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a reaccién en cadena de la polimerasa

(RCP) fue desarrollada por Kary Mu-
llis en los afios ochenta. Al igual que la
técnica de secuenciacién de) acido desoxirri-
bonucleico (DNAY), la RCP ha revoluciona-
do la genética molecular, haciendo posible el
estudio y andlisis de una amplia gama de
genes, que incluso pueden obtenerse a partir
de un genoma complejo, como es el de los
mamiferos donde pueden existir alrededor
de cien mil genes.

Muchas de las técnicas en genética mole-
cular son muy costosas y laboriosas. La
mayoria de ellas tiene que ver con la clona-
cion y los métodos que estan disefiados para
detectar secuencias especificas de DNA. En
cambio, la técnica de RCP permite producir
un enorme numero de copias de una secuen-
cia de DNA especifica (amplificarla), sin
recurrir a {a clonacidn (véase figura | ).

La reaccion en cadena de la polimerasa

El método se basa en las caracteristicas de
la estructura quimica del DNA y su replica-
cioén semiconservativa. Es decir, de acuerdo
con el modelo de Watson y Crick. el DNA
es un polimero formado por dos cadenas
complementarias (cadenas antiparalelas),
constituido por unidades de desoxirrbonu-
cledtidos de cuatro bases nitrogenadas ade-
nina, guanina, citocina y timina unidas al
az(car desoxirribosa. La parte que no varia
en la molécala del DNA consiste en desoxi-
rribosas unidas por grupos fosfato. Especifi-
camente el hidroxilo 3' del aziucar de un
desoxirribonucledtido se une al hidroxilo &'
del siguiente aziicar a través del puente fos-
fodiester (véase figura 2). Para duplicarse.
el DNA se separa en sus dos cadenas com-
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plementarias; asi, cada una de elles sirve de
molde o plantilla. Al final del proceso se
obtendran dos moléculas de DNA, cada una
de ellas formada por una cadena original y
una cadena complementaria que ha sido sin-
tetizada “de novo.” La enzima que realiza
este proceso se denomina DNA polimerasa.
Esta enzima afiade los nucledtidos en el hi-
droxilo 3‘ terminal de la cadena de DNA
paterna. En otras palabras, se requiere una
cadena con un grupo 3' OH disponible, el
cual es el iniciador, para formar el enlace
covalente fosfodiester 3'-5'. La reaccion de
alargamiento, catalizada por la DNA poli-
merasa, consiste en un ataque nucleofilico
del atomo de fdsforo del desoxirribonucleo-
tido (dNTP) al 3' OH del iniciador, para
formar la unién covalente fosfodiester (véa-
se figura 2).

El aspecto mds importante de la doble
hélice de DNA es la especificidad de aparea-
miento de las bases del modelo de Watson y
Crick, quienes dedujeron que la adenina debe
aparearse con la timina, y la guanina con Ja
citocina, debido a las uniones hidrégeno que
se establecen entre las bases y a la restric-
cion‘estérica que se produce.

Las dos cadenas de DNA se separan fa-
cilmente coando las uniones hidrégeno de
las bases se rompen. Esto se realiza cuando
una solucion de DNA es calentada entre 77
y 100°C. Las bases complementarias se
reasocian espontaneamente para formar la
doble hélice cuando la temperatura descien-
de. Este proceso de renaturalizacion se de-
nomina alineamiento. La facilidad con la
cual la doble hélice puede separarse y reaso-
ciarse es crucial para las funciones bioldgi-
cas del DNA.

El método RCP emplea ciclos repetidos



de sintesis in vifro del DNA dirigida por un
oligonucledtido iniciador. Las secuencias de
los oligonucledtidos iniciadores se determi-
nan en base a una parte conocida de la se-
cuencia del DNA molde, ya que deben ser
complementarias a cada una de las cadenas
del DNA, dejando libres [os lados opuestos
para poder ser amplificados. Dichos oligo-
nucledtidos sirven como iniciadores para la
sintesis in vitro del DNA, [a cual es cataliza-
da por la enzima DNA polimerasa, y ellos
también determinan los extremos del frag-
mento del DNA final que se obtiene. El prin-
cipio de la téenica de RCP esté ilustrado en
las figuras 3 y 4.

La distancia entre ios oligonucledtidos
tniciadores es determinada empiricamente y
depende de muchos factores. La longitud
entre los oligonucledtidos iniciadores para
ensayos de diagndstico puede ser entre 50 y
1,500 bases de nucleétidos.

Basicamente, cada ciclo de RPC consiste
de tres etapas (figuras 3 y 4).

[) En la pnmera etapa, el DNA molde es
incubado a alta temperatura (92-98°C, de
30-90 segundos), para separar las cadenas
complementanias, desnaturalizacion del DNA
y asi hacerlas accesibles al apareamiento
con el iniciador especifico.

1I) La etapa de alineamiento, en la cual
la mezcla de reaccion es enfriada para per-
mitir que los oligonucledtidos iniciadores se
alineen o hibriden las secuencias comple-
mentarias del DNA blanco.

[Il) La reaccion de extensidn, general-
mente llevada a cabo a una temperatura in-
termedia, en la cual la DNA polimerasa co-
pia el DNA entre las secuenctas correspon-
dientes a los oligonucleotidos iniciadores.

Estas tres etapas de la reaccion constitu-
yen un ciclo térmico. Un protocolo tipico de
la RPC incluye de 30 a 50 ciclos. Cuando
cada ciclo térmico se completa, los fragroen-
tos recientemente sintetizados sirven como

Los componentes de la reaccién

1) La DNA polimerasa. Inicialmente se em-
pled la DNA polimerasa de Escherichia coli,
como enzima polimerizadora, pero debido a
su inestabilidad térmica era necesario agre-
garla en cada ciclo, haciendo muy costosa la
prueba. Tomando en cuenta la serie de pro-
blemas técnicos que se presentaban al usar
enzimas que perdian su actividad por las
altas temperaturas, se purificé una enzima
termoestable a partir de bacterias Thermus
aquaticus, que actualmente se conoce como
Taq DNA polimerasa. Esta enziroa tiene un
peso molecular cercano a los 93,310 Da y
st temperatura ptima, en que se observa su
actividad maxima, es entre 75 y 80°C; su
tasa de incorporacion de nucleotidos, Kcat,
es de unos 150 nuclebtidos/seg./enzima.

2) El DNA molde. La concentracion de
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Figura 1. Clonacién del DNA. Las ctapas en la clonaciér de
genes implican: el corte del DNA que se va a clenar con enzimas
de restriccién (endonucleasas), 1a incorporacion del genoma en
un vector (ptasmido), el cual fue cortado con la misma enzima de
restriccidn. La mezcla se liga dando lugar al plasmido recombi-
nante. Los pldsmidos son introducidos a una bacteria: usualmen-
le Escherichia coli. Una manera sencilla de detectarlos poste-
riormente cn el laboratorio, es haciendo crecer las bacterias en
un medio de cultivo con un antibidtico, que permite la seleccién
de las bacicrias portando plasmidos recombinantes.

DNA blanco, y en unos pocos ciclos mas, e}
producto predominante sera una dnica clase
de fragmento de DNA cuya longitud corres-
ponde a la distancia entre los oligonucledti-
dos iniciadores. Asi, 1a repeticion del ciclo
origina una acumulacion geométrica de las
secuencias amplificadas.
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DNA molde en la reaccién depende de la
fuente utilizada, e idealmente se requieren
aproximadamente de 300 nanogramos a |
microgramo de DNA gendmico. En el caso
de usarse genes clonados en plasmidos, de
25 a 100 nanogramos de su DNA son mas
que suficientes.

3) Los oligonucledtidos sintéticos inicia-
dores. Se deben seleccionar dos oligonucled-
tidos, que hibriden con regiones del DNA
molde y que estén iocalizados en los extre-
mos de la region de interés. La Jongitud de
los oligonucledtidos es de 15 a 30 nucledti-
dos y su secuencia debe presentar la mayor
stmilitud posible con la secuencia del DNA
blanco, ya que de ello depende el éxito y la
especificidad de la amplificacién. Se reco-
mienda que la complementariedad entre el
otigonucledtido y la secuencia molde sea cer-
cana al 100%, en las (1ltimas 5 a 6 bases del
extremo 3' del oligonucleétido, para asegu-
rar la amplificacion. Se debe evitar la com-
plementariedad entre los dos oligonucledti-
dos, para que no se formen dimeros o conca-
tenameros, ademas de evitar oligonucleoti-
dos que favorezcan la formacion de estruc-
turas secundarias que interfieren con el ali-
neamiento correcto. Idealmente, en cada 100
il de reaccidn, la concentracion aceptable
de cada oligonucledtido oscila entre 0.05 y
1.0 uM.

4) Los desoxirribonucleétidos de trifos-
fato, dNTPs. Las concentraciones minimas
de dNTPs disminuyen el indice de incorpo-
raci6n erronea de los nucleétidos, mientras
que concentraciones muy altas disminuyen
la especificidad de la reaccién, por lo que la
concentracion debe optimizarse.

Concentraciones entre 20 y 200 uM pro-
porcionan resultados Optimos, debiéndose
igualar la concentracion de cada uno de los
cuatro dNTPs en concentraciones equimola-
res.

Contaminacion de las reacciones de RCP

Debido a que et RCP puede generar trillones
de copias del DNA de la secuencia molde, la
contaminacion de las reacciones de amplifi-
cacién con productos de una reaccion pre-
via, ya sea con DNA exdgeno o con otro

material celular, puede crear problemas tan-
to en la investigacién como en la aplicacidn
diagndstica.

En general, 1a atencién debe ser muy
cuidadosa en ¢l procedimiento del laborato-
rio; tan es asi, que la zona de preparacion de
la reaccién debe estar separada del area de
analisis del producto de la reaccion y, de
esta forma, se minimiza el riesgo de conta-
minacidn. Ademas, se debe tener a la mano
un sinnimero de controles negativos para
monitorear y revelar los contaminantes. Se
debe prevenir la formacidn de aerosoles ¢
incluir tambijén un testigo positivo, particu-
larmente en el caso de reacciones con fines
diagnosticos.

Anilisis del producto de una RCP

Después de la amplificacion, al finalizar la
reaccion, ¢l DNA de interés puede ser colo-
cado en un gel de agarosa (menos de la
décima parte det volumen obtenido), realizar
el corrimiento electroforético, tenirlo y ob-
servar en luz ultravioleta el producto de la
RCP.

El andlisis fino y la caracterizacion se
realizan empleando metodologias adecuadas
para cada caso en particular. como es el
analisis electroforético en geles de poliacri-
lamida, digestiones con enzimas de restric-
cién, hibridacién con detectores especificos
(genes clonados) o secuenciacion nucleotidi-
ca, por mencionar sélo algunas.

Aplicaciones de la RCP

+ Clonacidn. En el campo de la biologia
molecular, el RCP se utiliza para la clona-
cién molecular de genes y su secuenciacion
nucleotidica. EI RCP favorece la clonacién
si se incorporan regiones de restriccion (si-
tios especificos donde las enzimas endonu-
cleasas de restriceion. cortan especificamen-
te el DNA), en los extremos 5', cuando se
sintetizan los oligonucledtidos, de tal mane-
ra que es posible clonar los fragmentos que
se amplifiquen al aprovechar estos sitios de
restriccidn del vector (véase figura 1).

» Anélisis y cuantificacion de la expre-
sidn genética, basado en el estudio de la



cantidad de RNA mensajero (RNAm). En
estos casos se requiere de la sintesis de un
DNA copia (DNACc), a partir del RNA mues-
tra. por medio de la enzima transcriptasa
reversa (enzima replicasa viral que sintetiza
DNA a partir del RNAm). Este DNAc se
utiliza como motde para amplificar las se-
cuencias de interés al utilizar los oligonu-
cledtidos adecuados.

* Diagnéstico clinico. En estc campo., la
RCP se usa en la genética médica para el
diagnostico de enfermedades hereditarias y
de algunas cromosomopatias comunes; en el
campo de la inmunologia se emplea para
determinar asociaciones entre el complejo
mayor de histocompatibilidad y la predispo-
sicion genética para el desarrollo de enfer-
medades autoinmunes; en el campo de la
oncologia, para probar mutaciones activa-
doras de oncogenes o supresoras de antion-
cogenes, para detectar arreglos cromosémii-
cos presentes en procesos neoplasicos y para
la deteccion de virus v de las secuencias
ONCOZENICas.

Entre las enfermedades genéticas en las
que la téenica de RCP se ha empleado con
€xito. y como apoyo al diagnoéstico, debe-
mos mencionar: fa fenilcetonuria, debida a
mulaciones autosomicas recesivas del gen
de la fenilalanina hidrotasa; ta fibrosis quis-
tica (ue se presenta como resujtado de
mutaciones que afeclan la funcion de un
canal de cloro: y la distrofia muscular, que
resulta de mutaciones en el gen de la distro-
(ina. que se hereda conyo un rasgo ligado al
cromosoma X.

En la microbiologia, la RCP se ha utifi-
zado en el diagndstico rapido y preciso de
infecciones producidas por bacterias, hon-
g0s y virus, particutarmente de aquellos mi-
croorganismos dificiles de detectar por ana-
lisis microbiolégico directo y cultivo. Por
ejemplo, en el caso del género Mycobacte-
ria, que consisie en un grupo de bacilos
acido-resistentes, los cuales incluyen a pato-
genos humanos y animales. existen tres es-
pecies conocidas como patogenas humanas:
Mycobacterium ruberculosis, M bovis. y M.
leprae. Sin embargo, en {as altimas décadas
se describieron un niimero importante de otras
especies patogenas oportunistas (M. aviun.,

M. intracellulare. M. -g—p=g

kansaii 'y M. simiae), 'o
Jas cuales pueden cau-
sar enfermedad severa
cuando las defensas ce-
lulares normales estan
deprimidas temporal-
mente. El ejemplo mas
sorprendente es, proba-
blemente, la prevalen-
cia de la infeccion dise-
minada por M avium
en pacientes con SIDA.
El establecimiento det
diagnéstico definitivo
de infeccion por mico- H,C
bacterias radica en el
aislamiento. cultivo e
identificacion del micro- (I)
organismo. Debido a su
largo pertodo de gene-
racion, las técnicas de
cultivo requieren de tres-ocho semanas. El
diseido y empleo del método de amplifica-
cion del DNA ribosomal (DNAr) (secuen-
cias del DNA que codifican para el RNA
ribosomal de la subunidad 30S) por la téeni-
ca de RCP. proporciona una identificacion
exacta del microorganismo, por el hecho de
que este DNA estd muy conservado en las
diferentes especies. y es especifico def mi-
croorganismo a nivel de especie. Asi, la iden-
tificacién puede ser obtenida en solo dos
dias.

Actualmente se han disenado marcado-
res o detectores que periten la identifica-
cion de parasitos como Plasmodium sp, res-
ponsable del paludismo: Leistmania sp, ves-
ponsable de la enfermedad de Chagas; y
Tripanosoma sp. responsable de la tripano-
somiasis.

También se ha empleado la técnica de
RCP para detectar aquellos microorganis-
Mos que son resislentes a tos antibidticos y,
por ende. los genes responsables de esa re-
sistencia. Ello se ha podido realizar en pus y
en otros liquidos corporales. sin que sea ne-
cesario aislar y caracterizar al microorga-
nismo. Esta practica puede ser de gran utili-
dad en el manejo adecuado de antibidticos a
vivel hospitalario.

Lo
H,C*

CITOSINA

Figura 2. Estruclura de
la cadena de DNA,
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Figura 3. El ciclo de la RCP. La muestra de DNA
¢s calentada para separar las hebras de DNA
(desnaturalizacién inicial), y entonces la mezcla de
reaccion realiza ciclos repetitivos que incluyen el
alineamiento con Jos iniciadores. sintesis del DNA.

Uno de los campos principales de aplica-
cion de RCP en la deteccion de agentes pa-
togenos es el desarrollo de métodos rapidos
y sensibles para detectar el virus HIV-1. que
causa e SIDA. Gracias a que se conoce |a
secuencia completa del genoma del HIV-1,
se utilizan pares de oligonucledtidos para
amplificar los fragmentos conservados de
las regiones env y gag de este virus. las
cuales codifican para la sintesis de las pro-
teinas que forman las envolturas del virus y
que se localizan en los linfocitos humanos.
Otro campo de aplicacion del RCP es la
deteccion del papiloma-virus del humano,
HPV, el cual se asocia con ciertos tipos de
cancer cérvico-utering.

* La amplificacion por RCP también per-
mite la deteccion de DNA de poco menos de
100 células por 100 gramos de muestra, y es
usado en la ingenieria genética de microor-
ganismos y el monitoreo de poblaciones in-
dicadoras y patégenas en suelo. agua y sedi-
mentos. El producto de la RCP puede ser
cuantificado, permitiendo la estimacion de
micreorganismos y de ARNm especifico en
muesiras de) medio ambiente. Otro uso es la
medicion de Ja expresion genética de los mi-
croorganismos viables. La RCP es usada
para clonar genes, permitiendo la secuencia-

cion de los mismos, aun de aquellos micro-
organismos ambientales importantes que to-
davia no han podido ser cultivados.

s Una de las caracteristicas de la evolu-
cion, es la capacidad de cambio en las espe-
cies, las que aunque estén cercanas filogené-
ticamente, pueden tener una variabitidad ge-
nética enorme. La RCP contribuye al cono-
cimiento de la variabilidad de grupos de or-
ganismos. ya que al disefiar oligonucledtidos
adecuados, ésta sera evidente en el analisis
del resultado de la amplificacion. Es posible
detectar diferencias tan s6lo en una posicion
y en la secuencia del DNA donde haya ocu-
rrido una sustitucion o una delecidn de ba-
ses.

+ En ¢l proceso de evolucion, la RCP se
ha aplicado a estudios de secuencias conser-
vadas de] DNA. acelerando la reconstruc-
cion de arboles filogenéticos y se ha conver-
tido en el instrumento mas accesible para el
analisis de especies en vias de extincion,

La arqueologia también ha encontrado
una herramienta poderosa en el andlisis ge-
nético de las muestras biolégicas antiguas
como, por ejemplo, las provenientes de mo-
mias y fosiles en donde se lograron amplifi-
car algunos fragmentos de secuencias del
DNA mitocondrial. En este sentido. ha re-
sultado de mucho interés la amplificacion de
estos fragmentos del DNA a partir de mues-
tras de tejido del mamut siberiano, cuya pre-
servacion fue por congelacion.

*» Uno de los campos mas ampliamente
estudiados en los wltimos anos es el que
conciemne at proyecto “genoma humano”. en
el cual se ha recurrido al método de RCP
para identificar nuevos genes, sus secuen-
cias y mutaciones. A largo plazo este esfuer-
zo permitira entender las bases moleculares
de muchas enfermedades.

» Aspectos legales. Una de las areas que
mas se ha visto enriquecida con la imple-
mentacion de la RCP, es la medicina legal.
donde actualmente se realiza un analisis mas
veraz de las pruebas de patermidad y de la
identificacion de individuos a través de la
tipificacion de regiones cromosomicas con
secuencias de DNA altamente variables o
polimérficas. El principio de esta aplicacion
se basa en la variabilidad genética que existe



entre los individuos, ademas de la gran sen-
sibilidad del método, ya que por medio de él,
se amplifican fragmentos a partir de canti-
dades pequerias de DNA que se obtienen de
los restos del tejido epitelial, sangre seca,
semen o cabello. Comparando los patrones
que especificamente se obtienen de cada in-
dividuo, se puede determinar a quién perte-
nece esa muestra de DNA. Debido a que
este proceso se ha comercializado, su practi-
ca en criminalistica es comin en diversos
paises, entre ellos México.

Aspectos éticos

La habilidad para amplificar un segmento
especifico de DNA en una simple reaccion
automatizada ha tenido uvn gran impacto en
muchas areas, como se ha descrito en los
parrafos anteriores. Sin embargo, esta meto-
dologia ha permitido un acceso incrementa-
do al analisis del DNA, el cual ha sido defi-
nido como la “democratizacion de la secuen-
cia de DNA” o, en otras palabras, como “la
practica de la biologia molecular sin un per-
miso”. Esto hace referencia a lo sefalado
por Chargaff sobre la biologia molecular
cuando afirma que ésta es por si misma “la
prictica de la bioquimica sin una licencia”,
lo que sin lugar a dudas plantea un proble-
ma ético legal. al que la humanidad en su
conjunto se enfrenta.

En Jos Estados Unidos de Norteamérica,
en la Comunidad Econémica Europeay, re-
cientemente, en nuestro pais, se ha iniciado
un debate sobre el uso de esta metodologia,
sus aplicaciones y sus consecuencias sobre
la integridad bioldgica del ser humano.

Desgraciadamente este debate parece que
se desarrolfa a un ritmo muy inferior con
respecto al acelerado avance en el desarrollo
de los reactivos, instrumentos y protocolos
de investigacion relacionados con la RCP.
Aunque, por otra parte, no podemos sosla-
var que la técnica estd permitiendo. tanto a
investigadores como a aquellos dedicados a
la clinica, hacer mas accesible la informa-
cion codificada en las secuencias nucleotidi-
cas y aplicar la reaccion en cadena de la
polimerasa a la solucion de una muy amplia
gama de problemas.
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Figura 4. Reaccion cn cadena de la polimerasa. En
(2 figura sc muestran tos pasos de la RCP, asi como
fa amplificacion resultante de las copias de DNA de
la regidn blanco.
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