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Abstract

PCR studies have allowed us to better understand the ecology of the oral cavity, diagnose and predict the outcome and response
to treatment in oral cancers through genetic markers, detect polymorphisms in specific genes that may be related to
susceptibility to some dental diseases such as chronic periodontitis or potentially malignant lesions, mMRNA gene expression of
various inflammatory mediators and study genetic polymorphisms from clinical samples, such as saliva, blood, gingival
mucosa, etc.
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Resumen

Los estudios mediante PCR han permitido comprender mejor la ecologia de la cavidad bucal, diagnosticar y predecir el
resultado y la respuesta al tratamiento en canceres orales a través de marcadores genéticos, detectar polimorfismos en genes
especificos que pueden estar relacionados con la susceptibilidad a algunas enfermedades dentales como la periodontitis crénica
o0 lesiones potencialmente malignas, expresion del gen ARNm de varios mediadores inflamatorios y estudiar polimorfismos
genéticos a partir de muestras clinicas, como saliva, sangre, mucosa gingival, etc.
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A finales del siglo XX las pruebas moleculares
se introdujeron en el campo odontoldgico y una
de las primeras en aplicarse fue la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La PCR
consiste en la amplificacion de un fragmento de
ADN in vitro mediante el uso de ADN
polimerasas termoestables y fue desarrollada en
la década del 80 por el bioquimico Kary

Mullis. El primer registro de su aplicacion en
el campo odontoldgico fue en el area forense
con la identificacion de ADN en la pulpa dental
humana?.

La PCR estandar (o convencional) consiste en
una serie de 25 a 30 ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas. En cada ciclo, la
primera etapa es la desnaturalizacion del ADN
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(separacion de las 2 hebras), se produce
calentando la muestra hasta 94-95°C durante
aproximadamente 5 min. A continuacion, se
disminuye la temperatura hasta 40-50°C por 20-
40 segundos, permitiendo asi el apareamiento
de los cebadores o “primers” (secuencias cortas
de ADN) que delimitan la zona del ADN a
amplificar. Finalmente, durante la fase de
elongacidn, la mezcla se calienta hasta 72°C por
1 min, temperatura en la cual la enzima ADN
polimerasa comienza el proceso de extension
(replicacién) a partir de los cebadores. Al
finalizar 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
que seran observados como una sola banda
segun el tamafio de la secuencia de ADN
amplificada en un gel de agarosa o
poliacrilamida mediante luz ultravioletal?. Hoy
en dia esta técnica es usada en diversas
especialidades  odontoldgicas por  su
versatilidad, sensibilidad y precisién?. La alta
especificidad de la PCR estdndar permite
identificar microorganismos con alta certeza,
pues los cebadores bien disefiados se uniran
Unicamente a la secuencia de ADN buscada. A
esto se debe su alta precision (95%) que destaca
por ejemplo en el area periodontal entre otras®.
La PCR cuantitativa (0o qPCR) es una variante
de la PCR estandar que utiliza fluorocromos
(SYBR Green) o sondas fluorescentes
(Tagman) para detectar y cuantificar la
presencia de una secuencia especifica de ADN
0 ARN en una muestra. En la gPCR el
fluorocromo se intercala entre la doble hélice de
ADN de manera que la fluorescencia aumenta
durante el proceso de amplificacién y es medida
por el termociclador al finalizar cada ciclo. El
aumento de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de ADN formado. Es una técnica muy
sensible y especifica, consiguiendo amplificar
fragmentos pequefios de ADN (desde 60 par de
bases) por lo que permite el diagnostico de
patdégenos orales y patologias genéticas. La
sensibilidad de la qPCR es de un 93-100% vy
permite identificar la secuencia de ADN blanco
desde un ndmero reducido de células de un
agente patdgeno que se encuentran en una
muestra pequefia®. Recientemente se ha
desarrollado una variante de la gPCR que se
denomina PCR digital (0 dPCR) ya que permite
la cuantificacién absoluta y la deteccién de
alelos raros a partir de la medicion de la fraccion
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de réplicas negativas para determinar las copias
absolutas sin necesidad de curvas estandares®.
La PCR con transcriptasa inversa (0 RT-PCR)
permite amplificar una secuencia blanco a partir
de una muestra de ARN. Para ello se utiliza la
enzima transcriptasa inversa para convertir el
ARN en ADN copia (ADNc) y se combina con
amplificacion en una PCR (estandar o en tiempo
real) con cebadores especifico, de esta forma se
crean millones de copias para el diagnostico de
muchas patologias orales como caries,
infecciones  endodonticas, enfermedades
periodontales y cancer®. La sensibilidad de RT-
PCR es de un 89% y permite obtener suficiente
producto con base en cantidades limitadas de
material. La especificidad es considerada alta,
pues la técnica realiza amplificacion especifica
del producto que se ha seleccionado y se
encuentra cercana al 100% .

La técnica de PCR ha revolucionado el campo
de la Odontologia, ya que puede detectar y
caracterizar los microorganismos dentales en
los diversos campos de la bacteriologia,
micologia, parasitologia y virologia. Ademas,
los métodos basados en PCR permiten la
deteccion o identificacion directa de nuevos
microorganismos, la evaluacion de la existencia
de genes de resistencia a los antimicrobianos, la
deteccién de varios genes de factores de
virulencia y la tipificacion microbiana en
investigaciones epidemioldgicas. Los estudios
mediante PCR han permitido comprender mejor
la ecologia de la cavidad bucal, diagnosticar y
predecir el resultado y la respuesta al
tratamiento en canceres orales a través de
marcadores genéticos, detectar polimorfismos
en genes especificos que pueden estar
relacionados con la susceptibilidad a algunas
enfermedades dentales como la periodontitis
crénica o lesiones potencialmente malignas,
identificar especies bacterianas exigentes o que
no pueden ser cultivadas, detectar los niveles de
expresion del gen ARNm de varios mediadores
inflamatorios 'y  estudiar  polimorfismos
genéticos a partir de muestras clinicas, como
saliva, sangre, mucosa gingival, etc.8. Por todas
estas razones, la PCR se ha convertido en una
herramienta fundamental para el diagndstico y
pronostico en el ambito odontoldgico y su
utilizacion nos permitira seguir generando
conocimientos para mejorar la atenciéon y
tratamiento de los pacientes.
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