla 3) se reflejan las causas mas frecuentes de
resultados discordantes entre la PCR y marcadores de anticuerpos especificos.

PCR + en sujetos seronegativos ‘ PCR - en sujetos seropositivos

Periodo ventana de la infeccion Transmision pasiva de anticuerpos
Infeccidn por virus defectivos Error técnico

Infeccion por cepas de virus poco replicativas (Técnicas de baja sensibilidad
Secuencias de otros retrovirus Mutaciones de zonas criticas

Hipogammaglobulinemia Reactividad cruzada en pacientes con lupus

eritematoso, fibrosis quistica o vacuna de la
Contaminacién de laboratorio .
gripe (falsos + de los EIA)

Tabla 3. Resultados entre PCR y Marcadores de anticuerpos especificos.

12.2.3 Falsos-positivos con la PCR.

*Un estudio de capacidad para valorar el rendimiento de la PCR en la deteccién
de ADN libre-de-célula mostré un inquietante alto indice de positividad
inespecifica utilizando los comunmente usados iniciadores (SK 38/38 para el
gag o el gen p24). indices similares de positividad fueron hallados tanto para
especimenes de anticuerpos-negativo como de anticuerpos-positivo (18%
versus 26%).

*De 30 nifios no infectados, 6 tuvieron resultados ocasionales de PCR positiva.

*La PCR realizada en niflos no infectados por debajo de un afio de edad,
mostré 9/113 (9 de 113), 15/145, 13/137, 7/87, y 1/63 nifios con test PCR-
positiva.
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*De 117 nifios no infectados nacidos de madres infectadas por VIH, 6 (5%),

dieron PCR falsos-positivos en sangre umbilical.

*En un estudio de capacidad de la PCR, 54% de los laboratorios involucrados
tuvieron problemas con resultados falso-positivos, 9,3% del total de

especimenes no infectados fueron dados como positivos.

*Uno de 69 anticuerpos-negativo no convertidos, resultd PCR positivo.

*Una persona de alto riesgo fue inicialmente PCR positivo, pero dio negativo al
repetir el test PCR del mismo espécimen por dos laboratorios diferentes.

*El grupo de trabajo de la OMS para la PCR demostr6 altos niveles de

resultados falso-positivos obtenidos en estudios de PCR para el VIH.

*De 327 trabajadores de cuidados sanitarios expuesto al VIH por medio de
pinchazos con agujas hipodérmicas, 4 dieron uno o mas resultados PCR-
positivos y 7 dieron resultados indeterminados. Muestras posteriores dieron
negativo para los 11, y ninguno se convirtio o desarrollé la antigenemia p24,
llegando a la conclusion que tests falso-positivos ocurren incluso bajo las

condiciones mas rigurosas.®

12.3 VIRUS DE EPSTEIN-BARR

El virus Epstein-Barr (EBV) es un Herpes virus humano tipo 4, linfotrépico, en
cuyas células establece su infeccion latente. Se ha demostrado que este virus es
el principal responsable de la Mononucleosis Infecciosa (MI), enfermedad de la

adolescencia y de la infancia. Ademas puede producir ciertas formas de cancer,
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como el Carcinoma de Nasofaringe Indiferenciado (CNI), el Linfoma de Burkitt
Endémico (LBE), o linfomas de células B en pacientes con inmunodeficiencias
adquiridas o congénitas y existe una gran controversia sobre el papel de este virus
como causa de enfermedad crénica, en especialmente en lo que respecta al
Sindrome de Fatiga Crénica (SFC).

12.3.1Estructura.

Como todos los de la familia es un virus grande, encapsulado y con una doble
cadena de DNA. Mide unos 150 nm. Su céapside es icosaédrica con 162
capsomeros y todo el virus esta envuelto por una cubierta con glicoproteinas. El
espacio que existe entre la cubierta y la capside, tegumento, esta lleno de
proteinas y enzimas de origen viral. Es sensible a los acidos, disolventes,
detergentes y desecacion. El genoma esta formado por una doble cadena de DNA
lineal de distinto tamafo. Tiene dos secciones, una larga (UL) y otra corta (UC),
flanqueadas cada una de ellas por dos grupos de repeticiones directas de DNA
(LR) por lo que, a diferencia de otros tipos de virus herpes con grupos de

repeticiones indirectas, solo muestra una configuracion isomérica.
12.3.3 Replicacion.

Los procesos moleculares de replicacion de los herpes virus estan regulados por
factores virales y celulares. De forma esquematica diremos que la sintesis de
proteinas virales se lleva a cabo en tres fases: 1) sintesis inmediata precoz de
proteinas primarias necesarias para la sintesis de &cidos nucleicos y resto de
proteinas virales, 2) sintesis de proteinas especificas y genéma viral y 3) sintesis
tardia de proteinas estructurales y 4) Los factores virales y celulares determinan si

el virus provoca una infeccion litica, persistente o latente.
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12.3.4 Estructura Antigénica

Cuando se produce la infeccion celular comienza la produccién de proteinas
virales. Estas proteinas incluyen los antigenos Tempranos (EA), los de capside
(VCA) y las glicoproteinas de membrana (MA).

12.3.5 Patogenia y Persistencia Viral.

El virus es transmitido mediante saliva infectada y alcanza las células epiteliales
de la orofaringe en donde se replica con produccién de viriones y lisis celular. Las
células B son infectadas a su paso por la orofaringe o el epitelio del espacio
postnasal. El virus utiliza para contactar con la célula una de las proteinas de su
envoltura, gp350, que se une al receptor celular CD21 (el mismo que tiene para el
C3d del complemento). La mayoria de los anticuerpos producidos durante la
infeccion estan dirigidos contra esta proteina y han existido ya intentos para
desarrollar con ella una vacuna frente a esta infeccién. En la fase aguda solo un
reducido numero de células B permite la replicacion viral con expresion de todos
los antigenos virales, la formacion de viriones y en ultimo caso la lisis celular. La
mayoria de ellas expresan solamente un numero limitado de genes y no permiten
en este momento la replicacion viral (Infeccion latente). En algdn momento de esta
fase latente alguna de estas células puede entrar en actividad y permitir un ciclo
completo replicativo. En la fase aguda las células infectadas son controladas por
las NK y los linfocitos T que proliferan en gran cantidad, este aumento celular es el
responsable del aumento de tamafio de los ganglios linfaticos, bazo e higado que
pueden verse en la fase aguda de la infeccién. En la fase de convalecencia y

latencia son estos ultimos el mecanismo mas importante de vigilancia y control.

Las personas inmunocompetentes mantienen el VEB en los linfocitos B como una
infeccion cronica latente la cual le ayuda a sobrevivir y a transmitirse a nuevas

células del huésped. Esta larga convivencia es posible gracias a que el virus

79



<=i

, -
ARIO PERNANDO CASTILLO LOPE: [N

1904

desarrolla diferentes mecanismos para escapar a la accion del sistema inmune.
Durante la fase aguda el virus expresa los productos de unos 90 genes mientras
que en la fase latente solo son expresados los antigenos EBNA y LPM2 (EBNA
1,2,3A,3B,3C y las LPM relacionadas con la transformacion celular 1,2Ay 2b).
EBNAL es necesario para que se auto mantenga el DNA en los linfocitos que se
activan y LPM2 permite al virus permanecer latente limitando la expresiéon de
genes en la membrana. Esta minima expresion del repertorio de proteinas virales
permite al virus minimizar el nUmero de blancos para el sistema inmune. Otro
mecanismo de defensa consiste en la expresion del gen BCRF1 que produce una
proteina, EBV IL-10, similar en un 80% a la interleucina 10 (IL-10). De esta
manera el virus produce una inhibicion en la produccion de Interferon y la sintesis
de IL-1 e IL-12 con la consiguiente alteracion de la diferenciacion de los linfocitos
B. El tercer mecanismo que puede emplear el VEB para persistir consiste en su
capacidad para disminuir la produccion y expresion de HLA | asi como también de
"proteinas transportadoras” en las células infectadas igualmente parece que
EBNA1 puede inhibir el mecanismo de procesado de los antigenos virales. De
esta forma se consigue una disminucion de la expresion antigénica en las
membranas celulares y una proteccion frente al poder destructor de los linfocitos
T8.

12.3.6 Epidemiologia.

Es un virus de amplia distribucion, estimandose que cerca del 90% de los adultos
han sido infectados. Se piensa que el 70% de la poblacion se infecta antes de los
30 afios. La seroepidemiologia ha demostrado que en los paises poco
desarrollados la infeccién asintomatica en los primeros afios de la vida es o mas
frecuente mientras que, por el contrario, en los paises con mejor nivel de vida
muchos individuos se escapan de la infeccion primaria hasta la adolescencia.

Cuando la primoinfeccion se retrasa el virus tiene tendencia a producir sintomas.
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12.3.7 Sindromes Clinicos.

La Mononucleosis infecciosa es la mas tipica forma clinica de la infeccion primaria
por el EBV. Como sucede con los demas HV, la infeccidén en nifios es mucho mas
leve que la que se produce en adolescentes o adultos. El tiempo de incubacion de
alrededor de un mes. Después de un periodo prodrémico, caracterizado por
escalofrios, sudoracién, fiebre y malestar, se presenta la enfermedad, que en su
forma mas tipica incluye la triada de odinofagia, fiebre y linfadenopatias. También
aparecen con frecuencia hepatoesplenomegalia y exantema. La mayoria de los
casos remite de forma espontanea a las 3 o 4 semanas, aunque el cansancio
puede durar un poco mas tiempo. Existen algunas complicaciones importantes con
alteraciones neurolégicas (meningoencefalitis y Guillain Barré), obstruccion
laringea o rotura de bazo. En la gran mayoria de casos la recuperacion es total

mediante tratamiento sintomatico.

Dado que el virus inmortaliza o transforma los linfocitos en cultivo, siempre se ha
sospechado la participacion de este agente en el Linfoma de Burkitt Endémico. La
respuesta serolégica caracteristica en pacientes con Carcinoma Nasofaringeo
Indiferenciado también lo ha asociado con este virus. A diferencia del LBE las
células que componen este tumor, también endémico de extremo oriente, son de

estirpe epitelial.

Cada vez hay mas pruebas de que la inmunosupresion o la alteracion de la
funcibn de los linfocitos T favorecen la aparicion de Enfermedades
Linfoproliferativasen pacientes infectados por VEB. La leucoplasia peluda de los

pacientes VIH positivos es un ejemplo.

El Sindrome de Fatiga Crénica (SFC) con cansancio cronico, febricula, debilidad

muscular e incapacidad para concentrarse se ha intentado relacionar con este
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virus. La Unica prueba de esta asociacion la constituye en una cierta elevacion de

los titulos de anticuerpos frente al virus.
12.3.8 Diagndstico de la infeccion.

En general, el mejor procedimiento para el diagnostico de laboratorio de las
infecciones viricas es el aislamiento del virus o de alguno de sus componentes o
productos. Aunque se reconocen tipos celulares naturalmente susceptibles a la
infeccion por el VEB, in vitro se reduce practicamente a linfocitos B, que son
transformados, en un proceso lento y tecnolégicamente complejo, por lo que el
aislamiento es un procedimiento imposible para la gran mayoria de laboratorios de
diagnostico. La identificacion de antigenos del virus tampoco ha resultado una
aproximacion adecuada. Por ultimo, la deteccion de DNA del virus por la reaccion
en cadena de la polimerasa ha mostrado un buen rendimiento comparativo con los

estudios seroldgicos para el diagnostico de la mononucleosis en la fase aguda.
12.3.9 Asociacion con PCR.

Algunos métodos especificos sensibles para detectar la infeccion por VEB se
basan en la hibridacion in situ (ISH), Southern Blot y PCR. ARN-ISH (Rish) para la
deteccion de EBERs (VEB transcripciones altamente expresado en células
infectadas latente) es el procedimiento estandar para VEB diagndstico que permita
la identificacion y distincion de tipos de células infectadas. PCR basado en
métodos se utiliza para determinar la cepa (tipo-1 o 2). Sin embargo, cuando sea
estrictamente normalizada, el PCR puede tener un papel importante en el

diagndstico y el VEB en gestion de alto grado linfoma no Hodgkin (NHL).
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12.3.10 Deteccién molecular.

La baja de deteccion de VEB en lymphoproliferations reactiva (4%) también sefiala
la conveniencia de la adopcién de PCR como prueba de cribado de rutina, que
puede ser instrumentado sobre la base Unica ronda de PCR, disminuyendo los

riesgos potenciales de contaminacién cruzada.

En algunos experimentos de PCR anidada de los ensayos con Namalwa bien
conservada de ADN puso de manifiesto que VEB se detectd por PCR solo en los
casos que muestran BM infiltracion de VEB-positivo en las células tumorales. La
deteccion molecular de VEB en los linfomas no ha producido la coherencia en los
resultados debido a la heterogeneidad biologica y a las diferencias metodolégicas.
Los criterios diagnésticos recomendados por la OMS-IARC. son adecuados para
las entidades como Hepatitis D, donde la heterogeneidad clinica de subtipos y
tipos de células justifican este enfoque conservador. La Deteccion molecular VEB
también debe considerarse con cautela en el periférico de células T NHL y
anaplasico de células grandes, ya que comprenden entidades heterogéneas con la

condicién de clonalidad incierto.”

12.4 APLICACIONES EN LA INVESTIGACION BASICA.

Nuestro conocimiento de la estructura y funcion de los genes surge en gran
medida de la determinacion de su secuencia de bases. La secuenciacion directa y
el grado de multiplicacion permitidos por la técnica PCR constituyen aportes
esenciales de esta metodologia a la investigacion basica en biologia molecular, ya
gue facilitan la tarea haciéndola mas rapida y eficiente. Aunque los fragmentos de
ADN de cadena doble obtenidos por amplificacibn pueden ser usados como
moldes para una posterior secuenciacion, resulta mas conveniente utilizar

cadenas simples. Cabe sefialar que por el solo hecho de agregar en la reaccion
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base un exceso de uno de los primers se puede lograr que una de las dos
cadenas del ADN desnaturalizado se multiplique diez veces méas que la otra.”

El analisis de los niveles de los distintos ARN mensajeros (ARNm) presentes en
una célula ha sido realizado tradicionalmente mediante procedimientos que
incluyen los Northern (el Southern para ARN) ydot bloto la hibridacién in

situ (sobre la funcién del ARNm).*

La importancia de este tipo de analisis se debe a que esos niveles de ARNm, que
son principalmente el resultado del control de la transcripcion de los genes,
reflejan el estado de desarrollo y diferenciacién de la célula. La aplicacion de la
PCR ha dado lugar a una nueva modalidad para analizar el ARNm. Este es
aislado, en primer lugar, de tejidos o células y entonces se lo utiliza como molde
para la fabricacion de un ADN complementario (CADN) por parte de la enzima
transcriptasa reversa. El cADN asi obtenido es usado a su vez como molde que se
replicard mediante la PCR, tras la aplicacion de primers disefiados para delimitar

la region que resulta de intereés.

El control adecuado de todos los pasos de estas reacciones hace posible
cuantificar con precision los niveles de ARNm originales. La alta sensibilidad que
caracteriza al método, llamado en esta variante RT-PCR (por Reverse
Transcriptase-PCR), permite su uso en la deteccion y cuantificacion de ARN

mensajeros poco abundantes.

La técnica PCR puede ser utilizada, en algunos casos, para clonar genes cuya
secuencia de bases es desconocida. Cabe preguntarse como se disefian, en este

caso, los primers necesarios para realizar la amplificacion.

Si se determina experimentalmente la secuencia de aminoacidos que constituyen
un segmento de la proteina cuyo gen se quiere clonar, se puede deducir cuales

son las secuencias tedricas de todos los posibles ARN mensajeros que codifican
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para ese segmento. Con esta informacion se fabrican los dos primers, cada uno
de los cuales es, en realidad, una mezcla de todos los oligonucleétidos posibles
que el codigo genético permite deducir para codificar el segmento de proteina
elegido. Se habla de "degeneracién" del cddigo genético aludiendo precisamente
al hecho de que dada una secuencia de aminoacidos no se puede deducir con
certeza la secuencia de nucleétidos que la codifica, ya que varias de ellas cumplen
la misma funcién. Dicho de otro modo: varias secuencias de nucleétidos pueden
dar lugar a un mismo aminoacido. La reaccion de PCR se realiza con estas dos
mezclas de “"primers degenerados”. En cada mezcla, s6lo uno de los
oligonucledtidos sera totalmente complementario del fragmento de ADN a
amplificar y funcionara realmente como primer. Una vez amplificado el fragmento,
se estudia la secuencia y se comprueba su correspondencia con la de la proteina

previamente caracterizada.™

Sefialemos por ultimo que la técnica PCR puede ser utilizada para cambiar la
informacion contenida en un segmento de ADN, pues permite alterar su secuencia
de bases. Esta "mutagénesis dirigida" consiste en el reemplazo de la secuencia
génica original por otra, que puede diferir, por ejemplo, en una base respecto de la
original. Esto se logra usando primers que, a pesar de portar la mutacion, son
igualmente capaces de aparearse con el molde y dar lugar a productos de

amplificacion con la secuencia cambiada.

12.5 APLICACIONES EN EL DIAGNOSTICO MEDICO.

La PCR ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias de diagnéstico en
numerosos campos de la medicina. Por ejemplo, existen métodos de deteccion
por PCR de agentes infecciosos como los virus de las hepatitis B y C, del
papiloma humano, de Epstein Barr y citomegalico. En relacion con el SIDA es

posible detectar regiones del genoma del virus de la inmunodeficiencia humana
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(HIV) amplificadas por PCR a partir de sangre extraida de pacientes seropositivos.
Esta técnica puede ayudar a resolver resultados inciertos provenientes de las
pruebas habituales y ha sido aplicada en el diagnéstico de la infeccion en recién
nacidos de madres seropositivas. En tales casos, el uso de la técnica PCR evita el
problema que se plantea por el hecho de que la presencia de anticuerpos
recibidos de la madre impide saber, hasta que éstos desaparecen
aproximadamente un afio después del nacimiento, si el propio organismo del nifio

ha generado anticuerpos porque se encuentra infectado.*

Pueden detectarse también otros microorganismos patdégenos como las clamidias,
la bacteria Escherichia coli enterotoxigénica, el vibrion del coélera y los

tripanosomas.

La técnica PCR ha facilitado enormemente el diagnéstico de enfermedades
hereditarias como hemoglobinopatias (talasemias y anemia falciforme), la
fenilcetonuria, las hemofilias A y B, la deficiencia de alfa 1 antitripsina, la distrofia
muscular y la fibrosis quistica. Esta ultima es la mas comun de las enfermedades
autosomicas recesivas severas que afectan a la poblacion blanca. El aislamiento
del gen afectado ha permitido identificar las mutaciones que causarian esta
patologia. La anulacién de tres bases que provocan la ausencia del aminoacido
fenilalanina N° 508 en la proteina que es producto del gen de la fibrosis quistica
constituye la mutacion -llamada F508- mas frecuente en caucasicos (60% de los
afectados en la poblacion argentina), por lo que su analisis resulta ser el primer
paso destinado tanto a la deteccién de portadores sanos como a la confirmacion

del diagnéstico en individuos afectados y al diagnéstico prenatal.™

En enfermedades oncologicas pueden detectarse, mediante la técnica PCR,
mutaciones de oncogenes (literalmente "genes inductores de cancer") como en el
caso del oncogén ras en carcinomas de colon, de pancreas y en leucemias

mieloides; del "antioncogén" de retinoblastma, o del lamado cromosoma
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Philadelphia. Este cromosoma aparece en pacientes con leucemia mieloide
cronica y es el resultado de la translocacion de una porcidén del gen bcr desde el

cromosoma 22 al 9, donde se ubica junto al oncogén c-abl.

La consiguiente activacion de este udltimo, que codifica para una enzima
denominada tirosina quinasa, parece ser el desencadenante de la enfermedad. La
técnica PCR es especialmente Util, en este caso, para detectar la presencia de
ARN mensajero hibrido bcr/abl. EI ARN es analizado mediante la ya mencionada
técnica RT-PCR, con primers especificos que revelan la presencia de mensajeros
normales o hibridos. En pacientes sometidos a quimioterapia, la gran sensibilidad
del método lo hace ideal para identificar poblaciones residuales de células
cancerosas no detectables mediante técnicas convencionales, de manera tal que

permite diagnosticar tempranamente un nuevo avance de la enfermedad.

Se han implementado métodos que utilizan la PCR destinados a la evaluacion del
riesgo de padecer trastornos autoinmunes (perturbaciones debidas a agresiones
"erréneas" realizadas por las defensas inmunitarias a 6rganos del propio
paciente), tales como diabetes de tipo |, enfermedad celiaca, pénfigo vulgaris,
miastenia gravis y esclerosis mdiltiple. Consideremos brevemente algunas
situaciones vinculadas con los genes del llamado complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA), los cuales codifican para una serie de glicoproteinas de

la membrana celular que participan en la iniciacion de la respuesta inmunitaria.

12.6 Paleontologia, Antropologia Bioldgica, y Ciencias Forenses.

Los campos de la paleontologia, antropologia biolégicay la medicina vy
antropologia forense se han visto enormemente beneficiados por esta técnica,
puesto que todas ellas construyen con frecuencia el conocimiento de sus
correspondientes disciplinas gracias a restos o huellas de seres vivos. Uno de los

materiales biol6gicos que mas informacion puede proporcionar es el ADN.
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La relativa estabilidad de éste permite que, aunque fragmentado, se conserve

durante largos periodos si las condiciones son propicias.* En ocasiones las

muestras intactas con las que se puede contar son extraordinariamente pequefias

0 estan deterioradas. La PCR soluciona ambos problemas y proporciona

cantidades utiles para posteriores pasos de analisis. En primer lugar aumenta la

cantidad de material recuperado a partir de muestras escasas, puesto que como

ya se dijo anteriormente, en teoria basta una sola molécula para que el proceso

pueda tener lugar. También debido a la naturaleza de la técnica y su propdésito de

amplificacion de fragmentos pequefios, esta fragmentacion no impide que este

ADN pueda ser empleado como molde para una reaccion de PCR.

En paleontologia y Antropologia la PCR permite recuperar las escasas
cantidades de ADN que aun no se han degradado. Algunos lugares en que el
ADN podria preservarse son la brea las cenizas volcanicas, el ambar, hielos
historicos polares o glaciares y ambientes aridos, sedimentos, asi como en los
cristales de apatita de restos de esqueleto,®® siendo posible de ese modo
caracterizar cadaveres, fésiles u otros restos mediante genotipado por analisis
de micro satélites o incluso genomas de taxones extintos, amplificados de este
modo, como pueden ser los realizados mediante el ADN gendmico del hombre
de Neanderthal.’

El proposito seria utilizar este ADN amplificado para posteriormente realizar
estudios filogenéticos o etnograficoso  de  poblaciones mediante la
comparaciéon de secuencias de ADN, o el estudio de las causas de
la separacién evolutiva de dos especies.

En las ciencias forenses se emplea para establecer la filiacion de una persona
0 para obtener pruebas a partir de muestras minimas dejadas por el autor de

un crimen como saliva, semen u otros restos de tejidos.
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12.7 Agronomiay diversidad.

Tal y como la PCR multiplex permite producir huellas genéticas de individuos
concretos, dentro del marco de la genética forense, existen métodos basados en
la PCR que permiten discernir entre grupos infraespecificos de cultivos de interés
agronémico; por ejemplo, decultivares.® Para ello, se emplean oligonucleétidos de
un tamafo lo suficientemente pequefio como para que ceben de forma
relativamente inespecifica, aunque siempre de tal forma que produzcan un patrén
de bandas discreto e interpretable. De este modo, la pauta obtenida tras la
electroforesis de los fragmentos tiende a agrupar a los individuos de mayor

semejanza, que poseen un comportamiento similar, de los que divergen.™

12.8 Obtencién de huellas de ADN.

Aunque las pruebas de paternidad no forman parte del diagnostico médico, si
constituyen un excelente ejemplo del empleo de ADN como huella genética. La
PCR ha enriquecido este tipo de andlisis por medio de la identificacion de

secuencias génicas propias de un individuo y/o de su descendencia.

Debido a la lentitud y a la escasa sensibilidad de los métodos convencionales, que
implican el establecimiento de cultivos celulares, asi como de largos periodos de
incubacion y/o observacion histologica, la huella de ADN es un instrumento de
gran utilidad en la clinica, en especial cuando la vida del paciente depende de una

rapida y exacta identificacion del patégeno.

La agilidad provista por la PCR para el diagnostico molecular de las enfermedades
infecciosas facilita la toma de decisiones e incide en la disminucién de la
morbilidad mortalidad asociada con la patologia diagnosticadal9. Asi por ejemplo,

la identificacion mediante PCR del Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch
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tarda cuatro horas, tiempo irrisorio si se compara con las seis semanas que este

microorganismo tarda en ser detectado en cultivo20.”

12.9 Deteccién de mutaciones.

El diagnostico de ciertas enfermedades genéticas o de susceptibilidad a las
mismas se puede efectuar en muestras de sangre, mediante la identificacion de
mutaciones o polimorfismos en un gen. Para esto, primero se amplifica por PCR el
segmento génico que se sospecha afectado, y a continuacién se puede optar por
aplicar alguna técnica que permita diferenciar entre los segmentos provenientes
de individuos afectados y los de los sanos utilizados como control. Aunque este
concepto de la variabilidad genética humana en el que se apoya la prueba es en
apariencia sencillo, su aplicacion ha revolucionado el campo del diagnéstico, en
virtud de que hace posible establecer si la alteracion estructural de un gen es

hereditaria o adquirida o si se desarrolla o no con la edad.

Algunas pruebas diagnésticas de rutina que se fundamentan en la PCR, son las
disefiadas para identificar distrofias musculares de tipo Duchenne o Becker. Estas
pruebas examinan la presencia de mutaciones en la region promotora del gen de
la distrofina, asi como la deteccion de exones en el mismo, hechos que en

cualquier caso son responsables de generar una proteina anémala23.™

El diagnédstico de la enfermedad de Huntington se puede efectuar mediante la
evaluacion del numero de repeticiones CAG que se han insertado cerca del origen
del gen24. Con respecto al cancer de tipo heredofamiliar, son identificables, en
caso de cancer de mama, las mutaciones en los genes supresores tumorales
BRCAL1 y BRCA225, asi como en el cancer gastrico lo son las mutaciones en el
gen CDH126. Con base en la deteccién de mutaciones especificas, es posible
ademas diagnosticar mediante PCR, leucemias, linfomas y sindromes mielo

displasicos, entre otros27.7
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Una ventaja del diagnostico temprano de susceptibilidad a una enfermedad de
origen genético mediante PCR consiste en que permite, no solo introducir cambios
en el estilo de vida, la alimentacién o aun farmacoterapia en el paciente, con el fin

de detener o retrasar la manifestacién de la enfermedad, sino también efectuar un

seguimiento supervisado.”

12.10 PATOLOGIAS BUCALES RELACIONADAS CON VPH IDENTIFICADAS
POR PCR.

Diversos estudios han demostrado que el cancer bucal es una patologia de
etiologia multifactorial. Ciertos factores como edad, género, raza, genética,
nutricion, habitos y vicios pueden influir en el desarrollo de dichas patologias.
Investigaciones realizadas en las ultimas décadas han delatado al Virus del
Papiloma Humano (VPH) como un potencial agente presencial en lesiones
precancerigenas de cavidad oral. Los papilovirus o virus del papiloma estan
involucrados en la etiologia de varias formas de neoplasias epiteliales en
humanos. Los papilovirus son considerados el grupo mas prevalente de virus

causantes de tumores de cabeza y cuello asociados a la infeccién con VPH.

Se han encontrado mas de 100 genotipos del VPH de los cuales solo algunos de
ellos se consideran de alto riesgo para el desarrollo de lesiones neoplasicas. Este
virus se considera como epitelio tropico por su afinidad a los tejidos epiteliales y se
ha asociado a lesiones epiteliales escamosas, papilomatosas, carcinomas

verrugosos en piel y en diversas mucosas.

Un gran numero de reportes apoyan la hipétesis de que existen tipos especificos
de virus del Papiloma humano que juegan un papel central en la patogénesis de
las lesiones precursoras de las vias aerodigestivas superiores (VADS), e incluso
se reporta que existen variaciones del tipo de VPH a nivel inter poblacional; de
manera que para la ciencia es relevante el esclarecimiento de los VPH

relacionados con esta secuencia de transformacion maligna a través de la
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tipificacion molecular. Ademas se contribuye a las imprecisiones de diagndstico
clinico por metodologias convencionales que dificultan la deteccién precoz del
cancer de VADS, no obstante, la realizacion de estudios multidisciplinarios entre
genetistas, odontélogos y médicos en diagndstico molecular con PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), son
tan contundentes que contribuyen a la toma de decisiones de programas de
prevencién y control de diferentes tipos de neoplasias Malignas

12.10.1 Tipificacion con PCR-RFLP.

Cuando se sospecha de asociacion de VPH con carcinoma epidermoide, el tipo
de virus puede ser tipificado mediante la técnica PCRRFLP. En la actualidad se
han desarrollado un gran numero de técnicas adecuadas para el diagnostico de
enfermedades, entre estas la PCR-RFLP que permite el analisis de la variabilidad

genética de los virus por medio de los diversos patrones moleculares de su ADN

La PCR-RFLP se utiliza para el analisis de marcadores de micro satélite, que son
peque.as secuencias repetidas de ADN pero también ha demostrado efectividad
en la evaluacion de agentes causales relacionados con el desarrollo del cancer.
Probablemente, el andlisis molecular se convierta en una técnica esencial en el
diagnostico y manejo del céancer oral, la cual seria atil en la realizacion de

programas preventivos.

Uno de los marcadores moleculares que mas se ha utilizado para el estudio y
tipificacion genética de los virus del papiloma humano son los genes E6y E7, y los

genes GP5/GP6, A-interferén y b-Interferon.
Este enfoque molecular, ha tenido un gran impacto en el diagndéstico de los

agentes causales como virus especialmente en lo que respecta al estudio del

desarrollo del cancer, para establecer criterios de diagndstico precoz y de
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efectividad de los tratamientos. El andlisis de este tipo de estudio nos permite
definir el tipo de VPH presente en el tejido evaluado.

12.11 Deteccion de Helicobacter Pylori en Placa Dental por PCR.

La técnica de PCR ha demostrado ser muy util en el diagndstico de virus,
parasitos y bacterias de dificil cultivo; porque ofrece un diagndstico confiable, mas
rapido y menos laborioso que los cultivos normales de este tipo de
microorganismos. Leontiodys en el 2000 refiere que Hp es un bacilo Gram-
negativo, de forma espiral y con gran motilidad conferida por sus flagelos,
responsable del 90% de las gastritis cronicas, 85-90% de las ulceras duodenales,
70-75% de las ulceras gastricas; y por estar asociado con la evolucion de
metaplasia a cancer gastrico. En 1994 fue clasificado por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), como carcinégeno tipo I.

Adicionalmente, se ha asociado de manera concluyente a distintas formas de
gastritis, ulcera péptica de estdmago y duodeno, adenocarcinoma gastrico y
linfoma gastrico de bajo grado, originado en tejido linfoide asociado a la mucosa.
Por ende, dicho microorganismo esta vinculado a la alta incidencia mundial de las
patologias mencionadas con un promedio de Hp del 60%, siendo una de las
infecciones humanas mas diseminadas a nivel mundial; Asi, dicho autor ha
mencionado el posible contagio por via oral, ya que la saliva representa una via
potencial de transmisién del microorganismo y por tanto pudiera ser encontrada

también, en surco gingival o en placa dental.

La presencia del Hp a nivel dental ocurre inmediatamente después de una
limpieza dental, restauraciones y proétesis, donde se deposita una fina capa de
glucoproteinas salivales sobre la superficie dental, adhiriéndose firmemente y

posteriormente es colonizada por bacterias.
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En pocas horas, algunas especies de Streptococcus y, posteriormente, de

Actinomyces se adhieren a la pelicula, dando inicio asi a la etapa de colonizacion
microbiana y a la formacion de la placa dental. Posteriormente, otros
microorganismos se establecen sobre los que ya se encuentran, incrementando el
espesor de la placa dental y del nimero de microorganismos, por multiplicacion y
por agregacién bacteriana.

Al mismo tiempo, surge la formacion de la matriz de la placa, que ayuda a
mantener estable la comunidad de microorganismos que conforman en si la

estructura de la misma entre los cuales se encuentra Hp.

Debido a esto se han originado diversos estudios, con el objeto de aislar esta
bacteria en restauraciones, protesis y superficies dentales, utilizando metodologias
tradicionales de cultivo o bien por el método de la PCR, la cual se basa en la
amplificacion de una secuencia de ADN bacteriano para constatar la presencia del

microorganismo.

Dicho aspecto es de suma relevancia para el desarrollo del presente estudio,
cuyo objetivo es reafirmar la efectividad de dicha técnica en el diagnéstico de Hp,
en este caso en placa dental y su relacion especifica con afecciones gastricas,
ademas de difundir los beneficios y futuras aplicaciones en el area de la
odontologia Por ende, se evidencia la sensibilidad y especificidad del método de

PCR en la identificacion de esta bacteria en placa dental.
La infeccion por Hp es tan elevada en los pacientes con gastritis como en aquellos

con mucosa gastrica sana, lo cual pudiera tener relacion con la colonizacion de

dicho microorganismo en placa dental.
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La deteccion de Hp en placa dental indica que la colonizacion de esta bacteria no
se limita a la mucosa gastrica y que el nicho bucal puede servir como una posible

fuente de reinfeccion de la mucosa gastrica.

La placa dental realmente actia como reservorio de esta bacteria y se advierte
gue los ensayos con PCR demuestran ser un método muy sensible y especifico.

Por lo tanto, se considera el método de eleccion para detectar el ADN de Hp en la

cavidad bucal.

Debido a la gran variabilidad genética del Hp demostrada por estudios de
genotipificacion y secuenciacion, la mayoria de las investigaciones basadas en
PCR, se han dirigido hacia la identificacion de algunos genes especificos, dentro
del cual destacan el vacA, el cagA y el ureC; sin embargo, cabe destacar que el
gen ureC que expresa para una fosfoglucosamin mutasa (GImM), la cual es
esencial y exclusiva en el genoma del Hp para su crecimiento constituye el gen
mas empleado para realizar el diagnodstico, reportandose buenos valores de

sensibilidad y especificidad.”
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13. SINDROMES DETECTADOS POR PCR.

SINDROME GENY CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
HERENCIA CRANEOFACIALES EXTREMIDADES
FGFR2 Turribraquicefalia, Sindactilia simetrica
Locus: 10g25- hipoplasia del tercio (manos y pies),
APERT" 026 medio de moderada a acortamiento rizomelico,
AD severa anquilosis de codos. No
hay polidactilia
FGFR2 Craneosinostosis coronal,
(diferentes exoftalmos,
partes excepto hipertelorismo, hipoplasia Ninguna alteracion.
exon B) del tercio medio facial,
CROUZON" Locus: 10g25- | nariz “en pico”, orejas de
g26 implantacion baja.
AD
RAB23 Craneosinostosis, atrofia Anomalias de los dedos
Locus: 6p12.1- Optica, fisuras palpebrales | de manos
CARPENTER" gql2 antimongoloides, orejas y pies: braquidactilia,
AD grandes y de implantacién | polidactilia,
baja. sindactilia, clinodactilia.
TWISTL1 (se Braquicefalia, sinostosis Anomalias de los dedos
han registrado coronal bilateral de manos y pies:
SAETHRE- algunos con Asimétrica, braquidactilia y
CHOTZEN™ mutacién en Hipertelorismo, ptosis sindactilia parcial.
FGFR2) palpebral, menos
Locus: 7p frecuentemente
AD hendidura palatina.
FGFR1 Craneosinostosis con
Locus: 8p11.2- craneo en forma de Pulgares fusionados y
pl1.1 trébol asimetria anchos,
PFEIFER TIPO | FGFR2 craneofacial, hipoplasia braquidactilia, anquilosis

76
1]

Locus:10g26
AD

maxilar, hipertelorismo,
ptosis palpebral,
estrabismo, paladar ojival.

de codos y
rodillas, polidactilia.
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14. CONCLUSIONES.

El desarrollo de la potencialidad de esta técnica no fue producto del azar sino de la
sorprendente creatividad de investigadores que, con base en un concepto tan
simple como la obtencién de copias de ADN a partir de un molde, hicieron posible
que los beneficios de la técnica se extendieran méas alla del campo del
diagnostico, para trascender hacia otras areas de la medicina y la Biologia.

Avances en el tamafio del producto amplificado, asi como en la eficiencia y
refinamiento de los equipos utilizados, no son dificiles de prever.

Los termocicladores serdn cada vez mas pequefios y los tiempos de ciclaje mas
cortos.

Sera factible reconocer mas de una region de ADN o de ARN por experimento, y
los reactivos seran mas eficientes.

Es de esperar que los avances en la PCR, sumados a los conocimientos
obtenidos a partir del proyecto del genoma humano y al desarrollo de nuevas
técnicas como la nanotecnologia, puedan facilitar, en un futuro no muy lejano, el
desarrollo de nuevas y mas sensibles formas de diagndstico lo que, a su vez, se
traducira en métodos de tratamiento mas eficaces y personalizados.
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