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Reaccion en cadena de la polimerasain situ.
Nuevo método para el diagnéstico genético
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
es un método por el cual se logra una deteccién
rapida y especifica de fragmentos genémicos en
muestrasde tejidode interésclinicoespecialmente
en casos en los que el ADN blanco es de cantidad
y calidad insuficiente para determinarlo por otras
técnicas (p.e. Southern blot, dot blot, slot blot,
hibridaciénin situ). Dicha técnica permite la ampli-
ficacion de material genético extraido de biopsias
quirdrgicas, aspirados, raspados, fluidos (sangre,
linfa, saliva, semen, etc.), tejidos congelados o
incluidos en parafina 'y es una técnica simple y
altamente sensible para el diagnéstico molecular.
La amplificacién a partir de una copia sencilla de
interés por medio de un termociclado de 40 ciclos
amplificalxIOBveces lasecuenciablancode ADN.’

Sin embargo, aunque es una técnica extrema-
damente sensible es también una de las mas
susceptiblesde resultados falsos positivos debido
a la contaminacion de las muestras por un mal
manejo de las mismas, ademas de no permitir una
correlacion directa del andlisis molecular con la
histopatologia del espécimen.

La hibridacién in situ, una técnica alternativa
paraladetecciénde secuenciasgénicas,sipermite
estacorrelacion,perono dejade ser unatécnicade
baja sensibilidad especialmente cuando las se-
cuencias blanco son de bajo nimero de copias.
Actualmenteexiste una adaptaciénnovedosa para

la aplicaciéonde la técnica de PCR directamenteal
cortehistolégicoenlalaminilla,conlo que se facilita
la deteccion de acidos nucleicos en células indivi-
duales con un alto grado de sensibilidadporlo que
se le ha llamado: PCR in situ. Dicha metodologia
fue por primera vez reportada por Haase y cols
(1990),%en células infectadasinsituconunlentivirus.
La técnica ha sido ampliamente desarrollada por
Nuovo y cols. (1991a y 1991b),® para localizar
genomas de papilomavirus humanos (HPVs) en
corteshistolégicosde tejidos incluidos en parafina.
Komminothy cols (1992)* usaron latécnicade PCR
in situ para detectar ADN viral, copias sencillas de
genes y rearreglosgénicos en suspensionescelu-
lares. Bagasray cols (1992)° detectaronvirus de la
inmunodeficienciahumana (HIV) en muestrassan-
guineasde pacientescon SIDA. Gosden y Hanratty
(1993)° detectaron secuenciascon bajo nimero de
copias en cromosomas en divisién. Lo anterior
demuestraque estatécnicaes de particularutilidad
enladeteccionde secuenciasgénicasy virales que
pueden estar presentes en un bajo nimero de
copias o cuandosolo unas cuantas células presen-
tan la secuencia blanco, permitiendo la deteccion
en célulasindividualesy en subpoblacionescelula-
res para asi establecer una correlaciéon con la
morfologia del tejido y de la célula. La técnica de
PCR in situ, consiste en la adaptacion de la reac-
cién clasica de amplificacion al corte histolégico,

Becario Residente en Investigacién de la Unidad de Investigacién Medrca en Enfermedades Oncologrcas def Hospital de Oricologia, CMN

SXXI IMSS

** Departamento de Genética y Biologia Molecular. CINVESTAV-IPN

** * Jefe de la Unrdad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncologicas del Hospital de Oncologia, CMN, SXXi IMSS

Gac Méd Méx Vol.134 No. 6,1998

749




Muestra

Fijacion

PCR in situ directa

Amplificacion
Cebadores o dNTPs con

marcaje (digoxigenina, biotina)

1

Inmunodeteccién

Visualizacién

Pretratamiento

PCR in situ indirecta

Amplificacion
Cebadores y dNTPs sin
marcaje.

Hibridacion in sifu
Sonda de DNA marcada
(digoxigenina, biotina)

Inmunodeteccién

Visualizacién

Figura 1. Esquema de los dos procedimientos usados para PCR in situ

pormediode modificacionessencillasde latécnica
original. Es necesario preservar la pureza de los
acidos nucléicos para la amplificacion, la concen-
traciénde laenzimaADN polimerasaseincrementa,
asi como la concentracién de magnesio (cofactor
necesarioparalaenzima). Enlamezclanucleotidica
es posible incorporar nucleétidos marcados y el
numerodeciclosdebe reducirse.Eléxito delaPCR
in situradica en el pretratamientode la muestra de
estudio, en la propiedadde los reactivosusadosen
la amplificaciony en el proceso final de deteccion.
La novedosa técnica ha generado dos variantes
metodoldgicas en su aplicacionin situ: la PCR in
situ indirecta y PCR in situ directa (Figura 1).
Dichas variantesdifierenentre si en la preparacion
delamezcladereacciény delproducto que inmuno-
detectan, de talmaneraque en el métodoindirecto
se necesitaun paso posteriorala amplificacionde
hibridaciénin situ con sondas marcadasy comple-
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mentariasal productode amplificacién,no asipara
el método directo donde la incorporacién en la
reaccion de los cebadores o de un dNTP marca-
dos, evitalanecesidadde usarla hibridacionin situ,
El conocimienin y aplicacion de esta tecnologia
para el estudio de enfermedades tan complejas
como el cancer, infecciones virales o enfermeda-
des genéticas, permite disponerde unafina tecno-
logiadiagnésticacon aplicaciéndirectaala clinica.
Es de preverse que en el futuro se dispondra de
nuevas variantesque modifiquene incrementenla
especificidad y sensibilidad de esta técnica para
hacerla mas accesible y costo-sfectiva. Asi se
podra usar como método de i ‘ina en frotis, raspa-
dos o cepillados de mucosz . .luidos, células en
cultivos, biopsias transoperatoriaso tejidos inclui-
dos en parafina,para servir de apoyo al diagnéstico
clinico y a la terapéutica médica, fin Gltimo de la
investigacion biomédica.
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