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METODOS DE OBTENCION DEL DNA

En los dltimos afios los avances realizados en el campo de
la genética molecular han mejorado de forma notable el
conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos y el
diagnéstico de distintas' enfermedades. En el DNA se
encuentra toda la informacién genética del individuo; por
tanto, el primer paso para llevar a cabo un estudio de gené-
tica molecular implica la-obtencién de muestras de 4cidos
nucleicos, especialmente DNA.

Las técnicas de extraccién de 4cidos nucleicos son sen-
cillas, pero es importante mantener una serie de ercaucio—
nes para evitar la degradacién por nucleasas durante la
manipulacién. El objetivo es obtener la maxima cantidad y
la mayor calidad posible de DNA. Se han desarrollado
diversos procedumentos o protocolos de extraccién tenien-
do en cuenta el origen o fuente del DNA. En. los dltimos
afios las casas comerciales han desarrollado diversos kits de
obtencién del DNA a partir de sangre, todo tipo de tejidos
y cultivos celulares que pretenden optimizar los procedi-
mientos para obtener un m4ximo de DNA de buena calidad
y en el menor tiempo posible.

A partir de sangre: Las células nucleadas de sangre
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penfenca son una de las fuentes mds asequlbles y utiliza-

das en medicina para la obtencién de DNA genémico. Con
el procedimiento habitual, entre 10y 30 ml de sangre reco-
gidos sobre 4cido etilendiaminotetracético (EDTA), que
actia como anticoagulante, son suficientes para obtener
varios cientos de microgramos de DNA en forma de frag-
mentos de una talla de hasta 20 kb. En la extraccién se
separan Jos leucocitos y se lisan con una solucién que con-
tiene el detergente dodecilsulfato de sodio (SDS) y la pro-
teinasa K. La proteinasa K es una proteasa muy activa del
tipo de la subtilisina que se obtiene a partir de Tritirachium
album; esta proteasa libera el DNA nuclear al medio| y
digiere las proteinas. Posteriormente, se desproteiniza la
muestra mediante una deshidratacién y precipitacion de las
protefnas celulares provocada con una solucién saturada de
IVaCl y finalmente se obtiene el DNA por precipitacién
con alcohol etilico absoluto (1). Actualmente se pueden
encontrar en el mercado kits y aparatos que automatizan la
extraccion de DNA de varias muestras a la vez en unas
pocas horas,

A partir de tejidos conservados en congelacién: Se
requiere un primer paso de homo genelzacmn que rompa el
tejido y facilite la posterior lisis de las células que forman
el tejido. Después, el tejido homogeneizado se incuba
durante 12 horas con SDS y proteinasa K para desnaturali-
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zar y digerir las proteinas. Posteriormente, el DNA se
somete a una serie de extracciones con fenol y cloroformo
que tienen como objeto acabar de digerir fa{;i;;otelnas y
separarlas del DNA.

.. Apartir de tejidos parafinados: El DNA de estas mues-
" tras es estable durante muchos afios. Se obtienen secciones,
~ se desparafinan y se incuban durante 72 horas con SDS y
proteinasa K. A partir de aqui el procedimiento es idéntico
al descrito para el caso de tejidos conservados por congela-
¢ién: extraccién con fenol-cloroformo y precipitacién con
etanol absoluto. Para futuros andlisis se ha de tener en cuen-
ta?jﬁe a veces el DNA gendmico de tejidos incluidos en blo-
eJemplo,Taé dgsaconsej able montar reaccmnes en cadena de
la polimerasa (PCR) para buscar y amplificar fragineritos de
DNA supenores a 300 a 400 pares de bases Tamb1en es

degradan el DNA de forma mds intensa que otros.

REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA Y PATOLOGIA

La reaccién en cadena de la pollmerasa (PCR) es una téc-
nica extraordinariamente ttil, de gran sensibilidad, especi-
ficidad, versatilidad y sencillez que ha revolucionado el
estudio de las alteraciones moleculares. In vitro es capaz de
generar de forma selectiva y rdpida grandes cantidades de
un determinado fragmento de DNA a partir de. minimas
cantidades del mismo.

La primera PCR fue descrita inicialmente por Kleppe y
cols. en una publicacién de 1971 (2) que pas6 desapercibi-
da al no representar un gran avance tecnoldgico, pues utili-
zaba una DNA polimerasa no termoestable que provocaba
un proceso largo y engorroso. La descripcién de la técnica
tal como la conocemos hoy ocurrié en 1985 gracias a los
trabajos de K.B. Mullis, investigador del eqmpo de H. Erlich
de la Sociedad Perkin-Elmer Cetus Inc., que utilizé una
DNA polimerasa termoestable (3-5). El rapido desarrollo y
éiriplia‘utilizaci(’)n de esta técnica propicié que en 1989 la
revista Science eligiera como “molécula del afio” ala DNA
polimerasa utilizada en esta reaccién (6).

Fundamento de la reacciéon en cadena
de la polimerasa

La PCR se basa en la replicacién del DNA vy est4 disefiada
para producir una amplificacién selectiva de una determi-
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nada secuencia de DNA (DNA objetivo). Se requiere el uso
de dos cebadores oligonucleotidicos ( przmers ) complemen-
tarios a las secuencias situadas en los extremos del fragmen-
to de DNA que se desea amplificar. La reaccion se basa en la
sucesion de varios ciclos de tres etapas (desnaturalizacion,
hibridacién y extensién) que comprehden la desnaturaliza-
cién de la doble hebra de DNA por calor, la hibridacién de
los dos cebadores a sus secuencias complementarias y la sin-
tesis de DNA mediante la accién de una DNA polimerasa
termoestable (Fig. 1). Las tres etapas constituyen un ciclo
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Figura 1. Amplificacién de DNA por técnica de PCR. Se afiaden
secuencias de nucledtidos complementarias a los extremos de la
cadena’'de DNA que se quiere amplificar (primers o cebadores).
De manera ciclica se separan las cadenas de DNA mediante
calor, se acoplan los cebadores, y luego se produce la sintesis de
DNA. Como muestra el esquema, al menos en teoria, se produce
un aumento exponencial de moléculas de DNA (21, 22, 23, 24..).

durante el transcurso del cual la cantidad de DNA objetivo se
ha duplicado. En general en un experimento de PCR el
nimero de ciclos varfa entre 25 y 40, y una molécula de
DNA podr4 ser amplificada de 107 a 1011 veces. No es acon-
sejable aumentar el ndmero de ciclos més alla de 40, puesto
que la amplificacién sigue un proceso exponencial hasta el
ciclo 20 para alcanzar después poco a poco un platd donde
ya no hay mds incremento de produccién de DNA. La tem-
peratura de hibridacién (annealing), el tiempo de cada etapa,
el ndmero de ciclos y las condiciones de la reaccién son muy
variables y se han de adaptar segin la naturaleza del DNA
objetivo y de los cebadores, la calidad de la DNA polimera-
sa termoestable, el tipo de aparato termociclador, etc.

Con esta técnica en la practica se pueden obtener pro-
ductos amplificados correctos con un tamafio inferior a

4000 pares de bases, aunque actualmente se comercializan
'DNA polimerasas especiales que, en teorfa, pueden ampli-

ficar fragmentos de DNA de hasta 40.000 pares de bases.
Los productos amplificados pueden analizarse mediante un
amplio abanico de métodos.
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Condiciones de la reaccién en cadena
de la polimerasa

Debido a la sensibilidad de 1a técnica, uno de los principa-
les problemas es el riesgo de contaminacién por DNA
extrafio, y la subsiguiente aparicién de amplificaciones no
deseadas. Para minimizar este problema es necesario tomar
estas precauciones:

1) Efectuar las extraccwncs de DNA, las reacciones de la
PCR y el andlisis de los productos de amphﬁcac:wn en
dreas geogréficas separadas.

2) Utilizar material de laboratorio exclusivo para PCR.

3) Alicuotar todos los reactivos de la PCR en volimenes
pequefios.

4) Afiadir como tltimo reactlvo el DNA objetivo al tubo de
reaccion.

5) Centrifugar los tubos antes de abrirlos.

6) Utilizar micropipetas con desplazamiento positivo y
puntas con filtro.

En el caso de utilizar DNA extraido de tejidos parafina-
dos, cada bloque debe :ser cortado con una cuchilla de
micrétomo que se reemplaza 0 se limpia con xﬂeno En
ningiin caso se ha de hmplar con etanol, pues podna pro-
vocar la precipitacién del DNA y ser fuente de contamina-
ciones. ‘

La PCR requiere variar rdpidamente y de forma exacta
y precisa la temperaturajcorrespondiente a cada una de las
tres etapas (desnaturalizacién, hibridacién y extensién).
Para ello se utilizan termocicladores, que estdn compuestos
Por uno o mas bloqués térmicos en los que se colocan los
tubos eppendorf de 0,5 ml con la mezcla de reaccién. Con
tal de evitar Ia ¢ evaporacién y conservar estable y uniforme
la temperatura, se suele afiadir a cada muestra una capa de
aceite de parafina, aunque muchos modelos actuales inclu-
yen en la tapa del termociclador dispositivos para que ésta
se mantenga caliente, evitando asi, al estar la tapa en con-
tacto con la porci6n superior de los tubos, la condensacién
y la evaporacién de su contenido. El sistema de calenta-
miento de los termocicladores es habitualmente una resis-
tencia, mientras que el sistema de refrigeracién puede ser
desde un ventilador a un sistema de refrigeracién por agua
o freén. Todos los aparatos llevan un microprocesador para
programar las diversas etapas de cada ciclo con sus tempe-

raturas y duracién. Algunos equipos disponen de una sonda

de temperatura integrada en un tubo de reaccién que logra
medir la temperatura exacta con mas precision.

El ajuste de las condiciones quimicas de la reaccién
permite optimizar la PCR para obtener una buena amplifi-
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caci6n del fragmento de DNA deseado, evitando la apari-
cién de amplificaciones inespecificas de secuencias
extrafias. Para conseguir una buena amplificacién es
importante partir de DNA bien purificado. Cuando se pre-
tende amplificar una secuencia que estd representada una
sola vez en la muestra de partida, la cantidad de DNA ini-
cial debe estar entre 100 y 500 ng, pero si hay diversas
copias la cantidad inicial puede reducirse a 10 ng.

Los cebadores (primers) son secuencias de entre 15 a

30 nucledtidos que se han de hibridar a cada extremo 3’ y

5 de la secuencia de DNA a amplificar. La. cantidad de
cebadores puede variar, pero se utilizan generalmente entre
30y 150 ng. Un exceso de ellos se puede traducir en ampli-
ficaciones no especificas o en la aparicién de la amplifica-
cion de dimeros de cebadores. Al disefiar las secuencias
cebadoras se han de evitar aquellas que puedan facilitar
hibridaciones entre e]las las que contengan poli dATP,
dCTP, dGTP y dTTP para evitar la formacién de estructu-
ras secundarias. La compos1c1on en bases de cada cebador
permlte calcular matemética y teGricamente la temperatura
de hlbndacwn con el DNA objetivo, pero en general la
temperatura de hibridacién se establece de forma empirica
y se sitiia entre los 40 °Cy los 65 °C. En algunos casos se
utilizan cebadores degenerados es decir, mezclas de ceba-
dores muy parecidos que se diferencian en alguna base.
Estos se emplean en la identificacién de algunos grupos de
virus, como los papilomavirus humanos En este caso, se
utiliza un céctel de cebadores que pernnte amplificar varios
DNA andlogos, correspond1entes a distintos genotipos de
virus (7). ‘
La DNA polimerasa termoestable mas utilizada es la
Taq polimerasa, aislada de Thermus aquaticus (8), una bac-
teria termofilica que habita en las fgcﬂtés termales a una
temperatura comprendida entre 70 °C y 80 °C. Actualmente
se obtiene en forma de proteina recombinante expresada en
E. coli. Presenta una actividad méxima entre 72°Cy 80 °C
que corresponde a la temperatura de Ia fase de extensmn o

. sintesis de DNA, que es d% 72 oC. No tiene actividad exo-

nucleasa y, por tanto, no puede correglr posibles errores en
la incorporacion de nucleétidos durante la sintesis de DNA.
Sin embargo, el riesgo de error es poco importante y ha
sido evaluado como 1 entre 75.000 nucleétidos. Las canti-
dades ptimas de la enzima estdn comprend1das entre 1y
2,5 unidades para un volumen final de incubacién de 50 U/L. _

Una cantidad excesiva puede conducir a la amplificacién

de productos no especificos.

El tampén de hibridacién ha de asegurar una fuerza
i6nica correcta y un pH adecuado para la reaccién de la
enzima. Normalmente, se utiliza Tris entre 10 y-50 mM de
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concentracion final con un pH de 8,3 a 25 °C (el pH varia
entre 6,8 y 7,8 durante la amplificacién ya que depende de
la temperatura). Normalmente lleva también KCl a 50 mM,
que facilita la hibridacién ‘de los cebadores; y gelatina
(0,01% en concentracién final), que favorece la accién de
la Taq pohmcrasa En algunos casos se afiade dimetilsulf6-
x1do (DMSO) a una concentracién méaxima final del 10%,
que tiene como funcién 1mped1r la formacién de estructu-
ras secundarias; este producto tiene el inconveniente de
1nh1b1r parmalmente a la enzima.

El MgCl &s un factor critico 1nd1spensable en la PCR.
Influye sobre la hibridacién de los cebadores, sobre la

__especxﬁmdad del producto de amplificaci6n y sobre la acti-

vidad y la fidelidad de la Taq pohmerasa La concentracién
ﬁnal de MgCl, se determina empmcamente y suele situar-
se entre 1 y 4 mM. La PCR no funciona sin suficientes
iones magnesio, péfo una cantidad excesiva puede ser el
origen de productos amplificados inespecificos.

La concentracion de nucledtidos (dNTP) utilizada en la
PCR varia entre 20 y 200 uM y deben estar equilibrados
entre ellos. Hay estrateglas que utilizan dNTP marcados
radioactivamente que seran incorporados en el transcurso
de la PCR y que favorecer4n la deteccién del producto
final.

Variantes de la reaccidén en cadena
de la polimerasa

PCR a partir de RNA (RT-PCR)

Se utiliza para estudiar la expresion de ciertos genes. En
primer lugar, se extrae el RNA total de las células o tejido
en estudio y se separa la fraccién correspondlente al men-
sajero (RNAm). Una vez purificado, el RNAm se transcri-
be en DNAc mediante la franscriptasa inversa (enzima
codificada p(')r retrovirus). Una copia de DNACc es sinteti-
zada a partir de cada molécula de RNAm presente. Luego,
las moléculas de DNAc monocatenarias son convertidas en
DNAc bicatenarias por accién de la DNA polimerasa
(Fig. 2). LaPCR pen_:nitiré entonces la deteccién de RNAm
de baja. expresién poco representados y obtener resultados

_mds sensibles que con técnicas de Northern blot v de h1br1— ‘

ﬂdac10n in situ. Actualmente, existe una nueva enzima ter-
moestable recombinante, la rTth DNA polimerasa de
Thermus thermophilus, que funciona como una transcnpta—
sa inversa y una DNA pohmerasa :

PATOLOGIA
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TRANSCRIPCION
i ' INVERSA

DNA amplificado

Flgura 2 PCR con transcnpcnon inversa. El RNAm se transcribe
a DNAc mediante la transcriptasa inversa. Se sintetiza una copia
de DNAc a partir de cada molécula de RNAmM presente.
Posteriormente, las moléculas de DNAc monocatenarias se con-
vierten en DNAc bicatenarias por accién de la DNA polimerasa y
se amplifican como en una PCR convencional. El ejemplo
corresponde a la amplificacién del transcrito quimérico EWS-
FLI1 en un sarcoma de Ewing.

PCR aSImetr/ca

Produce fraomentos de DNA de cadena simple al utilizar
cebadores a concentrac:1ones molares d1st1ntas en una rela- -
exponencial DNA de doble cadena hasta que se agote el
cebador minoritario. Luego, sélo: la cadena de DNA que
hibrida ton el cebador que queda en exceso serd producido
de forma lineal en los ciclos siguientes; de esta forma el pro-
ducto amplificado final contendr4 de 10 a 20 veces mds de
DNA monocadena que de DNA de doble cadena. E1 DNA de
cadena Shnple es recuperado y puede servir para una secuen-

ciacidn directa segtin la técnica de Sanger (9).

PCR anidada (nested PCR)

Aumenta Ja sensibilidad y la especificidad de 1la PCR. Es

necesario realizar dos PCR consecutivas de 25 a 30 ciclos

cada una (Fig. 3). La primera PCR se lleva a cabo con un -
par de cebadores llamados externos, mientras que la segun-

da utiliza unos cebadores llamados internos que flanquean

una region interna a la secuencia de DNA amplificada en la

primera reaccion. Este sistema aumenta la sensibilidad de

la reaccién y se emplea cuando se parte de una cant1dad

muy baJa de DNA problema

Multiplex PCR

Consiste en hacer diversas amplificaciones en el mismo
tubo de reaccién (por ejemplo, para amplificar varios exo-
nes de un mismo gen colocando diversas parejas de ceba-
dores que estuviesen lo suficientemente alej ados para que
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Figura 3. PCR anidada (nested). Se trata de dos PCR conven-
cionales realizadas de manera secuencial. La primera se lleva a
cabo con un par de cebadores externos, mientras que la segun-
da utiliza unos cebadores situados internamente a los primeros,
que flanquean una regién interna a la secuencia de DNA ampli-
ficada en la primera reaccién.

no se pudieran interferir entre ellas). Se puede utilizar
hasta nueve parejas de cebadores en el mismo tubo de reac-

cién (10).

Touchdown PCR

Reaccion de PCR en dos partes. En la primera, de 20 ci-
clos, se empieza con una temperatura de hibridacién ele-
~vada (65 °C) que va decreciendo en cada ciclo hasta la

temperatura de hibridacién 6ptima. Para evitar la forma-
cién de dimeros de cebadores es conveniente trabajar a
una temperatura elevada; pero, a medida que se forma el
producto, nos interesa mejorar la hibridacién con el DNA
objetivo. En la segunda parte nos interesa la produccién
masiva del producto deseado, y continuamos 20 ciclos
mds a la temperatura de hibridacion optima (11). Si traba-
jamos‘éon cebadores degenerados es dificil calcular la
temperatura 6ptima y se acostumbra a utilizar esta estra-
tegia.

Hot start PCR

Consiste en empezar a una temperatura elevada. Antes de
calentar la muestra, a temperatura ambiente ya se pueden
formar dimeros y uniones inespecificas. Para evitarlo se
calientan a 95 °C todos los componentes de la reaccién y

se afiade en el ultlmo momento la Taq polimerasa atrave-

sando la capa de dceite. Actualmente existen en el merca-

N peratura amb1cnte y que no requieren el procednmento
hot start (12)
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PCR cuantitativa y semicuantitativa
(PCR diferencial)

Por PCR es posible, aunque dificil, el andlisis cuantitativo
de un DNA. Este metodo utiliza un segundo ObJetlvo den—

resultados (13) La PCR cuantitativa se ha utilizado en
estudws de expresion del gen 1}1 MYC en ncuroblastomas

yc- erb B7 en canceres de mama y ovarlo

PCR in situ

Se practica sobre secciones tisulares en contacto directo
con el medio de amphﬁcacmn (14). Para esta variante lo
ideal es utilizar un termociclador adaptado a las ldminas de
preparacién histc)légica Normalmente, se ampliﬁca direc-
marcado. Si se cfectua con nucleétidos marcados, existe el
riesgo de detectar amplificaciones no especificas.

Aplicaciones de la reaccién en cadena
de la polimerasa en patologia

En anatomia patoldgica el estudio citoldgico y/o histologi-
co de las lesiones puede ser confirmado y completado
mediante la técnica de PCR. Se puede utilizar en la detec-
cién de microorganismos (citomegalovirus, herpes virus,
virus de la hepatitis B, micobacterias, papilomavirus, virus
de la inmunodeficiencia humana, etc.), en la identificacién
de alteraciones de protooncogenes en tumores (amplifica-
ciones, mutaciones puhfuales, etc.) y en el diagndstico de
enfermedades hereditarias.
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