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a reaccién en cadena de la

polimerasa, ya mas conocida como

PCR, es una técnica que permite
replicar entre cientos de miles y millones
de veces, en el transcurrir de pocas
horas e in vitro, pequefias cantidades de
ADN. Uno de los aportes fundamentales
de esta metodologia a la investigacion
bésica en biologia molecular consiste,
precisamente, en la rapidez y eficiencia
mediante las cuales se realiza una tarea
que antes requeria largas y tediosas
iorncdos. El producto que se obtiene
inalizar la reaccién —una gran cantidad
de un fragmento génico con alto grado
de pureza- favorece la tarea de los
investigadores empefiados en ampliar
nuestros conocimientos sobre la estructura
y funcién de los genes. Por su alta
sensibilidad, esta técnica permite .
identificar un gen a partir de un solo
cabello, una célula somética o un
espermatozoide. Ha facilitado, y en
muchos casos hecho posible, la tarea de
identificacion de personas, por ejemplo
de hijos de desaparecidos, mediante el
andlisis de muestras del nifio y de su
abuela materna. Entre las aplicaciones
médicas de la PCR cabe destacar su
aporte al desarrollo de nuevas estrategias
de diagnéstico. Permite detectar agentes
infecciosos como los virus de las hepatitis

B

B y C o regiones del genoma del virus

de la inmunodeficiencia humana (HIV).
Ha sido aplicada, por ejemplo, para
diagnosticar la presencia o ausencia de
HIV en recién nacidos de madres
seropositivas, pues la existencia de
anticuerpos maternos impide obtener
resultados confiables, con los métodos
convencionales, durante el primer afio de
vida. También ha facilitado el diagnéstico
de enfermedades tales como las
hemofilias A y B, la distrofia muscular y la
fibrosis quistica, e hizo posible reconocer
mutaciones de genes vinculadas con
enfermedades oncolégicas. Su
sensibilidad permite d?atectcr poblaciones
residuales de células cancerosas en
pacientes sometidos a quimioterapia y de
este modo se ha podido determinar, con
una antelacién en extremo vo!ioso, un
nuevo avance de la enfermedad. Existen
ya modos de evaluar a través de la PCR
el riesgo de padecer dolencias tales como
diabetes de tipo | y la enfermedad
celiaca. Precisamente los autores del
presente trabajo y colaboradores han
obtenido, mediante el empleo de esta
técnica, resultados que indican la
existencia de una vinculacién entre
determinadas variantes genéticas y
dichas enfermedades en la poblacién
argentina.

os genes son porciones de deido de-
L soxirribonucleico (ADN) que tienen
la informacién necesaria para la fa-
bricacién de los dcidos ribonucleicos
(ARN) y, en tltima 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 formacion de
la cadena o secuencia de aminodcidos
que constituyen las proteinas
Todos los genes estdn compuestos por
la misma materia prima: una sucesién de
nucledtidos. Cada nucledtido estd forma-
do por un grupo fosfato, un azicar con
cinco carbonos (la desoxirribosa) y una
de las siguientes bases nitrogenadas: ade-

nina, imina, guanina o citosina. Los ge-

nes no se distinguen unos de otros por te-
ner una composicion fisicoquimica muy
diferente, sino por el orden o secuencia
en la que estas cuatro bases se disponen a
lo largo de la molécula de ADN (véase
“Somera descripcion del ADN"). El he-
cho de que los genes no se distingan por
su composicion fisicoquimica hace préc-
ticamente imposible aislarlos mediante el
empleo de métodos bioquimicos de frac-
cionamiento del tipo de los usados para
purificar protefnas como son, por ejem-
plo, la cromatografia, la electroforesis o
la ultracentrifugacion.

Por otra parte, cada gen es una unidad
de informacion sin solucién de continui-
dad respecto del resto del ADN en el que

estd inmerso. Esto significa que a todo
gen lo preceden y suceden otras secuen-
cias de ADN que, en general, no tienen
relacion con él. El gen que codifica para
la insulina, por ejemplo, tiene una “longi-
tud” de 1.700 bases y su masa representa
sélo la dos millonésima parte del ADN
contenido en el niicleo de una célula
humana...

Hasta mediados de la década del
ochenta, la tnica estrategia posible para
aislar un gen y obtener grandes cantida-
des del mismo en estado puro era el “clo-
nado molecular”. Este método se basa en
la introduccion de fragmentos de ADN,
uno de los cuales contendra el gen de in-
terés, en vectores. Estos son moléculas de
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ADN (pldsmidos o ADN de bacteriéfa-
gos) capaces tanto de transportar frag-
mentos ajenos a su estructura original
como de multiplicarlos dentro de bacte-
rias. Si se conoce un pequefio tramo de
la secuencia de aminodcidos de una pro-
teina cuyo gen se desea ‘“clonar” (multi-
plicar), se pueden disefiar métodos para
identificar qué bacterias llevan el vector
que transporta dicho gen. Este reconoci-
miento también se puede realizar si se
dispone de un anticuerpo contra la pro-
tefna resultante del gen que se desea clo-
nar. En este caso se reconoce la bacferia
portadora porque fabrica la proteina co-
dificada por el fragmento de interés, la
cual se une especificamente al anti-
cuerpo.

Una vez aislado el gen no sélo resulta
posible determinar con exactitud su se-
cuencia de bases o analizar en detalle la
informacién de la que es portador, sino
que también se puede estudiar su expre-
si6n (la manera en que dirige la sintesis
de la protefna correspondiente) en distin-
tos organismos y tipos celulares, introdu-
cirlo en células en cultivo 0 en animales
de experimentacidn, etcétera. Estas téc-
nicas, ya cldsicas, han permitido el aisla-
miento y caracterizacién de decenas de
miles de genes de microrganismos, ani-
males y plantas, lo que provocé un cam-
bio cualitativo en la comprensién del

SOMERA
DESCRIPCION
DEL ADN

El ADN estd formado por dos cadenas
' complementarias de nucleétidos. Cada
nucledtido estd constituido por un grupo
fosfato, un azicar de cinco carbonos, la
desoxirribosa, y una de cuatro posibles
bases nitrogenadas, adenina (A), timina
(T), guanina (G) o citosina (C). Son es-
tas bases las que determinan el cardcter
complementario de las cadenas. Esto
significa que dada una secuencia de ba-
ses en una de ellas, la otra presentard
una tinica sucesién posible: si en la pri-
mera nos encontramos con una molécu-
" Ja de guanina, sabtemos que estard uni-
da, en la segunda cadena, a una molécu-
la de citosina; a su vez, una molécula de
timina sélo se unird a una de adenina.
El ADN se duplica una y otra vez me-
diante un proceso que lleva, primero, a
la separacién de sus dos cadenas y lue-
go a la sfntesis de dos nuevas cadenas,
cada una de ellas idéntica (salvo error) a

funcionamiento de la célula.

En 1986, K. Mullis, un investigador
de la Corporacién Cetus, inventd un mé-
todo para lograr la multiplicacién in vitro
de fragmentos definidos de ADN sin ne-
cesidad de recurrir a los vectores y su re-
plicacién en bacterias. Este método revo-
lucionarfa en corto tiempo el conjunto de
técnicas de la biologfa molecular. Su uso
se extendi6 rdpidamente a miles de labo-
ratorios, no sélo de investigacién bdsica,
sino también de diagnéstico clfnico. Se
trata de la reaccién en cadena de la poli-
merasa, ya muy conocida como PCR, si-
glas provenientes del inglés Polymerase
Chain Reaction.

LA TECNICA PCR

Esta técnica permite multiplicar (“ampli-
ficar” es, en realidad, el término que se
ha impuesto) pequefias cantidades de
ADN entre cientos de miles y millones
de veces. El tramo destinado a reprodu-
cirse puede tener desde cincuenta hasta
més de dos mil nucledtidos de longitud.
El segmento de ADN que sirve de molde
no requiere estar necesariamente en esta-
do puro, sino que puede ser parte de
mezclas complejas. Puede ser, por ejem-
plo, ADN nuclear total.

El método se basa, en su forma mads

aquella de la cual se separd. Esta exi-
gencia de complementariedad da lugar a
una adecuada replicacién de las secuen-
cias de nucleétidos, quedando también
asegurada, de este modo, la transmisién
de la informacién genética.

Un 4cido ribonucleico, el ARN men-
sajero (ARNm), transportard esa infor-
macién, luego de haberla copiado en
sus propias bases mediante el proceso
conocido como “transcripeién”, desde
el nidcleo de la célula hasta su citoplas-
ma. Asf se originardn las proteinas, que
podemos definir, bdsicamente como se-
cuencias de aminodcidos. Los aminoa-
cidos, que son sélo 20, se organizardn
en el orden que corresponda a cada pro-
tefna de acuerdo con las instrucciones
recibidas por el ARNm en el nicleo ce-
lular. Cada aminoécido es codificado
por tres bases o “letras” escritas en el
ARNm. El triplete de bases se denomi-
na codén. Existen 64 codones posibles.
Sin embargo, al haber sélo 20 amino4-
cidos, muchos de ellos son codificados
por m4s de un tipo de codén. En otras
palabras, varios codones pueden leerse

simple, en la realizacién de tres reaccio-
nes sucesivas llevadas a cabo a distintas
temperaturas. Estas reacciones se repiten
ciclicamente entre veinte y cuarenta ve-
ces (véase la figura 1). La muestra se ca-
lienta, en el primer paso, hasta lograr la
separacién de las dos cadenas que consti-
tuyen el ADN, hecho que se conoce co-
mo “desnaturalizacién”. En el segundo
paso, la temperatura se reduce para per-
mitir el “apareamiento” de cada una de
dos cadenas cortas de nucle6tidos (oligo-
nucleétidos) con cada una de las hebras
separadas del ADN molde. Se trata de
segmentos de ADN de cadena simple,
sintetizados en ¢l laboratorio y disefiados
de manera tal que permiten definir los Ii-
mites del tramo de ADN que se desea re-
plicar. Obviamente, para que se pueda
producir el apareamiento, cada uno de
estos oligonucledtidos, a los que se de-
nomina “iniciadores” o primers, debe ser
complementario del tramo al que tienen
que unirse en las cadenas separadas del
ADN molde. En tercer lugar, una enzima
ADN polimerasa extiende los primers,
en el espacio comprendido entre ambos,
sintetizando las secuencias complemen-
tarias de las hebras del ADN molde. Para
ello, la ADN polimerasa usa desoxidonu-
cledsidos trifosfato (ANTPs) agregados a
la mezcla de reaccidn. La temperatura a
la que se realiza el tercer paso estd con-

para dar el mismo aminodcido, razén
por la cual se califica al c6digo genético
como ‘“‘degenerado’. Hemos querido de-
tenernos en este aspecto para que el lec-
tor considere lo siguiente: conocer un
fragmento de la secuencia de aminodci-
dos de una proteina no permite inferir la
secuencia de bases presente en el
ARNm que lo codifica; s6lo permite de-
ducir todas las secuencias tedricas posi-
bles (véase “ADN, una molécula mara-
villosa” en Ciencia Hoy, vol. 2,

n° 8, pdgs. 26-35, particularmente ‘El
lenguaje de la vida’, en pag. 31). Llegar
a conocer el orden real presente en el
gen, es decir en el fragmento de ADN
que codifica para una determinada pro-
tefna, exige contar con estrategias capa-
ces de aislar y multiplicar ese gen. La
reaccion en cadena de la polimerasa o
técnica PCR, método que hace posible
replicar in vitro hasta millones de veces
fragmentos bien definidos de ADN, se
ha constituido en una herramienta inva-
lorable en el 4mbito de la biologia
molecular.
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dicionada por aquélla a la cual “trabaja”
la enzima ADN polimerasa. Al cabo del
primer ciclo de tres reacciones (desnatu-
ralizacién, apareamiento, extension) el
tramo de ADN elegido se ha duplicado y
el doble de su cantidad original se en-
cuentra disponible para ser nuevamente
replicado en un segundo ciclo. El resul-
tado de la aplicacién de numerosos ci-
clos “en cadena” da lugar a la amplifica-
cién geométrica del segmento de ADN
delimitado por los primers.

Para replicar el ADN, la técnica PCR
hizo uso, en un principio, de la ADN po-
limerasa de la bacteria Escherichia coli.
Pero esta enzima resulta desactivada de-
bido a la alta temperatura requerida para
desnaturalizar la doble cadena del ADN,
por lo cual debfa agregarse enzima fresca
al comenzar el tercer paso de cada ciclo.
Este inconveniente fue solucionado de
manera ingeniosa cuando se la reempla-
z6 por su equivalente de la bacteria “ter-
méfila” Thermus aquaticus. En efecto, la
ADN polimerasa de este microrganismo,
denominada Taq polimerasa, actda efi-
cientemente entre los 75° C y los 80° C y
resiste més de dos horas a 93° C. De esta
manera es posible mezclar todos los
componentes de la PCR al comenzar el
primer ciclo y la reaccién en cadena pue-
de llevarse a cabo mediante equipos au-
tomatizados que realizardn los ciclos tér-
micos programados. Estos equipos son
provistos por numerosas empresas ex-
tranjeras, pero ya ha sido fabricado uno
por la industria argentina. Todo esto no
hace mds que confirmar la creciente po-
pularidad de la PCR entre investigado-
res, médicos y bioquimicos clinicos.

Una vez finalizada la reacci6n se ha-
brd logrado fabricar, en pocas horas,
gran cantidad de un fragmento génico
con un alto grado de pureza. Obtener el
mismo resultado utilizando las técnicas
clésicas de clonado llevaria varios dfas
de tedioso trabajo. Por otra parte, la téc-
nica PCR es el método de deteccién de
secuencias de ADN mds sensible conoci-
do hasta la fecha: mediante ella resulta
posible identificar un gen a partir de un
solo cabello, una célula somética o un
espermatozoide. Es, por lo tanto, un ins-

' trumento extremadamente valioso para
establecer, por ejemplo, lazos de paren-
tesco (véase “Filiacion”).

EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS
El hecho de que las moléculas de ADN
obtenidas al finalizar la reaccién en ca-

dena correspondan efectivamente al frag-
mento de interés queda asegurado por la
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Figura L. Para lograr la duplicacién de un tramo de ADN, cada ciclo de Ia téenica PCR in-
cluye tres etapas: a) desnaturalizacién, durante la cual se separan las dos hebras constitu-
yentes del ADN; b) apareamiento de los “iniciadores” o primers del tramo a replicar; c) ex-
tension de las cadenas de primers gracias a la accién de una enzima ADN polimerasa. La
repeticién de los ciclos permite multiplicar geométricamente los tramos de ADN elegidos.

mento multiplicado puede determinarse
sometiendo los productos de la reaccién
a una electroforesis en gel de agarosa o
de poliacrilamida, es decir, a un proceso

intervencion de los primers que definen
los extremos “derecho” e “izquierdo” de
ese fragmento. Asf, una vez que la reac-
cién ha finalizado, el tamafio del frag-
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de separacion por difusién bajo la accién
de un campo eléctrico. Por otra parte, la
identidad del producto puede ser confir-
mada mediante hibridacién (unién com-
plementaria) con una sonda marcada ra-
diactivamente, cuya secuencia de bases
esté contenida en el fragmento de inte-
rés. En este caso se procede asi: el ADN
fraccionado por electroforesis es desna-
turalizado y luego transferido a una
membrana de nitrocelulosa o nylon, que
actiia como soporte sélido (Southern
blot), y luego es puesto en contacto con
la sonda, que se unird al fragmento’ bus-
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cado ya que ha sido preparada de modo
tal que 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 hibridacién con la son-
da (véase la figura 2). La localizacién de
las sondas radiactivas se logra, en ambos
casos, mediante autormdiograffés (véase
“Las sondas de dcidos nucleicos” en
Ciencia Hoy, vol. 4, n® 20, pdgs. 46-51).

Una estrategia distinta para confirmar
la identidad del fragmento replicado con-
siste en realizar dos reacciones de PCR
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ADN amplificado por PCR

consecutivas. Al finalizar la primera, una
alicuota de la misma es sometida nueva-
mente al proceso de multiplicacién tras
haber colocado dos primers internos.
Mediante el empleo de esta metodologia,
conocida como nested PCR (PCR anida-
da), la filiacién de los fragmentos obteni-
dos queda confirmada por el hecho de
que poseen tamaiios previsibles.

En algunos casos, los productos am-
plificados poseen secuencias que son re-
conocidas y clivadas por ciertas enzimas
Jlamadas endonucleasas de restriccion.
La determinaci6n del tamafio al que que-
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Figura 2. Tres formas de analizar los fragmentos de ADN amplifi-
cados mediante la técnica PCR. A: visualizacién directa. Las mues-
tras colocadas sobre un gel y sometidas a la accién de un campo
eléctrico (electroforesis) migran de una manera caracteristica que
se puede visualizar por tincién (coloreado) del ADN. (Carriles 1-8:
productos de distintas PCRs; carril M: marcadores de ADN de ta-
mano conocido.) B: Southern blot. E1 ADN es desnaturalizado (se-
paracién de sus hebras constituyentes) y transferido a una mem-

brana de nitrocelulosa o nylon para luego incubar la hibridacién
(unién) con una sonda radiactiva. fsta quedari fijada donde se en-
cuentre el tramo de ADN de interés y su presencia se revelara a
través de una autorradiografia (placa fotogrifica sensible a la emi-
sion radiactiva de la sonda). C: dot blot. Método andlogo al ante-
rior, pero practicado sobre una siembra en forma de manchas de
los fragmentos de ADN a analizar previamente desnaturalizados.
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FILIACION

Los genes presentan variaciones de su
secuencia nucleotidica entre los indivi-
duos de la misma especie llamadas poli-
morfismos. El examen de estos poli-
morfismos —dicho de otro modo, de
patrones caracteristicos presentes en las
secuencias de nucledtidos— es hoy la
herramienta mds poderosa para confir-
mar o descartar la existencia de paren-
tesco entre individuos. El andlisfs del
ADN nuclear por métodos como la hi-
bridacién molecular o la técnica PER
particularmente considerada en el pre-
sente trabajo, permite detectar determi-
nados fragmentos de ADN que difieren
en su longitud, segin los individuos,
porque se trata de secuencias repetidas
en téndem cuyo nimero varfa de una a
otra persona. Estos polimorfismos, se
heredan siguiendo las leyes de Mendel
y dan lugar, en el an4lisis por electrofo-
resis que separa los segmentos de ADN

dan reducidos los fragmentos al ser pues-
los en contacto con la enzima de restric-
cién adecuada indica que nos encontra-
mos ante los segmentos de interés.

Para disefiar los primers que hacen
posible replicar un fragmento de ADN
mediante la técnica PCR es necesario co-
nocer, en la mayoria de los casos, la se-
cuencia de bases total o parcial de dicho
[ragmento. Por esta razén, aunque la
PCR supera en sensibilidad y rapidez a
las técnicas de clonado y de secuencia-
cién convencionales, no se puede pres-
cindir de la informacién brindada por las
mismas,

f\PLICAClONE§ EN LA
INVESTIGACION BASICA

Nuestro conocimiento de la estructura y
funcién de los genes surge en gran medi-
da de la determinacién de su secuencia
de bases. La secuenciacién directa y el
grado de multiplicacién permitidos por
la técnica PCR constituyen aportes esen-
ciales de esta metodologia a la investiga-
cién bdsica en biologia molecular, ya
que facilitan la tarea haciéndola mds r4-
pida y eficiente. Aunque los fragmentos
de ADN de cadena doble obtenidos por
amplificacién pueden ser usados como
moldes para una posterior secuenciacién,
resulta mds conveniente utilizar cadenas
simples. Cabe seiialar que por el solo he-
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por su masa o longitud, a un patrén de
bandas que constituye lo que se ha dado
en llamar “huella digital del ADN”. Es-
te patrén, que es efectivamente propio y
caracteristico de cada individuo, resulta
de la combinaci6n de patrones de ban-
das de los padres. El uso adecuado de
esta metodologia permite establecer la
inclusién de la paternidad con una
certeza mayor del 99,99%.

Existe un ADN, el de las mitocon-
drias (ADNmt), que se hereda sélo a
través de la madre. El genoma de las
mitocondrias posee una regién llamada
loop D que evoluciona rdpidamente,
siendo por lo tanto apropiada para de-
terminar la individualidad genética, Ca-
be sefialar que si bien esta regién evolu-
ciona con la suficiente rapidez como
para que pueda tener una funcién carac-
terizadora, lo hace en una medida tal
que permite el reconocimiento de patro-
nes comunes con parientes maternos
préximos.

La amplificacion del loop D median-

cho de agregar en la reaccién base un ex-
ceso de uno de los priners se puede lo-
grar que una de las dos cadenas del ADN
desnaturalizado se multiplique diez ve-
ces mds que la otra.

El andlisis de los niveles de los distin-
tos ARN mensajeros (ARNm) presentes
en una célula ha sido realizado tradicio-
nalmente mediante procedimientos que
incluyen los Northern (el Southern para
ARN) y dot blot o la hibridaci6én in situ
(sobre la funcién del ARNm véase “So-
mera descripcion del ADN). La impor-
tancia de este tipo de andlisis 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 en-
tonces se lo utiliza como molde para la
fabricacién de un ADN complementario
(cADN) por parte de la enzima (ranscrip-
tasa reversa (el calificativo de reversa
aplicado a esta enzima se debe a que su
accion es “inversa™ a la cumplida por la
enzima transcriptasa, que produce ARN
a partir de ADN). El cADN asf obtenido
es usado a su vez como molde que se re-
plicard mediante la PCR, tras la aplica-
cion de primers disefiados para delimitar
la regién que resulta de interés. El con-
trol adecuado de todos los pasos de estas

te la técnica PCR y su posterior secuen-
ciacién permiten evaluar si dos indivi-
duos son hijos de la misma madre. La
probabilidad de que dos personas no
emparentadas tengan la misma secuen-
cia de nucle6tidos en el loop D del
ADNmt es muy baja, sélo del 0,27%.
Sin embargo, a pesar de la importancia
implicita en este hecho, es otro el rasgo
que concede un valor inestimable a este
método: cuando hay sélo un pariente
sobreviviente y éste se encuentra a m4s
de una generacién de distancia del indi-
viduo en cuestién, la identidad sélo
puede ser resuelta mediante este proce-
dimiento, en cuyo caso el parentesco
debe ocurrir por via materna. Esta me-
todologfa fue utilizada por M. C. King,
de la Universidad de California, en Ber-
keley, para confirmar las relaciones de
parentesco que permitieron restituir a
sus abuelos hijos de desaparecidos du-
rante la ditima dictadura militar argenti-
na, asi como para identificar caddveres
NN hallados en fosas comunes.

reacciones hace posible cuantificar con
precision los niveles de ARNm origina-
les. La alta sensibilidad que caracteriza
al método, llamado en esta variante RT-
PCR (por Reverse Transcriptase-PCR),
permite su uso en la deteccion y cuan-
tificacién 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 ca-
$0, los primers necesarios para realizar la
amplificacion. La respuesta a esta pre-
gunta la da el conocimiento del codigo
genético (véase “ADN, esa molécula ma-
ravillosa”, particularmente el recuadro ti-
tulado “El lenguaje de la vida’, en Cien-
cia Hoy, vol. 2, n® 8, pdgs. 26-35). Si se
determina experimentalmente la secuen-
cia de aminodcidos que constituyen un
segmento de la proteina cuyo gen se
quiere clonar, se puede deducir cudles
son las secuencias teéricas de todos los
posibles ARN mensajeros que codifican
para ese segmento. Con esta informacién
se fabrican los dos primers, cada uno de
los cuales es, en realidad, una mezcla de
todos los oligonucledtidos posibles que
el eddigo genético permite deducir para
codificar el segmento de proteifna elegi-
do. Se habla de “degeneracién” del cddi-
g0 genélico aludiendo precisamente al
hecho de que dada una secuencia de ami-
nodcidos no se puede deducir con certeza
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la secuencia de nucledtidos que la codifi-
ca, ya que varias de ellas cumplen la

. misma funcién. Dicho de otro modo: va-
rias secuencias de nucleélidos pueden
dar lugar a un mismo aminodcido. La
reaccion de PCR se realiza con estas dos
mezclas de “primers degenerados”. En
cada mezcla, s6lo uno de los oligonu-
cledtidos serd totalmente complementa-
rio del fragmento de ADN a amplificar y
funcionard realmente como primer. Una
vez amplificado el fragmento, se estudia
la secuencia y se comprueba su corres-
pondencia con la de la proteina prevm—
mente caracterizada.

Sefialemos por ultimo que la técnica
PCR puede ser utilizada para cambiar la
informacién contenida en un segmento
de ADN, pues permite alterar su secuen-
cia de bases. Esta “mutagénesis dirigida”
consiste en el reemplazo de la secuencia
génica original por otra, que puede dife-
rir, por ejemplo, en una base respecto de
la original. Esto se logra usando primers
que, a pesar de portar la mutacién, son
igualmente capaces de aparearse con el
molde y dar lugar a productos de ampli-
ficacién con la secuencia cambiada.

APLICACIONES EN EL
DIAGNOSTICO MEDICO

La PCR ha permitido el desarrollo de
nuevas estrategias de diagnéstico en nu-
merosos campos de la medicina. Por
ejemplo, existen métodos de deteccién
por PCR de agentes infecciosos como los
virus de las hepatitis B y C, del papiloma
humano, de Epstein Barr y citomegdlico.
En relacién con el SIDA es posible de-
tectar regiones del genoma del virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV) am-
plificadas por PCR a partir de sangre ex-
traida de pacientes seropositivos. Esta
técnica puede ayudar a resolver resulta-
dos inciertos provenientes de las pruebas
habituales y ha sido aplicada en el diag-
néstico de la infeccién en recién nacidos
de madres seropositivas. En tales casos,
el uso de la técnica PCR evita el proble-
ma que se plantea por el hecho de que la
presencia de anticuerpos recibidos de la
madre impide saber, hasta que éstos de-
saparecen aproximadamente un afio des-
pués del nacimiento, si el propio organis-
mo del nifio ha generado anticuerpos
porque se encuentra infectado (véase “El
nifio infectado con HIV”, en Ciencia
Hoy, vol. 4, n°® 21, pigs. 46-47). Pueden
detectarse también otros microrganismos
patégenos como las clamidias, la bacte-
ria Escherichia coli enterotoxigénica, el
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vibrién del célera y los tripanosomas.

La técnica PCR ha facilitado enorme-
mente el diagnéstico de enfermedades
hereditarias como hemoglobinopatfas
(talasemias y anemia falciforme), la fe-
nilcetonuria, las hemofilias A y B, la de-
ficiencia de alfa 1 antitripsina, la distro-
fia muscular y la fibrosis quistica. Esta
tltima es la mds comin de las enferme-
dades autosémicas recesivas severas que
afectan a la poblacién blanca. El aisla-
miento del gen afectado ha permitido
identificar las mutaciones que causarfan
esta patologfa. La anulacién de tres bases
que provocan la ausencia del aminodcido
fenilalanina N° 508 en la proteina que es
producto del gen de la [ibrosis quistica
constituye la mutacién —llamada AF508—
mds frecuente en caucdsicos (60% de los
afectados en la poblacién argentina), por
lo que su andlisis resulta ser el primer
paso destinado tanto a la detecciéon de
portadores sanos como a la confirmacidn
del diagnéstico en individuos afectados y
al diagndstico prenatal. La figura 3
muestra el ensayo de PCR utilizado para
detectar la mutacién AFS508: se replica
un segmento del gen de la fibrosis quisti-
ca que comprende la zona que codifica
para la fenilalanina 508. Los productos
de la PCR son inmovilizados por dupli-
cado en forma de manchas en dos filtros
de nitrocelulosa (dot blot). Uno de los
filtros es hibridado con una sonda (un
oligonucleétido) marcada que se corres-
ponde con el gen normal, mientras que el
otro es hibridado con una sonda corres-
pondiente al gen mutado. Las hibridacio-
nes se realizan en condiciones experi-
mentales destinadas a garantizar que la
sonda normal sélo se apareard con el
ADN normal amplificado y que la sonda
mutada sélo 1o hard con el ADN mutado
amplificado. De esta manera, el andlisis
de las manchas de hibridacién reveladas
en la autorradiograffa permitird recons-
truir el genotipo de los pacientes.

En enfermedades oncoldgicas pueden
detectarse, mediante la técnica PCR, mu-
taciones de oncogenes (literalmente “ge-
nes inductores de cdncer”) como en el
caso del oncogén ras en carcinomas de
colon, de pdncreas y en leucemias mie-
loides; del “antioncogén” de retinoblas-
toma, o del llamado cromosoma Phila-
delphia. Este cromosoma aparece en pa-
cientes con leucemia mieloide crénica y
es el resultado de la translocacion de una
porcién del gen ber desde el cromosoma
22 al 9, donde se ubica junto al oncogén
c-abl. La consiguiente activacién de este
Gltimo, que codifica para una enzima de-
nominada tirosina quinasa, parece ser el
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Figura 3. La proteina alterada en los en-

fermos que padecen fibrosis quistica care-
ce del aminodcido fenilalanina N° 508. Es-
to se debe a la mutacion denominada
AF508. El diagrama muestra la recons-
truccion del genotipo de un paciente. En
este caso, ¢l padre (P) y la madre (M) son
portadores tanto del gen normal (blanco)
como del gen mutado (negro); lo mismo
ocurre con la hija (H,). Los hijos varones
son portadores de sélo un tipo de gen: el
normal en el caso de H, y el mutado en el
caso de H,. La técnica PCR (dot blot; véase
la figura 2) revela la presencia de los oligo-
nucleGtidos caracteristicos.

desencadenante de la enfermedad. La
técnica PCR es especialmente ftil, en es-
te caso, para detectar la presencia de
ARN mensajero hibrido ber/abl. El ARN
es analizado mediante la ya mencionada
técnica RT-PCR, con primers especifi-
cos que revelan la presencia de mensaje-
ros normales o hibridos. En pacientes so-
melidos a quimioterapia, la gran sensibi-
lidad del método lo hace ideal para iden-
tificar poblaciones residuales de células
cancerosas no detectables mediante (éc-
nicas 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 evalua-
cién del riesgo de padecer trastornos au-
toinmunes (perturbaciones debidas a
agresiones “erréneas’” realizadas por las
defensas inmunitarias a érganos del pro-
pio paciente), tales como diabetes de (i-
po I, enfermedad celfaca, pénfigo vulga-
ris, miastenia gravis y esclerosis multi-
ple. Consideremos brevemente algunas
situaciones vinculadas con los genes del
llamado complejo mayor de histocompa-
tibilidad (HLA), los cuales codifican pa-
ra una serie de glicoproteinas de la mem-
brana celular que participan en la inicia-
cion de la respuesta inmunitaria. Cada
uno de estos genes presenta numerosas
variantes (alelos) en la poblacién. Se sa-
be que la presencia de algunos de esos
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alelos en un individuo estd asociada a la
aparicién de ciertas enfermedades au-
toinmunes. La reciente determinacion de
la secuencia de nucledtidos de varios ale-
los HLA permitié el disefio de nuevas

- estrategias de tipificacion molecular de

los genes HLA basadas en la amplifica-
cion por PCR y en la posterior hibrida-
cién con sondas constituidas por oligo-
nucledtidos de secuencia especifica que
reconocen las variantes de alelos llama-
das de riesgo. En colaboracién con M.
Herrera, M. Pando, V. Bernath y R. Gut-
man hemos desarrollado recientemente
pruebas de tipificacién por PCR de los
alelos HLA que han indicado la existen-
cia de susceptibilidad genética en rela-
cién con la enfermedad celfaca y la dia-
betes tipo 1 (insulinodependiente). En in-
dividuos blancos argentinos, determina-
dos alelos HLA-DQ confieren treinta ve-
ces mds riesgo de padecer estas patolo-
gfas y su deteccion en familiares de afec-
tados permite adoptar conductas terapéu-
ticas tempranas.

LAS FUENTES QUE APORTAN
EL ADN MOLDE

La fuente de la cual procederd el dcido
nucleico que se ha de utilizar como mol-
de depende de cada caso: en patologias
infecciosas se procesa el tejido donde se
desea detectar el agente; en patologfas
oncolégicas se estudian biopsias del tu-
mor; para el diagndstico prenatal de en-
fermedades hereditarias se analizan célu-
las del liquido amnidtico o vellosidades
coriGnicas junto con el ADN de leucoci-
tos de los padres: para analizar ciertas
caracterfsticas genéticas propias de cada
individuo (por ejemplo, determinados
alelos HLA, portadores heterocigotas sa-
nos de enfermedades hereditarias recesi-
vas) es ttil cualquier célula con micleo
del organismo, empledndose habitual-
mente sangre periférica debido a su [dcil
obtencién. Cabe sefialar que la reaccion
también se ha realizado con éxito sobre
ADN parcialmente degradado, extraido
de tejidos fijados en formol e incluidos
en parafina. Esto no solo facilita la ob-
tencién de muestras de piezas quirtirgi-
cas, sino que permite realizar estudios
retrospectivos sobre preparados histold-
gicos de archivo. También es posible ex-
traecr ADN de huesos, amplificarlo me-
diante la técnica PCR y analizarlo con
fines tan diversos como la identificacién
de caddveres o la determinacion de los
defectos genéticos que padecian nuestros
antepasados remotos.
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PROBLEMAS DE LA
TECNICA PCR

Uno de los problemas mds evidentes que
presenta esta (écnica, sobre todo cuando
se la utiliza como herramienta de diag-
nostico, es la posible generacion de re-
sultados falsamente positivos. Podrfa lle-
gar a indicar, por ejemplo, la presencia
de secuencias virales en personas no in-
fectadas. Esto es consecuencia de la ex-
trema sensibilidad del método. Los fal-
s0s positivos pueden generarse por con-
taminacién de una muestra a partir de
una tnica molécula de ADN proveniente
de otra muestra. Esta molécula serd am-
plificada en la PCR y aparecerd como
una banda en el caso de electroforesis en
gel 0 como una respuesta positiva en una
hibridacién con una sonda radiactiva. La
causa mds frecuente de falsos positivos
es el “arrastre” de secuencias de ADN
amplificadas en reacciones previas. Ta-
les secuencias pueden estar presentes en
los equipos de laboratorio y en los reacti-
vos, pudiendo esparcirse por medio de
aerosoles. Frente a esto, los expertos re-
comiendan la realizacién de controles
negativos miiltiples (reacciones de am-
plificacién con todos los reactivos, ex-
cepto el ADN molde), ademas del uso de
técnicas de esterilidad y de micropipetas
que eviten la generacién de aerosoles co-
mo precaucion para prevenir la contami-
nacion de las muestras.

PRESENTE Y FUTURO DE LA
TECNICA PCR

La PCR se ha sumado a la lista de desa-
rrollos tecnolégicos originados en el dm-
bito industrial que provocaron cambios
cualitativos en las ciencias bdsicas, Uno
de los proyectos mds ambiciosos de la
biologfa moderna es la determinacidn de
la secuencia completa del genoma huma-
no. Esto permitird no sélo identificar los
genes responsables de numerosas enfer-
medades hereditarias y trastornos meta-
bélicos, sino descubrir nuevos genes y
sus funciones celulares relacionadas. Un
paso indispensable para concretar dicho
objetivo consiste en realizar un “mapeo™
del genoma, es decir, una especie de car-
ta geogrifica que permita ubicar los ge-
nes con cierta precision a lo largo de los
cromosomas. La PCR se ha revelado co-
mo una de las técnicas de apoyo funda-
mental en tal empresa. Asi por ejemplo,
un grupo de investigadores de la pujante
compaiiia francesa Genethon ha lograde
disefiar recientemente cerca de 1.000 pa-

S

% : ¥ ¥ -
res de primers que han
pear” aproximadamen

noma humano.
En otro orden, amd

hombre tales como la planif
sexo de los hijos. En forma
ha utilizado PCR para detel
prenatal del sexo después de fe
in vitro. Con la ayuda de un m
pulador es posible remover una
lula de un embrién de 10
afectar el normal desarrollo de
tes. A partir del ADN de Iz
da, y en menos de 24 horas, m
60 ciclos, realizada con p‘rﬁmm
conocen secuencias exclusivas
mosoma Y (ausente en las mujeres)
mite diagnosticar el sexo del embi
para luego implantarlo en la madre.
procedimiento ha sido utilizado ¢
mente para familias con riesgo de pade-
cer enfermedades hereditarias que se ma-
nifiestan casi exclusivamente en los va-
rones, con el fin de seleccionar embr
nes hembra para la implantaci6n. La ex-
tension de este procedimiento a familias
sin antecedentes de enfermedades hemﬁ\‘
ditarias, con el simple objetivo de “ele-
gir" el sexo del nifio, es sin duda una
cuestién ética sumamente polémica, i

A través de las ciencias bdsicas, el
uso de la PCR se ha diversificado y han - _\
surgido variantes del disefio original cu-
ya descripcién excede los propésitos de
este articulo. Quizd la prueba mds con-
tundente de la trascendencia del invento
y de su futura expansion sea la venta de o
su patente por aproximadamente 300 mi-
llones de ddlares a la poderosa multina-
cional Hoffmann-La Roche. O
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