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Resumen

La Biologia Molecular es una rama de la Biologia que indaga sobre las bases moleculares de la actividad bioldgica, a través
del estudio de la estructura de dos importantes biomoléculas —proteinas y dcidos nucleicos- y de las interacciones que se
establecen entre ellas. A lo largo de la dltima década, el desarrollo de diferentes técnicas moleculares y su aplicacién en el
campo odontoldgico ha permitido realizar significativos aportes al ctimulo de evidencias experimentales que en la actualidad
respaldan el principio de odontologia basada en la evidencia. Pese a su enorme importancia, muchas de estas técnicas no son
del conocimiento de los odontdlogos, en general, o se conocen muy poco. Este desconocimiento se explica, en parte, por
la dificultad de acceso a informacion que presente en forma breve y clara los fundamentos de estas técnicas y sus posibles
aplicaciones en esta disciplina. En esta serie de articulos abordaremos estos temas, con la intencién de permitir un primer
contacto a nuestros colegas y estudiantes con las técnicas de biologia molecular que pueden ser incorporadas a los estudios
experimentales en el campo de la biologfa oral.
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Abstract

Molecular biology is the branch of biology which deals with the molecular bases of the biological activity, through the study of
two of the most important biomolecules —proteins and nucleic acids- and the interactions established between them. During
the last ten years, the development and application of different molecular biology techniques in the fields of oral biology
and dentistry permitted to contribute substantial amounts of information and knowledge to both fields, and to strengthen
the approach known as evidence based dentistry. In spite of their importance, many of these techniques remain still barely
known, or even unknown, to many odontologists. This is due, in part, to the difficulty in accessing to the proper information,
presented in a clear and understandable way, of the basic concepts behind these techniques and their potential applications.
In this series of papers, we will address these subjects with the aim of permitting our students and colleagues a first contact
with some of the most frequently used molecular techniques in the field of oral biology.
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1 INTRODUCCION

La practica odontolégica ha sido objeto de un cambio
sustantivo en los udltimos afios. Los odontdlogos disponen
en la actualidad de abundantes recursos bibliograficos y de
fuentes de informacion —facilmente accesibles y gratuitas, o
de muy bajo costo-, que les permiten estar al dia con los avan-
ces mds recientes relacionados con el desarrollo de nuevos
materiales, terapias innovadoras y recomendaciones clinicas.

En todos estos campos, el practicante dispone —ademads- de
numerosos estudios de muy buena calidad, que fundamentan
sus conclusiones y recomendaciones en la evidencia expe-
rimental. La mayoria de estos trabajos son publicados en
revistas periddicas (journals), cuyo prestigio se eleva en la
misma medida en que el rigor con el que se evaldan los
resultados sometidos a publicacién se hace cada vez mayor.
De forma tal que la préctica clinica en odontologia tiene hoy
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un poderoso aliado en la evidencia experimental disponible,
publicada y avalada por la comunidad académica y cientifica
a nivel global.

El concepto de medicina basada en la evidencia data
del siglo XIX y se refiere al uso consciente, explicito y
prudente de la mejor evidencia experimental disponible con
el fin de orientar las decisiones terapéuticas en el manejo de
los pacientes.! Un principio similar, odontologia basada en
la evidencia, ha sido introducido en el campo odontolégico
a nivel mundial; la adopcién de tal principio por prestigiosas
organizaciones como la American Dental Association (ADA)
o la American Academy of Pediatric Dentistry respaldan la
validez de tal decision. Este concepto ha sido definido como
una aproximacién al cuidado de la salud bucal que requiere
de la integracién prudente de evaluaciones sistemdticas de
evidencia cientifica clinicamente relevante, y que toma en
cuenta las necesidades y preferencias del paciente, asi como
la experiencia clinica del odontélogo.”

Entre las disciplinas cientificas que han hecho aportes
sustanciales al ctimulo de evidencias experimentales con el
que hoy en dia cuenta la odontologia, destaca la biologia
molecular. Se trata de una ciencia que se concentra en el
estudio de las bases moleculares de la actividad bioldgica, asi
como de las interacciones que ocurren entre dos de las biomo-
léculas mas importantes: los dcidos nucleicos y las proteinas.
La biologia molecular no solo se concentra en dilucidar los
aspectos estructurales de las mencionadas macromoléculas
sino, sobre todo, en determinar sus funciones bioldgicas. Para
lograrlo, la biologia molecular emplea técnicas de estudio -
muchas de ellas provenientes de la bioquimica, la biologia
celular y la genética-, que han dado origen a una gran
variedad de estrategias experimentales capaces de ofrecer
respuestas a problemas cientificos claramente definidos. Re-
cientemente, la biologia molecular ha recibido el influjo de la
ciencia de la computacion y de esta interaccién han surgido
la bioinformatica y la biologia computacional, campos in-
terdisciplinarios que analizan e interpretan datos bioldgicos,
gigantescos paquetes de datos, particularmente relacionados
con las secuencias de proteinas y 4dcidos nucleicos. No obs-
tante, para el odont6logo practicante o el investigador en
ciernes puede resultar extremadamente laborioso y complejo
—cuando no sumamente tedioso- extraer la informacién rele-
vante contenida en revisiones sistemdticas que, pese a haber
sido elaboradas con el mayor cuidado y seriedad, representan
un reto en términos de tiempo de lectura y andlisis. Es por
ello que se torna cada vez mds necesario organizar toda esta
informacién y presentarla bajo la forma de recomendaciones,
actualizaciones, guias clinicas e incluso resimenes criticos
que sean dtiles para la gran mayoria.’

La presente serie de articulos tiene como objetivo fun-
damental, orientar al profesional de la odontologia o a los
estudiantes en proceso de formacidn, en el fascinante mundo
de la biologia molecular y su estrecha interaccién con la
ciencia odontoldgica. A través de los mismos Odontologia

Activa aspira a 1) facilitar a sus lectores la lectura y analisis
de la evidencia disponible, y ii) actualizarlos en relacién con
los conceptos y las técnicas mds relevantes implementadas en
el campo de la biologia molecular.

2 ESTADO DEL ARTE
2.1 Estructura y funcion del material genético

Como primer paso hacia la comprensidn de las técnicas
de biologia molecular, es absolutamente necesario comentar
brevemente sobre la estructura y la funcién del dcido desoxi-
rribonucleico (ADN). Desde mediados de los afios 60’ del
siglo pasado, sabemos que el ADN es la molécula biolégica
que contiene —en forma codificada- la informacién genética
de un individuo o de toda una especie. Fue a raiz de la
dilucidacién de la estructura molecular del ADN en 1953*
(y de los trabajos posteriores que demostraron el tipo de
“cédigo genético” bajo el cual la informacién se almace-
naba), que se pudo conocer la relacién existente entre una
secuencia de nucleétidos (ADN o ARN) y una secuencia de
aminodcidos (protefnas).>® La dilucidacién de dicho cédigo
permitié comprender casi a cabalidad el proceso de flujo de
informacién genética desde el ADN hacia las proteinas (el
llamado Dogma Central de la Biologia Molecular).’

La base fundamental de este codigo es la secuencia de
nucleétidos en la molécula de ADN. Esta secuencia se basa
en la distribucidn, a lo largo de esta larga molécula lineal
(denominada quimicamente como un polinucleétido), de sus
4 componentes fundamentales: los cuatro nucleétidos que
contienen cada una de las cuatro bases nitrogenadas (adenina,
guanina, citosina y timina) (Figura 1).

Algunas marcas o sefiales en la molécula de ADN (tam-
bién codificadas bajo la forma de secuencias nucleotidicas)
determinan los sitios de inicio del proceso de replicacién
(duplicacién de la molécula de ADN), del proceso de trans-
cripcioén (sintesis de una molécula de ARN mensajero a partir
de una secuencia de ADN) y, posteriormente, del proceso
traduccion o sintesis de proteinas. De igual forma estin
presentes en la secuencia de ADN las sefiales que indican
el punto final de estos mensajes codificados: es asi como
se encuentran regiones de fin de la replicacion, el fin de la
transcripcion, o el fin de la traduccién. Otro tipo de sefales
indican los sitios en los que algunos de estos complejos deben
establecer una pausa, los sitios en los que se pueden unir otros
factores proteicos, e incluso sefiales que determinan el corte o
hidrolisis del ARNm por parte de distintas enzimas ARNasas.

De forma tal que gran parte de la informacién que
contiene el genoma son sefiales codificadas bajo la forma
de secuencias. De hecho, los genes en si mismos son se-
cuencias delimitadas claramente por estas y otras sefiales.
Hay, sin embargo, muchas otras secuencias en los genomas
de los seres vivos que, a pesar de no representar “‘genes”
propiamente dichos, son importantisimos para el correcto
funcionamiento del genoma. Algunas de estas secuencias,
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Fig. 1. Estructura quimica del ADN. Las cuatro bases nitrogenadas
se muestran con colores diferentes. Enla parte externa de la molécu-
la se observa claramente la presencia del azucar —desoxiribosa- y el
grupo fosfato ((©Madeleine Price Ball, reproducida bajo licencia de
Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 Unported)

pueden ser muy dtiles y convenientes para otros fines; por
ejemplo como veremos mds adelante, pueden servir para
distinguir entre especies muy intimamente relacionadas, e
incluso, entre cepas de una misma especie permitiendo as{
una correcta identificacién de las mismas.

2.2 Aplicacion de técnicas de biologia molecular en el
estudio de la biologia oral.

La importancia que han adquirido las técnicas de bio-
logia molecular para el estudio de la salud oral queda de
manifiesto mediante una simple constatacion: en los ultimos
10 afos, el nimero de publicaciones que estdn archiva-
das en PubMed (el repositorio de informacién bibliografica
del National Center for Biotechnology Information —-NCBI-,
mantenido en la U.S. National Library of Medicine -NLM-,
con sede en el National Institutes of Health, NIH) y que se
obtienen al combinar los términos “oral health” y “molecular
biology” ha aumentado de 24, en 2005, a mis de 316, en 2016
(Figura 2).

Lo que en principio puede parecer sorprendente, no
lo es tanto al profundizar en el andlisis de la informacion.
En efecto, como hemos dicho al inicio de este articulo, los
avances tecnoldgicos en el campo de la biologia molecular
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Fig. 2. Evolucién del nimero de publicaciones indexadas en las
que se emplearon métodos y técnicas de biologia molecular para
estudios de salud oral, registradas en el repositorio PubMed (Fuente:
datos PubMed; grafico: elaboracién propia).

han permitido desarrollar nuevas técnicas que son, hoy en
dia, herramientas de uso generalizado en todas las dreas de
la biomedicina. La biologia oral, una de las tantas ramas de
la biomedicina, se ha venido desarrollando como un area
que pretende interconectar las ciencias bdsicas biomédicas
con la odontologfia, ofreciendo explicaciones de los diferentes
procesos relacionados con la salud y la manifestacion de la
enfermedad. En tal sentido, destacan los aportes de esta nueva
rama al otorgar bases bioldgicas a la practica odontoldgica.
De esta forma se persigue potenciar el conocimiento cienti-
fico sobre la tecnificacién de la odontologia, dando un parti-
cular énfasis al conocimiento —en su calidad de competencia
esencial- como sustento de la decision terapéutica. Una vez
mads, el paradigma de “odontologia basada en la evidencia”
vuelve a ponerse de manifiesto. Veamos a continuacién algu-
nas de esas herramientas y su aplicacion en diferentes campos
de la biologia oral y la odontologfa.

2.2.1 PCR y diagndstico molecular.

La confirmacién de la etiologia de una determinada
enfermedad requiere a menudo de la correcta identificacion
del agente patégeno (en el caso de una enfermedad infec-
ciosa), o de la causa genética (con frecuencia una mutacién)
que origina el mal funcionamiento de los mecanismos fi-
siolégicos normales (en el caso de enfermedades de origen
metabdlico o hereditario). En el caso de las infecciones cau-
sadas por microorganismos patégenos, la estrategia cldsica de
identificacion establece que los mismos deben ser aislados a
partir de los tejidos del paciente enfermo, y cultivados en el
laboratorio, para posteriormente proceder a su identificacién
a través del empleo de diversos métodos. Esta estrategia
tiene varios inconvenientes: es extremadamente laboriosa;
dependiendo del patégeno, puede ser muy costosa; requiere
de infraestructura, equipos y reactivos que no siempre estan
disponibles; el tiempo de obtencién de los resultados puede
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ser muy largo; y, finalmente, en ocasiones, los resultados
pueden prestarse a una interpretacién muy subjetiva por parte
del operador.

Frente a esta estrategia cldsica, han surgido multiples
opciones moleculares. En su mayorfa, estas técnicas se basan
en el aislamiento del material genético (ADN) a partir de
cultivos puros del microorganismo patégeno o de los teji-
dos afectados del paciente, sin necesidad de proceder a un
aislamiento previo del organismo infeccioso. La técnica mds
empleada para realizar este diagndstico se denomina PCR
(por Polymerase Chain Reaction). Se trata de una técnica que
se basa en la replicacién de una pequefia regién (o secuencia)
del material genético del patdgeno, realizada en mudltiples
ciclos, por una ADN-polimerasa que es resistente al calor y
que permite incrementar en varios 6érdenes de magnitud la
cantidad original de ADN presente en la muestra (Figura 3).

Son muchas las ventajas de la técnica de PCR. En primer
lugar, su elevada especificidad: en efecto, debido a que la
ADN-polimerasa necesita ser cebada para poder comenzar
a sintetizar (polimerizar) la molécula de ADN, se disefian
iniciadores (también llamados primers) que, en teoria, solo se
unirdn a una region muy especifica del genoma del organismo
patégeno, pues han sido previamente diseflados para que
asi sea. Los dos iniciadores disefiados flanquean la regién
o secuencia de interés y limitan la amplificaciéon a dicha
regioén. En segundo lugar, su elevada sensibilidad: debido al
enorme poder de amplificacion de esta técnica (amplificacion
exponencial del nimero de copias presentes inicialmente),
tedricamente bastaria al menos una tinica copia (incluso frag-
mentada) del genoma que se pretende identificar para poder
detectar su presencia en la muestra estudiada. Si partimos
de una sola copia, al cabo de 35 ciclos de polimerizacion
tendriamos 1*2 exp.35 = 35.000.000.000 de copias idénticas
(asumiendo un 100 % de eficiencia de amplificacién, lo cual
no es necesariamente cierto). En tercer lugar, su rapidez: en
pocas horas (de 2 a 4 dependiendo del patégeno y de sus
caracteristicas genéticas) se puede obtener un resultado. Fi-
nalmente, una ventaja que no debe ser descuidada; el relativo
bajo costo de los equipos y de los insumos necesarios para
llevar a cabo la amplificacién. El método original, desarro-
llado a finales de los afios 80’, exigia que los resultados
fuesen evaluados en un gel de agarosa (Figura 4), lo cual
representaba un tiempo adicional de trabajo de parte del
técnico o del investigador (alrededor de una hora). Hoy en
dia, sin embargo, gracias a la automatizacion de los equipos,
es posible pasar por alto esta etapa, lo cual permite acelerar
atn mds la obtencion de resultados.

La técnica de PCR se convirtié practicamente en un
estandar en odontologia, a principios del siglo XXI, favore-
ciendo el trabajo tanto de clinicos como de investigadores.®’
Gracias a su uso, esta técnica ha mejorado la capacidad
diagnéstica, pero también la prognosis y la terapia de muchas
enfermedades. Por ejemplo, su aplicacién en el estudio de
la enfermedad periodontal ha permitido detectar patégenos,

tales como Porphyromonas gingivalis, Treponema socranskii
o Actinobacillus actinomycetemcomitans, en muestras sub-
gingivales. La PCR también ha permitido discriminar entre
diferentes linajes y serotipos de Streptococcus mutans y S.
sobrinus, agentes causantes de la caries dental: se trata de un
método de genotipificaciéon. En este dltimo caso, la posibi-
lidad de aplicar esta técnica para estudios de epidemiologia
molecular ha quedado de manifiesto.'’ De igual manera, su
uso para estudiar patégenos endodénticos también se ha com-
probado.l ! Finalmente, la posibilidad de detectar mutaciones
en genes humanos (o marcadores moleculares) relacionados
con la manifestacion de cdncer bucal es otra posibilidad que,
ha quedado firmemente establecida (Figura 5).'>

2.2.2 PCRy epidemiologia molecular.

La posibilidad de poder identificar de manera rapida,
precisa y a bajo costo la presencia de secuencias nucleo-
tidicas especificas (genes o marcadores) presentes en una
determinada muestra, ha facilitado la ejecucién de estudios
de epidemiologia molecular. En efecto, dado el elevado ni-
vel de sensibilidad y especificidad de la PCR, asi como la
posibilidad de aplicarla a poblaciones enteras o muestras
poblacionales cuidadosamente seleccionadas, podemos hoy
en dia tener acceso a informacién relevante que incluye: i)
niveles de dispersién de un determinado agente patégeno y
estructura de sus distintas poblaciones naturales; ii) frecuen-
cia de aparicién de una poblacién genotipicamente diferente
de un microorganismo patdgeno; iii) presencia y frecuencia
de genes, en los genomas de distintas cepas del patégeno en
cuestion, relacionados con la resistencia a agentes desinfec-
tantes y antibidticos; iv) frecuencia de alelos, en la poblacién
humana o animal susceptible, que podrian incrementar el
riesgo de sufrir de una determinada enfermedad, ya sea de
origen microbiano o hereditario."’

Obviamente, estos estudios pueden llevarse a cabo con
un enfoque geogrifico o temporal. En este tltimo caso, se
puede incluso seguir los cambios genotipicos (evolucién) de
ciertos patégenos, como los virus, a lo largo de su proceso
de diseminacién a nivel global. Ejemplos concretos de la
aplicacién de la técnica de PCR en estudios de epidemiologia
molecular pueden encontrarse en la literatura reciente. Tal es
el caso de un estudio realizado por Komiyama y col.'* en el
cual aislados de enterococos orales —incorrectamente identi-
ficados mediante el empleo de un conocido y ampliamente
utilizado test fenotipico (API 20 Strep, Biomérieux, Marcy
I’Etoile, France)-, fueron correctamente identificados en base
al andlisis de la secuencia del gen que codifica para el ARN
ribosomal 16S (16S ARNr).

La deteccién de microorganismos potencialmente paté-
genos en ambientes clinicos es otra aplicacion de la técnica de
PCR. Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en un el drea
de odontologia de un hospital japonés se pudo demostrar la
presencia de contaminacion bacteriana (Legionella spp.) y de
genes de resistencia a antibiéticos en el agua que circulaba
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Fig. 3. Representacién esquemadtica del proceso de amplificacion de un fragmento de ADN mediante la técnica de PCR. En cada ciclo, el
ndmero de moléculas se duplica, en un aumento exponencial (® Andy Viestraete, http://users.ugent.be/ avierstr/index.html; reproducido

con autorizacién del autor).

Fig. 4. Gel de agarosa al 1 % en el que se evidencia la presencia
de fragmentos de ADN amplificados por la técnica de PCR. La
presencia de una banda fluorescente en cada uno de los canales (9 en
total) confirma la amplificacion a partir de diferentes muestras. En el
canal de la extrema derecha vemos un patrén de bandas de longitud
conocida. (Luis Andrés Yarzédbal; reproducido con autorizacién)

por las tuberfas de los equipos dentales.'> La deteccién de
determinantes (genes) de resistencia a antibidticos es otro
ejemplo emblematico de las ventajas de emplear la técnica
de PCR para estudios epidemiolégicos.'® En algunos casos,
estos genes se presentan como parte de una regién gendémica
mas extensa (por ejemplo, un integrén) o de un elemento
genético independiente del cromosoma (por ejemplo, un plas-
mido), que pueden transferirse de una bacteria a otra a través
de un mecanismo horizontal.'” Otra clara demostracién del
poder de esta técnica, es la detecciéon de elementos gené-
ticos moviles (= transposones) -capaces de diseminarse en
comunidades microbianas naturales y portadores de genes de
resistencia a antibiéticos-, en muestras de metagenomas ora-
les obtenidos a partir de saliva de individuos aparentemente
sanos, en una clinica universitaria londinense.'® La reciente
deteccion de nuevos integrones, otro tipo de elementos ge-
néticos igualmente implicados en la diseminacién de genes

de resistencia a antibidticos entre patégenos humanos de
relevancia clinica, en la saliva humana de pacientes sanos,'”
es otro ejemplo evidente del poder de la técnica de PCR para
estudios de epidemiologia molecular.

Queda claro entonces que, si disponemos de cebadores
o primers capaces de permitir la amplificacién, de manera
muy especifica, de estos genes o regiones gendmicas, po-
demos tedricamente seguir el curso de una epidemia o la
diseminacion de estos elementos genéticos a nivel de los
distintos patdégenos que circulan en un determinado espacio
geografico. A partir de la informacién recabada se pueden
orientar o re-orientar las politicas de salud publica puestas
en marcha por los estados, con el fin de controlar (e incluso
erradicar) el agente etiol6gico en cuestion.

2.2.3 PCR en Tiempo real (Real Time PCR)

Una de las variantes de la técnica de PCR es la deno-
minada PCR en Tiempo Real (o Real Time PCR). Aunque el
fundamento de la técnica es el mismo (amplificacién de una
regién especifica de un genoma mediada por una ADN poli-
merasa termoresistente), la posibilidad de detectar el nimero
de copias que se producen en cada ciclo de amplificacién (es
decir, de conocer la cinética de amplificacion en tiempo real)
ha permitido una serie de avances adicionales. Por ejemplo,
a partir del andlisis de estas cinéticas de amplificacién puede
estimarse la cantidad de copias que habia originalmente en la
muestra de interés, lo cual permite determinar con bastante
exactitud los niveles de infecciéon de la misma. Cuando se
trata, por ejemplo, de un patégeno de naturaleza viral, la
estimacion de la carga (viral load) es fundamental para poder
determinar la efectividad de la terapia aplicada y, si fuese el
caso, ajustarla.”’ La RT-PCR ha sido empleada recientemente
para detectar y cuantificar la carga de Porphyromonas gin-
givalis en placa sub-gingival de pacientes con periodontitis
crénica.”’ También se ha utilizado para estimar el efecto
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Fig. 5. Posibles usos de la técnica de PCR para investigaciones en Odontologia.

antimicrobiano de una nueva resina dental para la fabricacion
de prétesis dentales,”” entre otras muchas aplicaciones.

3 CONCLUSIONES

La incorporacion de técnicas de biologia molecular
ha revolucionado el campo de la biologia oral y la ciencia
odontoldgica, particularmente en los ultimos diez afos.
Las evidencias que se han obtenido a través del empleo de
estas técnicas permiten actualmente comprender procesos
—normales o patolégicos- que hasta hace pocos aflos no
podian ser estudiados adecuadamente a través de las técnicas
tradicionales. El correcto empleo de las mismas permite
también llevar a cabo estudios epidemioldgicos, a escala
masiva, que pueden ser fundamentales en el disefio de
programas de control de enfermedades, por parte de las
agencias de salud publica de los paises afectados. Por otra
parte, la posibilidad de poner en evidencia la existencia
de microorganismos completamente desconocidos para la
ciencia, a través del estudio de sus genes y sus genomas,
ha permitido comprender, no solamente las causas de
muchas enfermedades bucales, sino ademas el potencial
rol que cumplen muchos de estos microorganismos como
promotores de nuestra salud. Los avances se suceden a
una rapidez impresionante y cada dia se incorporan nuevos
odontdlogos a grupos de investigacién multidisciplinarios,
que profundizan en las causas y consecuencias de estas

enfermedades bucales. En los préximos numeros de
Odontologia Activa continuaremos presentando otras
técnicas moleculares que, junto con las que hemos visto en el
presente trabajo, han permitido estos espectaculares avances.
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