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Reaccidén en cadena de la polimerasa y diagnéstico molecular
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RESUMEN

La PCR, acrénimo de la reaccion en cadena de la polimerasa, revoluciono el campo del diagndstico molecular, hasta
el punto de que en la actualidad representa el segmento de mayor crecimiento en los laboratorios clinicos del mundo entero,
en los que se ha convertido en herramienta de invaluable utilidad. El presente escrito describe los fundamentos de la
metodologia, asi como algunas de sus multiples aplicaciones en la diagnosis, desde sus albores hasta el presente.
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Polymerase chain reaction and molecular diagnostics

SUMMARY

PCR, acronym of polymerase chain reaction, has revolutionized the field of molecular diagnostics to the point that it
currently represents the fastest-growing segment in clinical laboratories worldwide, where it has become an invaluable tool.
This paper describes the fundamentals of PCR and its developments in some of its many applications in the diagnosis, from

its beginnings to the present.
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Hace cerca de 25 afios hizo su aparicion la reaccion
encadenade lapolimerasa (PCR), metodologia encami-
nada a obtener cantidades grandes de ADN para su
utilizacion en el laboratorio clinico. Este evento tuvo
lugar en forma mas o menos reciente, si se considera que
desde 1953 se habian descrito, tanto la estructura doble
hélice de la molécula de ADN como las reglas de
complementariedad que larigen!, y de haberse logrado
avances importantes en comprender los procesos de
transcripcion de los acidos nucleicos y traduccion en
proteinas de los organismos eucarioticos>-.

Conantelacion al advenimiento delaPCR yyaenlos
albores de la década de 1970, la tecnologia del ADN
recombinante era la inica forma posible de estudiar la
estructura y funcion de los genes eucarioticos. No
obstante lo dispendiosa, esta tecnologia tuvo la ventaja
de permitir el aislamiento de cantidades relativamente
grandes de ADN puro, producto de la replicacion que,
durante la division celular, se efectuaba en el ADN

recombinante de los plasmidos o de los vectores que
antes se habian transferido en microorganismos, usual-
mente bacterias. En 1970 se habian descubierto las
endonucleasas de restriccion, enzimas bacterianas que
cortan el ADN en sitios especificos®’. Estas enzimas,
mas conocidas como enzimas de restriccion, fueron
claves en el éxito de la nueva tecnologia, pues gracias a
ellas, el ADN de interés se podia aislar e insertar en un
vector determinado, con el fin de formar moléculas
recombinantes de ADN. A pesar de sus multiples apli-
caciones, entre las que se encuentran la obtencion de
cantidades grandes de proteina pura, laidentificacion de
mutaciones, la identificacion del estado portador de
enfermedades hereditarias, la transferencia de genes de
un organismo a otro y el mapeo de genes en los
cromosomas, lo tedioso de la tecnologia del ADN
recombinante hizo que muchos investigadores pensaran
en opciones diferentes, quetambién ofrecieran la ventaja
de recuperar cantidades grandes de ADN.

1. Profesora Asistente, Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas, Universidad del Rosario, Bogota DC, Colombia.

e-mail: victoria.villegasga@urosario.edu.co

mcsanche@urosario.edu.co

2. Profesora Principal, Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas, Universidad del Rosario, Bogotd DC, Colombia.

e-mail: Ichuaire@urosario.edu.co
Recibido para publicaciéon marzo 18, 2009

© 2009 Universidad del Valle, Facultad de Salud

Aceptado para publicacion julio 1, 2009

Colomb Med. 2009; 40: 347-52



Colombia Médica

Mecanismo de la PCR

La reaccidn en cadena de la polimerasa es en
realidad un sistema que permite obtener -en
pocas horas- varios millones de copias de una
secuencia blanco de ADN. La reaccién selleva
a cabodentro de un tubo de ensayoy
comprende varios ciclos, que incluyen a su
vez tres pasos.

La mezcla de la reaccidén consta de una
pequefia muestra de ADN que se utiliza como
molde y que se obtiene a partir de tejido
frescooaun de aquel que ha estado
embebido en parafina. En adicidn, se
necesitan oligonucledtidos que actian como
cebadores, ADN polimerasa termoestable,
desoxirribonucledtidos que se utilizan como
sustrato para copiar las cadenas nuevas a
partir del molde y un amortiguador que se
encarga de estabilizar la reaccion.

El primerciclo de la reaccidn, conocido como
denaturacion, consiste en separarlas dos
cadenas de la molécula de ADN, a una
temperatura entre 94 y 96°C, aplicada
durante pocos minutos.

A continuacion se produce el anillamientoo
hibridacién de los cebadores con las
secuencias complementarias del ADN. Los
cebadores son oligonucledtidos sintéticos que
delimitan el sitio que se busca amplificar, y se
anillan a temperaturas que oscilan entre 50y
65°C.

El dltimociclo, o ciclode extension, toma
entre uno y varios minutos a 72°C, lo que
permite a la ADN polimerasa sintetizar las
nuevas hebras de ADN, que seran
complementarias a las cadenas originales.

A medida que avanza el proceso se logra
amplificar el segmento deseado unas 107
veces.
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Hacia 1983, esainquietud llevo a Kary Mullis, en ese
entonces investigador de la Cetus Corporation de
Emeryville, California, a desarrollar un método simple
parala obtencion un numero ilimitado de copias de una
secuencia especifica de ADN en un tubo de ensayo. Su
objetivo consistia en analizar una mutacion responsable
deunaenfermedad genéticahumana, para lo cual traba-
jaba en la sintesis de las sondas oligonucleétido que se
requerian. Con base en los experimentos llevados a cabo
en 1971 por Kleppe et al.®, quienes desarrollaron el
primer sistema artificial dereplicacion con dos cebadores
del que setiene noticia, laidea de Mullis giraba en torno
a descubrir como 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. Enton-
ces, mediante la utilizacién de dos cebadores, Mullis
consiguid que, después de aplicar en forma repetida la
polimerasa, se generara una reaccion de replicacion en
cadena que amplifico el segmento gendémico de su inte-
rés’. Sin embargo, cuando quiso mostrar los resultados
delaamplificacion, éstos no se pudieron visualizaren el
gel de agarosa, lo que lo llevd a pensar que la reaccion
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 visualizacion de la sefial fue
laevidenciadela efectividad de lareaccion en cadenade
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 condi-
ciones experimentales de la reaccion. Desde comienzos
de 1980, el ensayo Southern Blot (llamado asi en honor
de su inventor Edwin Southern) adquirié mucha popu-
laridad en el ambito del diagnostico molecular, gracias
asu aplicacion para descubrir secuencias génicas espe-
cificas 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 enun 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 continuacion
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la membrana se incuba con el gen clonado o con una
sonda oligonucleotido complementaria, de manera que
se produce la hibridacion de los fragmentos de ADN que
contienen la secuencia gendmica analizada'!.

Una vez validada la nueva técnica que desarrolld
Mullis, el camino para utilizar la PCR en los primeros
analisis moleculares y en el diagnostico prenatal de
algunas enfermedades humanas quedo despejado. Asi,
unos de los primeros investigadores en acogerla fueron
Saiki et al.'?, quienes en 1985 decidieron aplicar el
ensayo, con la finalidad de descubrir la mutacién en el
gende lahemoglobina responsable de la anemia falcifor-
me, en el ADN fetal de células recolectadas por
amniocentesis ymuestreo de las vellosidades coridnicas.
Sus excelentes resultados confirmaron la bondad de la
técnica, asi como su viabilidad en aplicaciones
diagnosticas clinicas especificas. En este orden deideas,
no resulto extrafio que los laboratorios de investigacion,
en los que hasta ese momento predominaba el uso de
tecnologias de blotting, tomaran la decision de adoptar
la reaccion en cadena de la polimerasa como el método
deeleccidn parael diagndstico molecular yse convirtie-
ran asi en laboratorios clinicos.

Lasimplicidad de la PCR, sumada a la facilidad que
provee para controlar las condiciones de la reaccion, a
la factibilidad de analizar minimos volimenes de dife-
rentes tipos de muestras y asus multiples aplicaciones en
los campos de la genética, las enfermedades infecciosas
y el cancer, han hecho de la reaccion en cadena de la
polimerasa la herramienta mas poderosa hasta ahora
conociday de uso mas extendido en el area del diagnos-
tico molecular y en el seguimiento de las terapias
utilizadas'>.

Aplicaciones de la reaccion en cadena de la
polimerasa en la medicina actual. Una de las mayores
ventajas de la PCR radica en la facilidad de efectuar un
diagnostico a partir de pequefias muestras, que se pue-
den conseguir por medio de métodos como cepillado,
aspiracion, biopsia e incluso a partir de material de
archivo fijado o embebido en parafina. Su elevada
sensibilidad es la caracteristica que permite demostrar
las mutaciones causantes de enfermedades, ademas de
funcionar como marcador bioldgico de diagnostico tem-
prano encanceryen laidentificacion de agentes patégenos
enmedios diluidos'4.

Obtencion de huellas de ADN. Aunque las pruebas
de paternidad no forman parte del diagndstico médico, si
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constituyen un excelente ejemplo del empleo de ADN
como huella genética. La PCR ha enriquecido este tipo
de analisis por medio de la identificacion de secuencias
génicas propias de un individuo y/o de su descenden-
cial,

Conel objetivo de obtener huellasde ADN, se pueden
utilizar mini o microsatélites, también conocidos como
VNTR (del inglés variable number tandem repeats) o
repeticiones en tandem de niumero variable. Los VNTR
se encuentran en todos los organismos eucariotas, inclu-
yendo al ser humano, en el que se han estudiado amplia-
mente.

En forma semejante, se pueden identificar otras
secuencias tipicas de procariotas (regiones altamente
conservadas en el ARNribosomal), que también funcio-
nan como huella genética, lo que hace que este principio
sea aplicable para descubrir agentes patdgenos oportu-
nistas en pacientes inmunosuprimidos, como los VIH
positivos, o en muestras de liquido cefalorraquideo de
enfermos con meningitis'®-1%,

Debido a la lentitud y a la escasa sensibilidad de los
métodos convencionales, que implican el establecimien-
to de cultivos celulares, asi como de largos periodos de
incubacién y/o observacion histologica, la huella de
ADN esun instrumento de gran utilidad enlaclinica, en
especial cuando la vida del paciente depende de una
rapiday exacta identificacion del patogeno. Laagilidad
provistapor la PCR para el diagnostico molecular de las
enfermedades infecciosas facilita la toma de decisiones
e incide en la disminucidn de la morbi-mortalidad aso-
ciada conlapatologia diagnosticada'®. Asiporejemplo,
la identificacion mediante PCR del Mycobacterium
tuberculosis o bacilo de Koch tarda cuatro horas, tiem-
po irrisorio si se compara con las seis semanas que este
microorganismo tarda en ser detectado en cultivo®’.

Con respecto a la deteccion y tipificacion del
papilomavirus humano (VPH), la PCR sustituy6 a la
prueba rutinaria de Papanicolaou (PAP), que aunque
util, posee poca reproductibilidad. Propiedades como
sensibilidad y especificidad son enla PAP muy variables
y dependen de la experiencia de las personas que la
llevan a cabo, lo que hace que mas de 50% de las infec-
ciones causadas por el VPH pase desapercibido?'?2, En
la actualidad, un PCR multiplex se utiliza para el
diagnostico simultdneo de enfermedades de transmision
sexual causadas por el virus del herpes, el papiloma y
Chlamydia.
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Deteccion de mutaciones. El diagnostico de ciertas
enfermedades genéticas o de susceptibilidad a las mis-
mas se puede efectuar en muestras de sangre, mediante
la identificacion de mutaciones o polimorfismos en un
gen. Para esto, primero se amplificapor PCR el segmen-
to génico que se sospecha afectado, y a continuacion se
puede optar por aplicar alguna técnica que permita
diferenciar entre los segmentos provenientes de indivi-
duos 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
diagnostico, 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 diagndsticas de rutina que se funda-
mentan 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
delecion de exones en el mismo, hechos que en cualquier
caso son responsables de generar una proteina andma-
1a3. El diagnostico de la enfermedad de Huntington se
puede efectuar mediante la evaluacion del ntimero de
repeticiones CAG que se han insertado cerca del origen
del gen?*. Conrespecto al cancer de tipo heredofamiliar,
son identificables, en caso de cancer de mama, las
mutaciones en los genes supresores tumorales BRCA1
y BRCA2%, asi como en el cancer gastrico lo son las
mutaciones en el gen CDH12%%. Con base en la deteccion
de mutaciones especificas, es posible ademas diagnosti-
car mediante PCR, leucemias, linfomas y sindromes
mielodisplasicos, entre otros?’.

Una ventaja del diagnostico temprano de susceptibi-
lidad a una enfermedad de origen genético mediante
PCR consiste en que permite, no sélo introducir cambios
enelestilodevida, laalimentacion o aun farmacoterapia
en el paciente, con el fin de detener o retrasar la
manifestacion de la enfermedad, sino también efectuar
unseguimiento supervisado.

PCR cuantitativa. Derivada de la PCR convencio-
nal, la PCR cuantitativa es una técnica que tiene como
fin medir la cantidad de acidos nucleicos presentes en
una muestra de tejido. Esta caracteristica hace real la
posibilidad de medir la carga viral (cantidad de ARN
viral que se halla en una muestra de sangre) en pacientes
infectados con VIH?® o con el virus de la hepatitis C?,
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de evaluar la expresion génica en diferentes tipos de
tejido®*3!, de servir como biomarcador en la demostra-
cion temprana de enfermedades y en especial de tumo-
res, asi como seguir la respuesta a medicamentos'.

Enel caso del VIH, laprincipal aplicacion de laPCR
no se orienta a determinar si la persona estd o no
infectada, sino a evaluar, previa medicion de la carga
viral, la efectividad de las medicaciones utilizadas en el
tratamiento de laenfermedad. La carga viral, en conjun-
to conelrecuento de las células CD4+, indican el estado
del sistema inmunoldgico en estos pacientes®. En adi-
cioén, muestras que contienen genomas virales para los
que el huésped atin no ha formado anticuerpos se pueden
analizar mediante la PCR cuantitativa, circunstancia
que suministra la oportunidad de controlarlareplicacion
viral durante los estados tempranos de infeccion y, por
tanto, de disminuir el dafio celular, como se ha demos-
trado en tejido hepatico®.

Otra aplicacion muy popular de la PCR cuantitativa
esta en el diagnodstico prenatal no invasivo, cuyo funda-
mento reside en el andlisis de los acidos nucleicos
presentes en las células fetales circulantes en el plasma
materno’3.

Perspectivas. A un poco mas de 25 afios de su
invencion, la humanidad ha sido testigo de la versatili-
dad de las aplicaciones de la PCR. 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
obtencion de copias de ADN a partir de un molde,
hicieron posible que los beneficios de la técnica se
extendieran mas alla del campo del diagndstico, para
trascender hacia otras dreas de lamedicina ylabiologia.

Avances en el tamafio del producto amplificado
(cadadiamayor) asi como en la eficiencia yrefinamiento
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,
los reactivos seran mas eficientes y disminuiran los
costos asociados.

Sin embargo, aunque la utilizacién de la PCR con
fines de diagnostico y seguimiento de enfermedades
continuard, de acuerdo con su creador Kary Mullis
«...debemos comprender que su uso para amplificar la
informacion genéticay mejorar la secuenciacion pron-
to quedara eclipsado: se hallara una forma de avanzar
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sinnecesidad de amplificar el ADN»**. Mullis se referia
alos progresos experimentados por el naciente campo de
la nanotecnologia, técnica que promete producir cam-
bios significativos en los métodos de diagnostico, asi
como en el empleo y la monitorizacion de la farma-
coterapia®*. La base de esta nueva tecnologia reside en
el uso de nanoparticulas encapsuladas en una matriz de
alcohol polivinilico. La matriz modifica la superficie de
las nanoparticulas para generar cargas negativas que se
acoplan con secuencias especificas de los acidos
nucleicos. La unioén entre las nanoparticulas y el 4cido
nucleico no solo sirve para determinar la presencia de
polimorfismos enun solo nucledtido, sino también para
establecer posibles variaciones en la expresion del ARN.
Es de esperar que los avances en la PCR, sumados a
los conocimientos obtenidos a partir del proyecto del
genoma humano yal desarrollo de nuevas técnicas como
lananotecnologia, puedan facilitar, en un futuro no muy
lejano, el desarrollo de nuevas ymas sensibles formas de
diagnostico lo que, a su vez, se traducira en métodos de
tratamiento mas eficaces y personalizados.
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