METODOS Y APLICACIONES
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Como ya fue estudiado, la aplicacion de las técnicas citogenéticas permiten
identificar las alteraciones cromosOmicas, numéricas y estructurales, asi como in-
teresantes mecanismos biolgicos que explican la patogenia de muchas enferme-
dades. Para conocer la localizacion y caracterizaciéon de los genes que se expre-
san como caracteres diversos del organismo humano, normales y patoldgicos, se
requiere de la aplicacién de las técnicas del ADN recombinante, que incluyen dos
tipos principales: las de clonacion y las de anélisis del ADN. Estos procederes han
revolucionado la Genética Médica, ampliando las posibilidades diagnésticas y la
esperanza en una nueva terapéutica.

En este capitulo se analizan las herramientas en las cuales se basa esta nueva
tecnologia, las principales técnicas que se aplican, su interpretacion y la utilidad
de estos procederes en el analisis de ligamiento en humanos.

CLONACION DEL ADN

Se nombraclonacion atodos aquellos procedi mi entos que tienen como objetivo obte-
ner multiples copiasidénticas (o casi idénticas) de moléculas, células, etc. Estos procedi-
mientos son indispensables cuando se necesita tener un nimero grande de moléculas o
células paraestudios posteriores. Asi, laclonacion del ADN serefiere alosprocedimien-
tos encaminados aobtener numerosas copiasidénticas (o casi idénticas) de un fragmento
especificode ADN. En general, estos procedi mientos son de dostipos: Losrealizadosin
Vivo y los que se hacen in vitro. La clonacién in vivo es aquella que se rediza en
organismosVvivos(casi siempre microorganismos) paralareproduccién del ADN. Por su
parte la clonacion in vitro emplea componentes celulares aislados para realizar este
propésito. El procedimiento por excelenciaque parealaclonacionin vitro eslareaccion
en cadena de la polimerasao PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction). A continua-
cion se describen los fundamentos de estos dos procedimientos.
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Clonaciéonin vivo

Paralaclonacion in vivo, el ADN que se desea clonar se transfiere a una célula con
laayudade un vector. El vector esotramoléculade ADN quetienelapropiedad de poder
replicarse de forma autdbnoma. Cuando se usa solamente con este propdsito recibe el
nombre de vector de clonacion. Paralaformacion del vector de clonacion ademéas de las
moléculas de ADN se requiere del uso de enzimas de restriccién y de ADN ligasas.

Enzimasderestriccidon y ligasas. Su papel en laclonacion

L as enzimas de restriccidn son endonucleasas de origen bacteriano, que constituyen
en estos organismos un mecanismo de defensa contra los ADN extrafios. Existen a
menostrestipos de estas enzimas, pero |as mas empl eadas en la construccion de vectores
son las de tipo 1, porque cortan €l ADN de doble hebra en determinados sitios de una
secuencia especificade nucledtidos. Estas secuencias suelen ser palindromicas, esdecir,
secuenciasidénticas en ambos sentidos delas dos hebras del ADN. Son isoesguizomeros
aquellas enzimas de restriccidn que reconocen la misma secuencia. La mayoria de las
enzimas de restriccion de tipo |1 reconocen sitios de 4 a 6 pares de bases.

En la actualidad se conocen mas de 1000 enzimas de restriccion. La tabla nimero
12.1 ilustralos sitios de corte de alguna de ellas. Las enzimas de restriccion se nombran
de acuerdo con &l microorganismo de donde provienen. Laprimeraletra, en maydsculas,
eslainicial delaespecie; lasdosletras siguientes, en minusculas, €l género, seguidas por
un nimero romano de acuerdo con €l orden de su descubrimiento. De acuerdo con la
formaen que las enzimas cortan al ADN dentro del sitio de reconocimiento se originan
dos tipos de extremos. Si e corte se produce en el mismo lugar en las dos hebras se
forman extremos romos, pero si se produce en lugares diferentes genera un peguefio
sector monofibrilar conocidos como extremos cohesivos. (Figura12.1). Estos segmentos
monofibrilares pueden contener bien el extremo 3" bienel 5.

Cuando se exponen moléculas de ADN de distintos origenes a unamismaenzimade
restriccién, que genere extremos cohesivos, se producen fragmentos que son comple-
mentarios. Si estos ADN se ponen en contacto esos sectores complementarios tienden a
aparearsey las dos mol écul as pueden ser unidas. Para esto Ultimo se requiere de enzimas
ADN ligasas que catalizan la unién de fragmentos de ADN donde solamente falte un
enlace fosfodiéster, si estas hebras forman parte de unamoléculabifibrilar. Launién de
estos fragmentos de ADN de distinto origen produce lo que se conoce como ADN
recombinante.
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Vector

Un vector es una moléculade ADN que puede replicarse autbnomamente dentro de
unacélulahospedera, delacua puedeaisarsedeformapuraparasuandisis. Laclonacion
de fragmentos de ADN humano en un vector, permite la multiplicacion del mismo en
millones de copias, yaque el vector que se replica puede producir un alto nimero de
copias por cadacélulay porquelabacteriao levadura puede crecer indefinidamente en el
laboratorio. Entrelos principal es vectores se encuentran: 1os plasmidos, |os bacteri6fagos
y loscromosomas artificialesdelevadurao YAC (del inglésyeast artificial chromosome).
Estos vectores difieren, entre otras caracteristicas, en el tamafio del ADN deinterés que
permiten insertar para obtener las copias deseadas (Figura 12.2).
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Figura. 12.1. Tipos de corte de las enzimas de restriccién. Observe que la secuencia de bases de ambas
hebras del ADN son idénticas en relacion a eje de corte, por ello se dice que las secuencias son
palindrémicas.
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Tabla12.1 Enzimasderestriccion
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L os plasmidos son moléculas de ADN circulares que se replican de formaindepen-
diente ad ADN cromosdémico en bacterias y levaduras. Son portadores de genes no
cromosomicos entre ellos aguell os que confieren resi stenciaaantibi 6ticos, caracteristica
muy aprovechada para identificarlos. Los plasmidos pueden incorporar fragmentos de
ADN hastade 10 kb de longitud.

L os bacteriéfagos son virus compuestos por un ADN de doble hebra relativamente
largo, cubierto por proteinas. Infectan las bacterias al inyectar su ADN y dejando fuera
de la bacteria sus proteinas. Aprovecha el aparato metabdlico de la bacteria para la
replicacion de su ADN. Los bacteriéfagos admiten ADN extrafio hasta de 50 kb de
longitud.

Los cromosoma artificiales de levadurao YAC constan de todos |os el ementos nece-
sarios para su replicacion, como son, las secuencias de replicacion auténoma, los
centromeros y los telémeros. En ellos se han logrado insertar moléculas de ADN de
varios centenares de kb.
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Transformacion del or ganismo huesped y obtencién del ADN especifico

Cuando un vector ha sido bien construido su introduccion en una célula determinada
provoca cambios en e fenotipo de ésta, fendmeno conocido como transformacion. El
fenotipo transformado es el que permiteidentificar cual es células han captado el vector y
cualesno. Por gjemplo, si unacélulaes sensible alatetraciclinay el vector contiene un
gen de resistencia a ese antibi6tico se produce la transformacion de una célula sensible
en unaresistente. Serian las células resistentes a la tetraciclina las que incorporaron €l
vector de clonacion que fue disefiado. Unavez dentro de lacélulael vector sereplicay
su resultado es la obtencion de multiples copias del ADN deinterés.

Como la membrana de estos organismos generalmente no es permeable a grandes
moléculas, se requiere su modificacion mediante laexposicion aciertas salesde calcio 0
voltgjes elevados paralograr |apenetracién del vector. Este ADN recombinante serepli-
caen las células huéspedes, colocadas en medio de cultivo adecuado, hasta lograr tener
el nimero deseado de copias idénticas (Figura 12.2).
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Figura. 12.2. Si seexponeel ADN deinterésy el vector alamismaenzimas de restriccion que generen
extremos monofobrilares pueden unirse unaa otra a sus secuencias complementarias mediante la accion de
enzimasligasas|o que creaunamoléculade ADN recombinante, es decir, de dos origenes distintos: el
vector y lasecuenciade interés, que puede ser humana.
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Para poder seleccionar |as células que han incorporado el vector, éste habitualmen-
te se construye en ADN gue contienen genes de resistencia a determinados antibi 6ti cos.
Por ejemplo, puede construirse el vector con un plasmido que porta los genes que
confieren resistencia a la tetraciclina y a la ampicilina. Se selecciona la enzima de
restriccién que corte el ADN precisamente en el interior de uno de estos genes (diga-
mos el de latetracicling). Si se toma como hospedera una bacteria sensible a ambos
antibi 6ticos selograralatranformaci 6n deseada pues aquellas que incorporen el plasmido
se transforman en resistentes a la ampicilina. Si las bacterias se hacen crecer en un
medio al cual se haafiadido laampicilina, solamente podran crecer adecuadamente las
células queincorporaron el plasmido. Las bacterias queincorporaron el plasmido don-
de no se produjo larecombinacion, seran resi stentes aambos antibioticos. Paraidenti-
ficarlos se hace unaréplica de la placa de cultivo. Colocando un material absorvente
(puede ser papel de filtro) sobre la placa para que algunas bacterias se adhieran aél y
después cuidadosamente, se colocan sobre otra placa de cultivo que contiene la
tetraciclina. Las colonias que aparecen en la placa original y que no aparecen en la
replica son las sensibles alatetraciclinay por lo tanto las que incorporaron el vector.
Estas colonias se siembran de nuevo en un medio enriquecido para lograr su rapido
crecimiento.

L as colonias de bacterias que poseen una secuencia especifica pueden ser selec-
cionadas también al transferir su ADN afiltros de nitrocelulosa, y desnaturalizarlos
para obtener ADN de una sola hebra, que se pueden hibridar con oligonuclettidos
marcados radioactivamente (sondas moleculares) y asi detectar las colonias que
contienen la secuencia especificay cultivarlas aparte. Las sondas moleculares son
moléculas de ADN de una sola hebra que se obtienen por sintesis artificial a partir
de sus nucledtidos componentes. L as sondas se utilizan paralocalizar una secuencia
especifica de ADN. Al desnaturalizarse el ADN sus dos hebras se separan, si se
anade una sonda cuya secuencia sea complementaria a un sector de ese ADN, la
sonda se unird a mismo por complementariedad de bases. Como la sonda estq mar-
cada con isotopos radiactivos o reactivos fluorescentes, se puede localizar con rela-
tivafacilidad.

METODOSDE ANALISISMOLECULAR

Los métodos de andlisis molecular difieren de acuerdo con el tipo de moléculaal cual
se aplican, ADN, ARN o proteinas. Entre ellos se encuentran:
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- Parael andlisisdel ADN se aplican fundamental mente:
M étodo de Southern (Southern blotting).
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Losestudiosde ligamiento.
La secuenciacion.
- Parad estudio de ARNm:
Northen blotting.
- Parad estudio de las proteinas:
. Western blotting.

Los estudios moleculares pueden ser directos o indirectos. Se practican estudios
moleculares directos cuando el objetivo eslablsqueda o identificacion de las mutaciones
especificas, tal como serealizaen |os siguientes procedimientos:

- Southern Blotting para detectar delecciones en genes.

- Southern Blotting y andlisis con enzimas de restriccion para detectar mutaciones
puntual es que ateran sitios de restriccion.

- Reaccion en cadena de la polimerasa, ya sea seguida de digestion por enzimas de
restriccion, o amplificacion alelo especifica, para detectar mutaciones previa-
mente caracterizadas.

Son gjemplo de pruebas molecul ares indirectas las realizadas por ligamiento usando los
polimorfismos de ADN como marcadores moleculares.
Ampliemos més en los fundamentos de estas técnicas.

Reaccion en cadenadelapolimerasa (PCR)

En 1985 Saiki Mullis'y sus colaboradores describieron una técnica conocida como
PCR, que consiste en la amplificacion in vitro de secuencias especificas de ADN. Me-
diante este procedimiento se pueden generar grandes cantidades de un fragmento de
ADN, apartir de una cantidad minima del mismo. Por o tanto el PCR es una forma de
clonacion in vitro de un segmento de ADN.

Se basaen lapropiedad quetienelas dos cadenas de ADN de disociarsey reasociarse
por calentamiento y enfriamiento. Consiste en la practica en ciclos que constan de las
siguientes etapas (Figura12.3):
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Figura12.3. Reaccion delacadenadelapolimerasa. Observe que de acuerdo con €l nimero deciclos
efectuados el nimero de copias de ADN aumenta en progresién geométrica.

1. Ladesnaturalizacion: Eslaprimerafase del ciclo, se separaladoble cadenade ADN
por calor (aproximadamente 94 ° C).

2. Alineamiento o hibridacién: Eslaunion con los dos cebadores a sus secuencias com-
plementarias. Los cebadores o primers hibridan de forma especifica, o sea, se unen a
las dos hebras complementarias del segmento de ADN que se desea amplificar, de
forma que flanquean sus extremos; es decir, sirven para definir |os extremos del seg-
mento de ADN. La mayoria de los cebadores contienen entre 18 y 30 bases. Si bien
pueden ser disefiados manual mente en la mayoria de |os casos se utilizan programas
informéticos.

3. Sintesiso extensién de ADN: UnaADN polimerasaen presenciade exceso detrifosfatos
de desoxirribonucl edtidos a argal os cebadoresincorporando | os desoxinucl edtidos cuyas
bases sean complementarias a la hebra que le sirve de molde. La ADN -polimerasa
més utilizada en el PCR esla que se obtiene del microorganismo Thermus aquaticus
(Ilamada Taq polimerasa). Estaenzimaestermoestablelo quele permitelasintesisdel
ADN atemperaturas por encimadelos 70 °C y resiste |os 94-95 °C, necesarios para
lafase de separacion de las dos hebras de ADN. Las etapas de hibridacion y sintesis
requieren unatemperatura mas baja que puede estar entre 50-60°Cy 72 °C, parauna
y otra, respectivamente.
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El nimero de ciclos de un PCR depende de lacantidad de ADN del que se partey las
cantidades finales, pero no debe ser mayor de 50. Con sdlo 20 a 30 ciclos del proceso
descrito, se pueden obtener variosmillones de copias delasecuenciadeinterés, flanqueada
por los cebadores utilizados en laamplificacion.

Si bien lareaccién de PCR se puede realizar manualmente, en |os Ultimos afios se ha
generalizado el uso de termocicladores programados, mediante los cuales se logra la
automatizacion de este proceso en menos de 3 horas.

L os productos gque se obtienen del PCR pueden separase mediante el ectroforesis en
gel de agarosa o poliacrilamida. La seleccion de uno u otro depende del tamafio de los
segmentos a separar, |0s que se visualizan generalmente con bromuro de etidio o tincién
con plata.

Unavez obtenida la secuencia de ADN amplificada por PCR, se debe proceder ala
identificacion de mutaciones o variantes polimorficas puntuales por medio deandlisiscon
enzimas derestriccion. En este caso, lapresenciadelamutacion en el ADN problemase
visualizarapor lapérdidao gananciade un fragmento derestriccidn, seglin si lamutacion
destruya o cree unadiana paralaenzimautilizada. También pueden utilizarse cebadores
especificos para cada aelo, no requiriendo estas técnicas el uso de enzimas de restric-
cion

Unadelas principal es desventajas del PCR eslaposibilidad de contaminacién, lo cua
debe tener presente quien desarrolle esta técnica.

Aplicaciones del PCR

Tieneunautilidad extraordinariaparael diagndstico preciso delostrastornos heredita-
rios cuyos defectos moleculares hayan sido definidos. También se ha aplicado en la de-
teccion de patdgenosinfecciososy laidentificacidn de heterogeneidad genéticaasociada
a enfermedades.

Con lareaccién en cadena de la polimerasa, se pueden realizar estudios con escaso
material genético, como pueden ser gotas de sangre seca, pelos, semen, etc., asi como
muestras de archivo, como blogues de tejidos en parafina y fijados en formal, lo que
permiteimportantestrabajos retrospectivosy unaampliaaplicacion en técnicas forenses.

M étodo de Southern (Souther n Blotting)

Este método fue descrito por Edward Southern en 1975, de ahi su nombre. Se basaen
latransferenciapor capilaridad de fragmentos de ADN digeridos con enzimas derestric-
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cioén, separados por electroforesis en gel de agarosa. La corrida electroforética permite
separar los multiples fragmentos obtenidos de acuerdo con su peso molecular. Los més
ligerosmigran o se separan méas del origen donde se aplico lamuestra, mientras quelos
mas pesados quedan mas cercanos al origen. Luego se procede a la separacion de la
doble hélice mediante |a desnaturalizacion alcalina. Estas cadenas simples de ADN se
transfieren por capilaridad, tal como ocurre con la tinta en un papel secante (de ahi la
palabra blotting o mancha), a un soporte sélido que puede ser un filtro de nylon o de
nitrocelulosa. Posteriormente, € filtro se hibrida con unasondamarcadaradioactivamente,
especificadel fragmento de ADN que queremos analizar y, después de lavar paraelimi-
nar el exceso de sonda que no ha hibridado con |os fragmentos de interés, se exponen a
una placa fotogréfica en un cassette con pantalla amplificadora'y se someten a 70°C
centigrados durante 48 a 72 horas, o que permite visualizar los fragmentos deinterés a
revelar laplaca (Figura12.4).

Northern Blottingy Western Blotting

L uego del Southern Blotting se describieron lastécnicas parael estudio molecular del
ARN y delas proteinas. Como anal ogiaen su denominacion con laprimera (Southern en
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Figura. 12.4. Esquemaque representa el procedimiento de transferenciade ADN (Southern blotting). Los
detalles seexplican en el texto.
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Inglés significaen el sur) se prefirié denominarlas Northen blotting y Western blotting
(que eningléssignifican en el nortey en el oeste, respectivamente).

El Northen blotting esel estudio de ARNm mediante el ectroforesisen gelesde agarosa
desnaturalizantes. La transferencia del ARN a un filtro de nylon se realiza del mismo
modo gue en & método de Southern, aungque en este caso no es necesario realizar €l
tratamiento de desnaturalizacion con hidroxido sodico, puesel ARN esun &cido nucleico
dehebrasimple. El ARN transferido al filtro de nylon se hibridadel mismo modo quee
ADN. Este método, denominado Northern blotting, permite confirmar lapresenciade un
ARN determinado en un tejido, conocer el tamafio del transcripto y apreciar e nivel de
expresién de un gen, a la vez que observar fragmentos de ARN inmaduros. En ciertas
ocasiones es posible abservar la presencia de varios ARNm paraun mismo gen, loscuales
pueden aparecer debido al uso delugaresde empa medternativo, alaexistenciadelugares
de poliadenilacién distintos, al empleo de varios promotores 0 a otros mecanismos.

Por medio del Western blotting se puede obtener informacion sobre €l tamarfio de la
molécula proteinica, asi como de la cantidad de la proteina sintetizada. Ello se logra
mediante el aislamiento de la proteina extraida de las células, separada, segin la masa
molecular, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y luego transferida a una
membrana que se incuba con anticuerpos que reconocen especificamente la proteinade
interéslacual puede ser €l producto de un gen mutado. Lareaccion antigeno anticuerpo
puede ser detectada por un segundo anticuerpo dirigido contrael primeroy que presenta
unamarcaque permitelocalizarlo, con el empleo de métodos histoquimicos, fluorescentes
o por radiaciones. Un giemplo de uso de esta técnica es su aplicacion para detectar la
distrofinaen los pacientes con distrofias muscularesligadas a X.

ESTUDIOSDE MARCADORESMOLECULARESPORLIGAMIENTO

Existen varios procedimientos parael estudioindirecto del gen mutado. Todosellosse
basan en la asociacién (ligamiento) entre secuencias del ADN que no siempre pertene-
cenal genbuscadoy éste. Laldgicadel pensamiento eslasiguiente, si € gen mutado esta4
generalmente acompafiado de una secuencia determinada fuera de €, la presencia de
esta secuencia es un indicador indirecto de la presencia del gen mutado. El uso de estos
procedimientos seran estudiados en el capitulo 13. Aqui solamente haremos una breve
referenciaa uno de ellos.

Polimor fismo delongitud defragmentosderestriccion

Este procedimiento consiste en extraer el ADN y fragmentarlo mediante el uso de
enzimas de restriccion. Como resultado se obtiene un grupo numeroso de fragmentos de

151



ADN de diferente longitud que pueden ser separados por electroforesis en un soporte
adecuado (agarosa, poliacrilamida, etc.).

Unamutacion puede tener como resultado que se borre uno delossitios derestriccion
paraesaenzima, o por el contrario que aparezca un nuevo sitio de restriccion. En ambos
casos aparecen nuevos fragmentos de longitud diferente que pueden ser detectados por
comparacion con los resultados habitual es.

Si un alelo especifico estd asociado (ligado) con uno de esos fragmentos, entonces se
puedeinferir lapresenciadel alelo a identificar ese fragmento. Por lo tanto setratade un
método indirecto pues lo que se identifica directamente no es € alelo buscado sino €l
fragmento que habitual mente esta asociado con él (Figura 12.5).
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Figura12.5. FamiliadondeI1-1 esta afectado con fibrosis quistica. El gen paralafibrosis quisticasegrega
junto con el alelo 2 del RFLP. Como 11-1 eshomocigético parael aelo 2 también lo seraparael gendela
fibrosis quisticay por lo tanto seré enfermo.

SECUENCIACION DE ADN

El proceso de secuenciacion consiste en determinar el orden delos desoxinuclettidos
en la molécula del ADN. EI ADN que se va a secuenciar (ADN molde) puede estar
introducido en un vector, o bien puede proceder de unaamplificacion por el méodo dela
PCR, y debe estar desnaturalizado. EI método consiste enlo siguiente: EI ADN desnatu-
ralizado se incuba con una ADN polimerasa, los cuatro desoxinucleétidos y un
didesoxinuclettido, esdecir, que carecede OH enlaposicion 3'. A estamezclase afade
un oligonucledtido que escomplementario d extremo 5” del ADN molde, queesel cebador.
El cebador seunea extremo 5 por complementariedad de basesy proporcionael inicia-
dor necesario para la accion de la ADN polimerasa. Cuando la enzima incorpora un
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didesoxinucledtido lapolimerizaci6n seinterrumpe, pues como este nucledtido carece del
OH delaposicién 3 no puede unirse con € siguiente.

En los métodos clasicos, no automatizados, paraladeteccidn se utilizan cuatro mezclas
de reaccion y en cada una de ellas se coloca un desoxirribonucledtido marcado
radiactivamente. Con este procedi miento se obtiene un grupo de cadenas de distintostama:
fos, cada unadelas cuaesfinaizaen e didesoxinucledtido marcado afiadido alamezcla
Los fragmentos obtenidos se separan segun su tamaiio por electroforesis en gel de
poliacrilamida capaz de separar segmentos quedifieran en un solo nucledtidoy sevisualizan
mediante autorradiografia. Lalecturadelostamafios de losfragmentos obtenidos con cada
didesoxirribonucl eétido se corresponde con lasecuenciacomplementariadel ADN molde.

En la actualidad existen equipos (secuenciadores o autoanalizadores de ADN) que
realizan lalectura delos geles de forma automatica. En un refinamiento de latécnica se
emplean marcadores fluorescentes de cuatro fluorescencias distintas, obteniendo la se-
cuencia de forma mucho més rdpida, a la vez que analiza simultaneamente varias se-
cuencias. El perfeccionamiento de latécnica de secuenciacion autométicadel ADN est4
permitiendo un avance considerable en el estudio del genomahumano.

RESUMEN

1. Lasherramientas que se utilizan en Genéticamol ecular incluyen, entre otras, lasenzimas
derestriccion y ligasas, las sondas, los vectores'y los hospederos.

2. Para obtener copias suficientes de ADN puede utilizarse las técnicas de clonacién in
vitro o in vivo (Reaccién en cadena de la Polimerasa).

3. La clonacion in vivo incluye la produccion de fragmentos de ADN con el uso de
endonucleasas de restriccion, laincorporacién de éste aun vector adecuado (plésmido,
fago o YAC), laintroduccion de dicho vector en un hospedero y laposterior seleccion
de clones que contengan una secuencia especifica.

4. Mediante métodos de estudio molecular se pueden estudiar ADN, proteinasy ARN.
Losestudiosde ADN pueden ser directos (PCR, Southern blotting y la secuenciacion)
o indirectos (RFLP). Los métodos para estudiar ARN y proteinas se denominan:
Northern blotting y Western bl otting, respectivamente.
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