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Una mirada a la
tecnica PCR

Proceso que posibilita la obtencion masiva
de ADN para poder develar sus secretos.

Lo natural y las necesidades

Todas las células de un organismo y también
seres unicelulares como las bacterias y las leva-
duras requieren, en su proceso de reproduccion
por mitosis (divisiéon celular), la duplicacion de
suADN, el cual debe seridéntico en ambas célu-
las descendientes. Esto es llevado a cabo por
una serie de enzimas, principalmente por la
ADNpolimerasa. El tiempo en el cual se produce
la multiplicacion del material genético puede
variar entre algunos minutos en bacterias y
hasta aproximadamente 6 a 8 horas en células
de mamiferos.

Hasta hace algunos afios,
una de las limitaciones mas
importantes en los estudios
bioquimicos que involucran
al ADN, era la escasa canti-
dad de muestra, a veces
insuficiente para superar los
requerimientos de las técni-
cas disponibles de detec-
cién. Ante esta restriccion,
los investigadores se realiza-
ron las siguientes preguntas:
¢.Es posible reproducir el
mecanismo de replicacién
del ADN in vitro, es decir
dentro de un tubo de ensayo?
¢ En lugar de copiar una sola
molécula, se podria amplificar, o sea, obtener
del orden de millones de copias idénticas, de al
menos la parte de interés de ese ADNy en poco
tiempo?
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Desarrollo historico y su aplicabilidad

A partir de 1970, aproximadamente, se ini-
ciaron una serie de experiencias que establecie-
ron las bases de la futura técnica de la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa, conocida como
PCR por sus siglas en inglés “Polymerase Chain
Reaction”, que imita la habilidad natural de la
célula de duplicar su ADN. Esta técnica fue
propuesta en 1986 por el cientifico estadouni-
dense Kary Mullis, por la cual recibié el premio
Nobel de quimica en 1993. La misma permite
obtener in vitro un gran nimero de copias de
una pequefia y unica region especifica de inte-
rés del ADN, que de otra manera no hubiese
sido descubierta o no se dispondria de material
suficiente para su analisis molecular.

Sus aplicaciones
EN MEDICINA: La técnica PCR tiene multiples

Fig. 1 Tubo de reaccion conteniendo
los componentes necesarios para
realizar la PCR.
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utilidades dentro de ésta area, ya que permite
realizar estudios genéticos; identificar con una
muy alta eficiencia, pequefias concentraciones
de virus o bacterias causantes de enfermeda-
des infecciosas presentes en el individuo, en el

agua, en alimentos o en el suelo;
detectar el virus VIH, el virus de la
Hepatitis C y la familia de Entero-
virus; detectar en forma prenatal
enfermedades genéticas y trastor-
nos hereditarios; determinar el
nivel de remision en enfermeda-
des oncohematolégicas; confir-
mar la compatibilidad de indivi-
duos receptores y donantes de
organos y realizar analisis de
paternidad humana y de anima-
les.

EN INVESTIGACION: Se puede
enumerar su ayuda en la trazabili-
dad y autenticacion de alimentos
como carnes o pescados; la detec-
cion de plagas de importancia econémica, su
origen y desplazamiento a través de los conti-
nentesy el estudio del ADN proveniente de espe-
cies que han dejado de existir hace millones de
afos y que se ha preservado en inclusiones de
resinas.

EN INVESTIGACION FORENSE: No se puede
omitir el importante uso de esta técnica en la
identificacion de posibles sospechosos en esce-
narios de crimen a través de rastros dejados por
el culpable (sangre, semen, pelos); exonerar
personas falsamente acusadas de delitos e
identificar cadaveres en catastrofes o crimenes.

Enzima ADN
polimerasa

Primers

Utilidad en estudios radiobiolégicos basicos
y de radiosensibilidad individual

En el estudio del efecto de las radiaciones
ionizantes, la técnica de PCR permitié el analisis
de las modificaciones en la estructura de los

Instituto de Energia y Desarrollo Sustentable
Comision Nacional de Energla Atomica

153

QN

N\

AN



N°21 CIENCIA - Técnica PCR

Se separan Los Primeramente la La enzima Se repiten las) /Luego de 30
ambas Brine e enzima ADN ADN etapas |, llylll|| ciclos se
cadenas aparean al polimerasa se une al polimerasa ||V al finalizar el|| dispone de
del ADN segmento complejo Primers-ADN se libera. || Segundo ciclo || 1.073.741.824
con el de interés vy luego comienza a Se obtuvieron | | se dispone de || copias del
segmento ) sintetizar la nueva 2 copias del 4 copias del || segmento de

de interés. cadena de ADN. segmento de || segmento de interés.
interés. interés.
Sec_uencia o - — — —_—
de interés . . -_.
‘ - .
N [ ' i = _— — [re—
p— ] — __— ——
(e ——] | _
ETAPA | J\ ETAPA I J\ ETAPA Ill J —
95°C 40°C 72°C ]
5 min 20 seg 1 min I —
FIN DEL FIN DEL FIN DEL
PRIMER CICLO PRIMER | |segunpo| | ULTIMO
CICcLO CICLO CICLO

Fig. 2 Representacion esquematica de dos ciclos de PCR.

genes y por lo tanto en el comportamiento celu-
lar, debido a distintas calidades de radiacion,
diferentes dosis, tasas de dosis o0 modalidades
de irradiacion, ya sea aguda o crénica. Conside-
rando un individuo o una célula aislada, se ha
definido la radiosensibilidad como la respuesta
de un sistema bioldgico frente a la radiacion. En
los seres humanos se comprueba una variacion
en la frecuencia y severidad de los efectos que
pueden presentarse por una exposicion a radia-
ciones ionizantes, fundamentalmente luego de
accidentes, radioterapia o por otro tipo de trata-
mientos que involucre el uso de radiaciones
ionizantes. Estas diferencias individuales tienen
fundamentalmente asociado un componente
genético.

Metodologia de desarrollo

En cuanto a su ejecucion, es posible realizar-
la en pocas horas y con un costo relativamente
bajo debido a su automatizacién mediante un
aparato llamado termociclador, que esta al
alcance de numerosos laboratorios publicos y
privados.

La técnica de PCR consiste en una serie de
25 a 30 ciclos y cada uno de ellos esta constitui-
do por 3 etapas que requieren diferentes tempe-
raturas. En cada ciclo, la primer etapa (desnatu-
ralizacion) es la separacién de las 2 hebras que
constituyen la molécula de ADN calentando a
94-95 °C durante aproximadamente 5 minutos.
A continuacion se disminuye la temperatura

hasta 40-50 °C durante 20-40 segundos (segun
el caso), permitiendo asi el alineamiento y apa-
reamiento de una secuencia de ADN construida
especialmente y denominada “primer”, que se
unira al ADN que sirve como molde. Finalmente,
durante la fase de elongacién, la mezcla se
calienta a 72 °C y la enzima ADN polimerasa
comienza el proceso de extension del “primer”
durante aproximadamente un minuto, constitu-
yendo el tercer paso y la finalizacion del primer
ciclo. Alfinalizar cada ciclo, la cantidad de ADN
disponible para el ciclo siguiente aumenta al
doble. Si se realizaran 31 ciclos se obtendrian
2.147.483.648 fragmentos del ADN de interés.

Enla Fig. 1 se ejemplifican todos los compo-
nentes de la reaccién en una solucion contenida
en eltubo de reacciony enla Fig. 2 se esquema-
tiza el procedimiento de amplificacion para dos
ciclos.

Conclusién

Esta técnica, junto a otras que la precedieron
como el aislamiento y purificacion del ADN en
1944 y la utilizacion de ADN circular presente en
bacterias para estudios de ingenieria genética a
comienzos de 1970, contribuyeron a grandes
avances en el conocimiento teérico de los pro-
cesos bioquimicos.
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