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RESUMEN

ADN recombinante

en el diagnostico clinico

La biologia ha evolucionado al grado que hoy sus métodos de andlisis son a nivel molecular. Derivado de
este conocimiento se han desarrollado tecnologias altamente sofisticadas; una de ellas es la tecnologia de
ADN recombinante, la que permite manipular in vitro la informacion contenida en el genoma de una
célula. Una de sus aplicaciones es en el diagndstico clinico para la deteccion de agentes patégenos y/o
condiciones particulares del material genético que derivan en una patologia determinada.

Todos los organismos codifican su informa-
cién genética en el ADN (4cido desoxirribonu-
cleico) o ARN (acido ribonucleico). Este conoci-
miento fundamentado en los experimentos de
transformacién de cepas avirulentas en virulen-
tas de neumococos (Avery, Mc Lead y Mc Car-
ty, 1944, y los de Watson y Crick 1953), que
senalan que el ADN posee una estructura de
doble hebra complementaria, lo que permite a
esta molécula servir de molde o templado para
dirigir la formacién de otras dos moléculas
idénticas a la original y en la que la informacién
genética estd codificada en un arreglo lineal de
bases nitrogenadas (adenina, guanina, citosina
y timidina); son las bases fundamentales de la
bioquimica de los dcidos nucleicos y su relacion
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con la mantencién de la informacién genética.
Investigaciones posteriores han permitido: 1)
descifrar el cédigo genético (secuencias de ba-
ses nitrogenadas del ADN —tripletes— que re-
conocen aminoacidos particulares) y, a su vez,
el orden secuencial de los tripletes establecen
una secuencia proteica definida y 2) conocer
elementos estructurales propios de los acidos
nucleicos y enzimas que modifican su estructu-
ra (polimerasas, ligasas, nucleasas, etc.), lo que
ha permitido disponer de nuevos elementos
para entender los complejos mecanismos de la
expresion génica y su regulacion.

A partir de este conocimiento ha surgido una
tecnologia orientada a manipular los me-
canismos béasicos de transferencia de informa-
cién con el fin de obtener provecho con distin-
tos objetivos, que van, desde la mejoria y la
preservaciéon indefinida de organismos, hasta
la obtencién de cantidades masivas de protei-
nas de interés particular como son hormonas,
vacunas, antibiéticos, toxinas y otras de varia-
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do orden. A esta tecnologia biolégica se le de-
nomina Tecnologia de ADN Recombinante
(rADN).

Mirando con un interés médico, esta nueva
tecnologia nos permite hoy en dia contar con un
novedoso enfoque en el diagnostico clinico. En-
fermedades hereditarias, patologias cronicas,
cancer, enfermedades infecciosas se pueden
ver beneficiadas en su diagnostico y/o trata-
miento con procedimientos derivados del ma-
nejo de la bioquimica de acidos nucleicos.

ELEMENTOS BASICOS DE rADN

La tecnologia de ADN recombinante esta ba-
sada en cinco elementos basicos (Figura 1):
—en la posibilidad de cortar, unir y copiar es-

pecificamente la doble hebra de ADN me-

diante enzimas llamadas nucleasas de res-
triccién, ligasas y polimerasas, respectiva-
mente;

— en la hibridizacién de acidos nucleicos, que
permite identificar secuencias especificas de

ADN o ARN con precision por la propiedad

Gen(ADN)
plasmidio
Ligamento recombinante
+ g
Vector
( plasmidio
0 virus)
0%0
00

de unirse que tienen secuencias complemen-

tarias;

— en la capacidad de multiplicar a voluntad un
gen particular, asi un trozo especifico de
ADN es integrado a un virus o plasmidio que
le permite, a su vez, la amplificacién en una
bacteria o levadura;

— en la posibilidad de conocer la secuencia pre-
cisa de nucleétidos de un trozo de acido nu-
cleico;

—en la posibilidad de marcar (con is6topos
radiactivos u otras moléculas) el acido nu-
cleico para su localizacién posterior.

Hoy en dia se conoce un nimero elevado de
genes que codifican otro tanto nimero de pro-
teinas; asi, al tener a la mano un gen especifico,
nos permite contar con una poderosa arma para
conocer si este gen se encuentra presente en el
material genético de una muestra clinica que
nos interesa analizar, tales como aislados infec-
ciosos, especimenes quirtirgicos, células san-
guineas. El principio bésico involucrado radica
en que la informacion genética estd enel ADN y
que el poseer éste una doble hebra, un gen
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FIGURA 1. Generacién masiva (clonamiento) de un gen de interés (adaptado de Referencia N° 3).
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particular puede ser detectado al hibridizarlo
con una hebra complementaria al gen de inte-
rés. Una de las dos hebras (la que incubamos
con la muestra) tiene nucleé6tidos marcados con
una molécula gue 3permite su identificacién o
visualizacién: P, #°S, 27], 3H, biotina.

La hibridizacion depende de variables tales
como la complementariedad de las secuencias,
su longitud, condiciones fisico-quimicas de las
soluciones de reaccion y temperatura. Cam-
biando estos parametros se modifica la especifi-
cidad de la hibridizacién, se hace mas o menos
rigurosa; asi mientras mas rigurosas son las
condiciones, sélo secuencias perfectamente
complementarias pueden hibridizar; con una
estrictez reducida secuencias no del todo com-
plementarias pueden hacerlo. De este modo
uno puede reconocer la presencia del gen cono-
cido en el material clinico disponible.

El diagnoéstico de ciertos agentes infecciosos
hoy en dia es dificil de lograr, no se puede hacer
o es tan largo que el conocer la etiologia precisa
no es relevante para un adecuado tratamiento.
Casos clasicos lo representan infecciones vira-
les, parasitarias y ciertos agentes bacterianos de
importancia médica como mycobacterias, ente-
robacterias, etc. ;Cémo puede ser utilizado este
nuevo conocimiento biol6gico?

UN CASO CLINICO

A modo de ejemplo imaginemos que posee-
mos un gen (o0jala uno que confiera patogenici-
dad) de Mycobacterium tuberculosis. In vitro, lo
podemos multiplicar, marcar a voluntad y se-
parar sus dos hebras; es decir, tenemos un gen
aislado al que es posible hacerlo hibridizar con
su hebra complementaria (gen) presente en el
material genético (ADN) contenido en células
de una muestra de desgarro o liquido pleural.
Las mycobacterias de la muestra se concentran,
se aplican sobre un soporte (filtro), se degradan
exponiendo todo el ADN contenido en las célu-
las quedando éste pegado al filtro y sus hebras
separadas; luego se le permite hibridizar con el
gen que hemos manipulado in vitro (marcado,
aislado y con su doble hebra separada); se elimi-
na el material que no hibridizé y el filtro se
expone por 12-18 horas con una pelicula para
Rayos X, se revela y examina si en el sitio en que
se aplicé el material clinico hay un velamiento

del film (hibridizacién positiva) (Figura 2). El
procedimiento ha tomado entre 24-48 horas
contra 1-2 horas de la baciloscopia, pero es 50-
100 veces mas sensible. En principio necesita-
riamos alrededor de 50-100 bacterias/ml de
muestra para encontrar una senal positiva. Un
extendido (baciloscopia) necesita no menos de
10.000 bacterias/ml para encontrar una por
campo y ser informada como positiva.

La sensibilidad y especificidad de la hibridi-
zacién de acidos nucleicos es tal, que es posible
detectar un gen particular del que existe una
sola copia en todo el genoma utilizando un
fragmento complementario que puede ser de
tan solo 20 nucleoétidos de largo. Es decir, esta
secuencia es capaz de reconocer su mitad com-
plementaria dentro de 4 x 10° nucleétidos, que
es el tamano del genoma humano.

Otro ejemplo

En el genoma humano hay cada 100-200 pa-
res de bases —en regiones que no codifican
para proteinas o senales reguladoras— muta-
ciones neutras, es decir, no tienen efecto visible
sobre el fenotipo del individuo. Una parte de
estas mutaciones altera el sitio que es reconoci-
do por nucleasas de restriccion (enzimas que
cortan el ADN en secuencias de nuclebtidos
precisas) produciendo cambios en el tamano de
fragmentos de ADN que se generan cuando se
corta con estas enzimas con respecto a un ADN
que no posee estas mutaciones. La presencia o
ausencia de estos sitios de restriccién polimoérfi-
cos, provee de marcadores que permiten deter-
minar de qué cromosoma (paterno o materno)
un gen de particular interés es derivado, pro-
porcionando una marca para seguir la herencia
de un segmento cromosomal dentro de una
familia (polimorfismo del largo de fragmentos
de restricciéon o RFLP como es su abreviacién en
inglés). El analisis por medio de rADN esta
siendo aplicado para: a) conocer el tipo de mu-
tacion cuando un gen ya identificado la presen-
ta, b) conocer defectos genéticos donde el gen
mutante no es conocido y c) realizar un diag-
nostico prenatal de enfermedades y diagnosti-
co presintomatico de individuos con riesgo. A
la fecha, al menos 12 diferentes entidades clini-

cas son diagnosticadas prenatalmente usando
rADN.
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Ahora bien, estos principios tecnolégicos
pueden ser aplicados a otros problemas clini-
cos. Supongamos que se ha establecido la pre-
sencia de un gen particular asociado especifica-
mente, o sea el causante de una patologia créni-
ca, como pudiera ser la artritis reumatoidea. El
clinico podria establecer —usando estos proce-
dimientos— si un paciente determinado pade-
ce de la enfermedad o si la podria padecer en el
futuro, necesitaria tomar una biopsia de piel o
una muestra de sangre, aislar el ADN, cortarlo,
separarlo y determinar si en el material genético
esta presente o no el gen en cuestién que se
asocia a la patologia estudiada. Otras areas
donde su uso es una realidad, son el diagnésti-
co de enfermedades hereditarias, cancer, diag-
néstico histo-patolégico, enfermedades infec-
ciosas.

LA REALIDAD

¢Estos procedimientos son una realidad o
tan s6lo un buen deseo de poder aplicarlos? Si,
lo son. Su principal utilizacién en diferentes

: >

Centrifugacion

Muestra Clinica

partes del mundo —incluyendo Chile—es en el
analisis epidemiol6gico de enfermedades infec-
ciosas. Se maneja, a lo menos, un gen especifico
para cada uno de los tipos de diarrea originadas
por E. Coli enteropatégenos. No son usados en
diagnoéstico rapido, porque la clinica de estos
pacientes necesita de decisiones médicas en po-
cas horas, generalmente menos de 24. Sin em-
bargo, se trabaja activamente en agentes cuya
clinica nos da mas tiempo antes de iniciar el
tratamiento, como lo son Salmonella typhi,
Campylobacter, etc.

Otras patologias donde también son utiliza-
dos, son las enfermedades virales: citomegalo-
virus, hepatitis B, Epstein-Barr, etc., siendo uti-
lizados como una alternativa diagnéstica al uso
de anticuerpos y cultivo celular.

¢Por qué su uso es atn limitado?

Las razones que tenemos son varias: 1) por
un lado, el tener aislado un gen y reproducirlo
requiere de un conocimiento y manejo de técni-
cas de biologia molecular que, esencialmente,
manejan los investigadores de ciencias basicas;
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FIGURA 2. Procedimiento para la identificacion de un agente patégeno.
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2) el costo inicial de trabajar con esta tecnologia
es elevado; 3) los genes disponibles han sido
obtenidos porque el interés ha estado radicado
en conocer los mecanismos biolégicos que los
regulan y porque los cientificos han querido
responder preguntas netamente biolégicas;
4) uno de los aspectos donde es muy titil el uso
de esta tecnologia es en el diagnoéstico de enfer-
medades infecciosas. Paises desarrollados no
poseen este problema en el grado que nuestro
pais —por ejemplo—lo tiene y cuando lo tienen
son agentes infecciosos no relevantes a nuestra
situacion; esto ha llevado el desarrollo de la
tecnologia orientada a sus problemas particula-
res que, por desgracia, no siempre coinciden
con los nuestros.

FUTURO

El desarrollo de estos procedimientos y su
uso en la clinica, es un proceso que ha comenza-
do y en el cual no deberiamos quedarnos atrés.
Me he referido al rADN pero hay otros conoci-
mientos derivados del avance de la biologia que
son de utilidad del clinico, como son los anti-
cuerpos mononucleares. La evolucion de estas
tecnologias hacia problemas definidos depen-
de: de la fluida interaccién entre clinicos y basi-
cos en el bien entendido de querer responder
preguntas de mutuo interés; de entender que
poseemos problemas médicos que nos son pro-
pios y que debemos atacarlos y resolverlos no-
sotros, aprovechando la potencialidad existen-
te y que se esta desarrollando en nuestro pais.

UN DESEO

Estos procedimientos no van ni deberian
reemplazar al médico en su quehacer con el
paciente, s6lo pretenden que su capacidad de
llegar a un diagnéstico mas rapido y preciso se
acreciente, pero como siempre, sera él con el

enfermo enfrente el que hara un uso criterioso
del nuevo conocimiento que se le pone a su
disposicién.
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