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RESUMEN

Desde la corta existencia de la biologfa molecular como
ciencia varios aportes han impulsado la vertiginosa
revolucién tecnolégica a la que hoy asistimos. La
amplificaciénde ADNin vitro (PCR) es una poderosa técnica
que permiteidentificar nuevos genes, asf como cuantificar y
caracterizar secuencias nucleotfdicas. En este trabajo se
presenta una breve descripcién del revolucionario método
(PCR), capaz de estimular lainvestigaciéncientificaentodos
los 6rdenes y modificar el 4rea diagnéstica en un futuro
préximo. Se plantean brevemente algunos de los recientes
desarrollos en su instrumentacién y metologfa.
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SUMMARY

During the short timeinwhich molecularbiology exitsas
ascience, several contributions have been made toimprove
the technical revolution we are attending nowadays.

The DNA Polimerase Chain Reaction (PCR) is a technic
that allows to indentify new genes, to quantify and charac-
terize nucleotid secuences.

This paper makes a brief description of a revolutionary
method that may improve scientific research and may
modify diagnostic areas in a close future. Some of the
recent developments, its instrumentation and meth-
odology are establised here.
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INTRODUCCION

La REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA(PCR), es
un nuevo.y poderoso método de
sintesis enzimdtica “in vitro” de
ADN que permite amplificar
velozmente segmentos de dcidos
nucleicos copiandolos millones de
veces en pocas horas. Su uso y
popularidad estd creciendo rapi-
damenteen lamedida que seexplo-
ran nuevos campos de aplica-
bilidad.

La técnica fue desarrollada en
1985 por un grupo del Depar-
tamento de Genética Humana de
CETUS Corporationen Emeryville,
California para laamplificacién del
gen de la B-globina humana (17) y
diagnéstico prenatal de la anemia
falciforme. (2) (19)

Avances simultineos en el
campo de caracterizaci6n y puri-
ficacién de proteinas asf como el
avance de la técnica, surgiendo

rdpidamente diversasaplicaciones
en el campo de la biologia molecu-
lar y esfera diagnéstica, como lo
indican la gran variedad de
publicaciones que se reportan.

Es la intencién de este trabajo
introduciraloslectoresenelmanejo
de esta poderosa herramienta mo-
lecular, describir su desarrollo,
factoreslimitantes y etapascriticas,
de la manipulacién y del disefio
experimental.

DESCRIPCIONDE LA
TECNICADE
AMPLIFICACIONIN
VITRO DE ADN (PCR)

El principio del método de PCR
(fig. 1) es una amplificacién enzi-
matica de secuencias de ADN que
son flanqueadas por 2 oligonu-
cle6tidos (primers) que hibridizan
en hebras opuestas de la secuencia
aamplificar. .

Los oligonucle6tidos sintéticos
tiene generalmente un tamafio que
oscila entre los 10 y 30 bases de
largo. Cuando las2hebrasde ADN
blanco se ha separado (desna-
turalizado), los oligonucle6tidos
hibridizanen cadenasantiparalelas
consusextremos3' orientados hacia
elcentrodel segmento aamplificar.
La DNA-Polimerasa lee la infor-
macién contenidaenlahebramolde
(templado) y va extendiendo la
hebra en formacién por incor-
poraciénde deoxinule6tidos trifos-
fatos (dNTPs) en los extremos 3' de
cadacadena (fig. 2). De estamanera
se genera un par de secuencias
complementarias al ADN molde
original que pasaran a enriquecer
el préximo ciclo de amplificacién
actuando como nuevos templados.

Sucesivos ciclos que constan de
distintasfases: 1) desnaturalizacién
del ADN, 2) Hibridizacién del
primer, y 3) extensién por la DNA
polimerasa-, se repiten uno a otro,
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Fig. 1. El ADN puede extraerse de diferentes fuentes celulares por técnicas
convencionales.A) Lasecuenciaa amplificardelamoléculade ADN doble hebra
apareceindicada dentro delrecuadro. B) Luego que el ADN se hadesnaturalizado
los 2 oligonucleétidos (P1yP2) sepegan a las zonas que le soncomplementarias,
flanqueando el fragmento deseado. Se observa un detalle del apareamiento del
oligonucléotido con la hebra de ADN que figura dentro del recuadro. C) La
Polimerasa extiende los 2 oligonucleétidos, copiando las hebras moldes. D) En
este segundo ciclo de PCR, cada una de las cuatro hebras mostradas en C,
aparecen unidas a nuevas moléculas de oligonucleétidos, y van a ser también
extendidas. Astalfinal de este segundo ciclo se obtiene cuatro copias doble hebra
que son idénticas a las iniciales. Estos productos se van acumulando
exponencialmente durante los sucesivos ciclos.
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con temperaturas apropiadas
logrando la polimerizacién de
nuevas copias de ADN que
incrementan el producto final.

Lareaccién puedeefectuarseen
hebras simples o dobles de ADN,
asf como ADN complementario
(ADNC) originado por transcripcién
reversa de ARN.

El producto generado durante
laamplificacién tiene una longitud
que es igual a la suma de las longi-
tudes de las 2 primeras, més la
distancia entre ambos.

Este método de sintesis “in
vitro” altamente preciso y eficaz
permite en teorfa duplicar el
nimero de copias de las hebras de
ADN en cada ciclo.

Como el producto obtenido de
esa sintesis sirve de modelo para
los siguientes, cada vez que se
repiten los mismos la cantidad de
secuencias ampli-ficadas se
incrementa por 2n, donde (n) es el
ntamero de ciclos (fig.3). De esta
manera un PCR de 20 ciclos
producird en teorfa al cabo de 2
horasaproximadamente unaampli-
ficacién de unmillé6n de veces, (2%

Fig. 2. En el seno de la muestra a
amplificar se establecen diversas
interacciones entre los componentes.
A) Se esquematizan las moléculas de
ADN que sirven de molde, los ANTPs,
sustrato para que las nuevas hebras
crezcan, los oligonucledtidos que
inician el evento de neoformaciény la
enzima que polimeriza la reaccién. B)
Luego de desnaturalizar las hebras de
ADN los oligonucledtidos y las
moléculas deenzima sedisponenentre
las cadenas separadas donde tiene lugar
la copia de nuevas cadenas, basadasen
lainformaciéndelmolde. C) Laenzima
trabajando en condiciones de pH y
fuerza idnica proporcionadas por su
buffer, capta del medio dNTPs y los
incorpora a partir del extremo 3' del
oligonucledtido, donde se establecen
sucesivos enlaces fosfodiester que
integran la nueva cadena.
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COMPONENTES DE LA
REACCION

El desarrollo del PCR involucra
basicamente lacombinacién deuna
muestra de ADN, oligonule6tidos,
dNTPsy la enzima Taq Polimerasa
consu buffer,loscuales se someten
a reiterados ciclos de aumento de
temperatura y enfriamiento.

De lo anterior se deduce quelas
complejas interacciones cinéticas y
bioquimicas que tienen lugar entre
los componentes de la reaccién
determinanlacalidad del producto
y porconsiguienteel correcto ajuste
de los mismos.

A continuacién se analizan
varios deloselementos quesedeben
tener en cuenta para realizar una
amplificacién tipo de ADN.

DISENO DE
OLIGONUCLEOTIDOS

Los iniciadores de la reaccién
“oligonucle6tidos” son pequefios
segmentosde ADN de10a30bases
en promedio, imprescindibles para
la correcta amplificacidon de seg-
mentos génicos.

Existen publicados bancos de
secuencias génicas donde figuran
la composicién en bases de los
diferentes genes animales, vege-
tales, humanos, de agentes micro-
bianos, etc.

Es posible acceder a ellos para
efectuar consultas buscandolaolas
regiones mas adecuadas en el
disefio de los oligonuleé6tidos, se-
leccionando aquellas zonas que
permitan amplificaciones més efi-
cientes.

Para facilitar ain mas su disefio
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* MAS LIVIANA
* MAS FUERTE

se dispone de programas de
computacién especificos para los
oligonucléotidos, loscualescontem-
plan el tamaifio que debe tener el
primer, contenido en Guanina-
Citocina, energfalibre, lugary grado
de pegado al templado, etc.

Al elegir los 2 oligonuleétidos
para PCR es importante que no
tengan bases complementarias en-
tre si, particularmente en los ex-
tremos3'afindeevitarlaincidencia
de dimerizaci6én entre ellos. Este
artefacto delaamplificacién, aligual
que la formacién de estructuras
secundarias dentro de cada primer
deben tenerse en cuenta porque
ambos disminuyen la eficacia dela
reaccién.

La especificidad del pegado del
oligonuleétidoal ADN aamplificar
es proporcional a la longitud delos
mismos, es decir, cuanto mas bases

TIJERA

DE UNA PIEZA,
SE COMPRA
UNA SOLA VEZ
NO SE AFILA NUNCA.

consecutivos deunareaccionde PCR convencional. Eneste
ejmplo: se utiliza 95°C para desnaturalizar las dobles
hebras de ADN, 54°C para permitir el pegado de los
oligonucledtidos a sus sitios complementarios, y 72°C para
que la enzima incorpore sNTPs extendiendo la hebra
naciente.B) Incremento exponencial de secuencias
amplificadas, la cantidad de producto obtenido es funcién
del nuimero de ciclos a que se somete la reaccién. Como se
indicaenel esquema sitodas las hebrasmolde sonextendidas
en cada ciclo, se obtiene un producto que nuevamente
semi'rddemoldeyqueese!doblgrde! cicloanterior, Enestas
condiciones una reaccién de amplificacién con 20 ciclos
:'1 ncrementaria losfragmentos aproximadamenteunmillén
eveces.
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tenga el primer menos posibilidad
existe de que su secuencia serepita
en la hebra molde.

Cuando se realiza la unién de
un par debases Guanina y Citocina
(G+C) se hace por 1 puente de
hidrégenomas queel par Adenina-
Timina (A+T), volviendo la unién
mads estable.

Basado en esto se busca que los
oligonucle6tidos tengan un mayor
contenidoenGy Cquede AyT,asf
se asegura una buena hibridacién
del complejo oligo-templado.

Las amplificaciones conven-
cionales (PCR simétrico) utilizanla
misma concentracién de cadaoligo-
nucleétido, sinembargo cuando se
hace PCR asimétrico se efecttian
amplificaciones conuno de los dos
primers en concentracién limitante.
De esta forma luego de 10 o 15
ciclos uno de los oligonucle6tidos
disminuye y en los ciclos restantes
se generan copiassolamente deuna
hebra del ADN original (9). Este
método se puede efectuar en 2
etapas, o bienenunasola colocando
inicialmente una relacién dese-
quilibrada en la concentracién mo-
lar de primers. :

Con este encare metodolégic
se puede efectuar el secuen-
ciamiento de la hebra amplificada
(13) (14).

Losoligonule6tidoseligualque
las proteinas y los anticuerpos
permiten disefiar interesantes estra-
tegias deacoplamiento desustratos.

Es posible la adicién de
informaci6n sin alterar la reaccién
de amplificacién, por ejemplo,
secuencias no complementarias al
templado quesefijanenel extremo
5' de los oligonucleétidos y que se
incorporan en el producto ampli-
ficado bajo forma de nuevos sitios
de restriccién enzimdtica (20) o
elementos regulatorios (promo-
tores).

Se pueden marcar los oligo-

nucle6tidos con fluorocromos (Iso-
tiocianato de Fluoresceina), Roda-
mina, etc) o componentes enzi-
méticos (Biotina, etc), desa-
rrollando ingeniosos ensayos de
complementacién de colores que
permiten distinguir varios agentes
infecciosos o distintoslocide ADN
amplificados simultdneamente (3)

Con la utilizacién de oligo-
nucleétidos disefiados al azar, que
peganarbitrariamente en diferentes
zonas del ADN también es posible
encararunrastreo genémico, iden-
tificado los patrones de bandas
genotipo especificos obtenidos
luego de una amplificacién con
estos primers (1) (24).

Este es uno de los més recientes
encares de mapeo genémico por
PCR que se viene llevando a cabo
conmuiltiplesaplicacionesentrelos
que se destacan el identificar
marcadores que identifiquen loci
asociados a caracteres de interés
productivo. (11) (12) (23).

ENZIMAS

Inicialmentelaamplificaciéndel
ADN seefectuaba conel fragmento
Klenow delaDNA polimerasalde
E. coli (16), una enzima que se
inactiva con altas temperaturas a
las que se somete la reaccién para
desnaturalizarel ADN encadaciclo.

Hoy gracias a la existencia de
microorganismos arquibacteriales
termofilicos capaces de crecera 70°
y 75% y al ingenio del hombre por
reconocer suaplicabilidad se puede
obtener a partir de Termophilus
aquaticus, cepa YT, aisladadeun
geiseren Yellowstone National Park
(2), enzimas que trabajan con
temperaturas 6ptimasmaselevadas
(18).

Con esta enzima, y otras
comercialmente disponibles, yasea
naturales o recombinantes, se sim-
plifica su adicién una sola vez,
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permitiendo que la enzima “foto-
copie” el ADN en millones de
ejemplares mejorando la espe-
cificidad del productoamplificado.

Estas polimerasas son muy
rapidas llegando en el caso de la
Taq ADN Polimerasa a sintetizar
aproximadamente150 nucle6tidos
/segundo /mol de enzima. (8)

La Taq Polimerasa nativa puri-
ficada de Termophilus aquaticus
existe de forma recombinante ex-
presada en E. coli, presentando
ambasactividad 5'-3' exonucledsica
equivalente.

Se estima que el porcentaje de
incorporaciénerrénea por partede
estas durante cada ciclo es de una
base cada 10* nucle6tidos (18),
variando esta cifra segin sean las
condiciones en que se efectte la
reaccién (4).

LaVent-Polimerasa obtenidade
una Archibacteria marina termo-
filica Thermococcus litoralis ofrece
unamayorresistencia térmica, pero
también mayor actividad exo-
nucledsica que debe tenerse en
cuenta al momento de su uso.

Sin embargo, estan surgiendo
nuevasenzimasmutadas paraestas
actividades exo-nuledsicas que
retnen mejores condiciones de
termoestabilidad.

Hay enzimas que poseen
ademads dela funcién polimerizante
actividad de trasncriptasareversa,
permitiendo obtener eficientemente
cADN directamente de ARN (15),
luego amplificarlo en un simple
tubo, con tan sélo modificar las
condiciones i6nicas.

Tienen la ventaja de que
funcionanaelevadastemperaturas
desestabilizdndose las regiones
secundarias de RNA y superando
los problemas vistos con la
Transcriptasa reversa del virus de
leucemia murina (RT).



OBTENCION Y TIPOS DE
MUESTRAS

La efectividad de la reaccién
depende del estado de pureza en
que se encuentra la muestra que se
va a analizar. Es posible efectuar
diagné6sticos a partir de muestras
crudas o semiprocesada sin nece-
sidad deextraertotalmenteel ADN,
al tratar los especfmenes con
algunosdetergentesysolventesque
los exponen facilitando la reaccién
de amplificacién. Entre los espe-
cimenes a analizar se cuentan san-
greentera, suero,leche, semen, de-
trituscelulares, médula 6sea, restos
tisulares en diferentes grados de
descomposicién, etc. (7) (10).
También es posible rastrear
patégenos en aguas residuales
donde existe bastante materia
organica agregada, o en alimentos

TABLA1. PROCEDIMIENTOS PARA MINIMIZARLOS
ERRORES DE LA REACCION

* SEPARAR LAS REACCIONES ANTES Y DESPUES DEL PCR
* ALICUOTAR TODOS LOS REACTIVOS

* DISPONER CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS

* USAR PIPETAS DE DESPLAZAMIENTO POSITIVO

* SELECCIONAR CRITERIOSAMENTE CADA CONTROL

* EN LO POSIBLE DESTINAR UN AREA EXCLUSIVA PARA PCR

donde es similar el caso.

Debido a la enorme capacidad
amplificadora del método, se
pueden generar millones de copias
de una secuencia génica, asf como
de secuencias no deseables. Esto
Gltimo se ve agudizado funda-
mentalmente por contaminacién
con productos de amplificaciones

previas (carry over), o bien mate-
rial ex6geno que incide cuando la
secuencia blanco se halla en poca
cantidad al iniciarse la reaccién.
El carry over ha sido un punto
sobre el cual se dirige mucho la
atencién, pues es posible que la
contaminacién con secuencias de
ADN multiplicadas millones de

Albendazole polvo

ALBENDAZOLE AL 75%
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veces en PCR anteriores puedan
interferir con la reaccién, al ser
vehiculizadas porlosbuffers,agua,
micropipetas de trabajo, etc.

Parareducirestos problemas se
prescriben una serie de medidas
(5), como las que se resumen en la
Tabla 1, y otras que se citan
seguidamente: reducir el namero
de ciclos al minimo para evitar el
aumento del contaminante. Se-
leccionar con buen criterio los
controles positivos y negativos.
Colocar tubos sin ADN que
permitan detectar productos no
deseables,

Usar buffers y reactivos ali-
cuotados; utilizacién de éareas y
micropipetas exclusivas para el
desarrollo de la técnica.

Adicionar los distintos com-
ponentes de la reaccién de ampli-
ficaciénantes deadicionarel ADN.

Tapar cada tubo luego de la
adicionde ADN yantes de proceder
con los otros tubos.

Inactivar el producto con
irradicacién ultravioleta de corta
longitud de onda previa a la
amplificacién de la mezcla (21).

LIMITES DE LA
AMPLIFICACION

El tamafiodel fragmento génico
capaz de copiarse porlarepeticién
de los ciclos es bastante grande
existiendo reportes de fragmentos
de 10.2 kb que han podido ser
amplificados a partir de tejidos
fijados y embebidos en parafina
(22).Con la purificacién de nuevas
y més potentes enzimas, asf como
con el desarrollo de mejores
cicladores (6), se van optimizando
las condiciones técnicas de ampli-
ficacibn y por consiguiente
aumentando el tamarfio de los
fragmentos obtenidos; porotrolado
el método también va cobrando
mayor especificidad.

La atenuacién de la velocidad
de amplificacién exponencial del
productoacumulado ocurreenlos
tltimos ciclos, existiendo una
marcadacaidaa partir delosciclos
30. En este fenémeno la propia
enzima determina el agotamiento
ademads de varios otros factores;
como ser:1) utilizacién desustratos
(dNTPs), enzima), 3) competencia
delosreaccionantes por productos
no especificos 4) incompletas
desna-turalizaciones del producto
poraumento de suconcentracién,
5) polimerizaciényreanillamiento
del producto de la amplificacién
cuando supera los 10* moles.
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