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RESUMEN

RESUMEN

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un procedimiento quimico in
vitro para la amplificacién de ADN. Este procedimiento es la repeticion sucesiva de

3 pasos que conforman un ciclo: Desnaturalizacion, reconocimiento y sintesis.

Al termino de los tres pasos de cada ciclo se obtiene de la cadena de ADN
blanco dos cadenas idénticas de las secuencias que se encuentran entre los sitios de
reconocimiento de los “primers”, por o que al repetir el procedimiento por 35 ciclos

la amplificacion de la cadena de ADN blanco es exponencial.

Una de las grandes ventajas de dicha técnica es su elevada sensibilidad lo cual
nos permite detectar una copia del ADN blanco en una muestra homogénea,
dandonos la posibilidad de utilizar material fijado en formalina y/o embebido en
parafina, asi como la utilizacién de material fresco, mientras la muestra de ADN a
amplificar no se encuentre rota. Lo que nos abre una puerta a la realizacién de
estudios posteriores dentro de la patologia bucal; debido a la gran cantidad de
enfermedades virales que se encuentran en la cavidad bucal, de las cuales muchas

permanecen latentes y se pueden relacionar con otras entidades patologicas.

En las investigaciones realizadas hasta la fecha por diferentes investigadores
los resultados no han sido consistentes, debido a que dicha sensibilidad puede dar pie
a errores por contaminacién como también podria suceder por el método de
recoleccion y tratamiento de la muestra. Por lo que para realizar una investigacion de
este tipo es necesario se establezcan ciertas normas con el fin de obtener mejores

resultados.
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INTRODUCCION

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la sintesis enzimética para
amplificar las secuencias de ADN especificas, este proceso simula la replicacion
natural del ADN; pero mas que una proliferaciéon biolégica este es un proceso
quimico “in vifro”. Esta amplificacion por medio del PCR puede producir
aproximadamente 100 billones de copias de una molécula de ADN en unas cuantas
horas, normalmente las reacciones de PCR comienzan utilizando picogramos del

ADN (target) blanco que pasa a través de 30 - 40 ciclos de amplificacion.; »

El PCR es un proceso que comienza con una molécula de ADN blanco para
ser amplificada al cual se unirdn los dos “primers” (secuencia o fragmento de
oligonucleotidos sintetizados artificialmente, complementarios a cada una de las
bandas del ADN blanco); y se extenderdn. Después de un ciclo dos moléculas
idénticas del ADN blanco seran producidas. De ahi, que el nimero de moléculas de
ADN se incrementan geométricamente después de cada ciclo. Muchas metas han
sido logradas con el PCR, una sola molécula de ADN puede ser amplificada a un
camopo de 107 - 10", Aproximadamente 2-3pug de ADN pueden se producidos por
una mezcla de reaccion de 100ul de PCR . Blancos de hasta 10 kilobases (kb) han
sido amplificados, e investigaciones y protocolos han sido disefiados para amplificar
ADN con mayor longitud, aunque los investigadores han sugerido que el ADN
blanco debe ser de cerca de 4 kb o menor para tener una amplificacidon optima, es
dificil amplificar un ADN mayor a 4 kb de longitud. El PCR también puede detectar
una copia de ADN en 10 genomas. Mas especificamente, si un gen esta representado
una vez en el genoma, la deteccion puede ser lograda por el PCR. Debido a su gran
sensibilidad este método puede ser una herramienta de diagndstico muy util para

detectar pequefias cantidades de ADN lo que le da multiples aplicaciones en medicina

......

(=)
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El PCR consiste en varios ciclos en los cuales tres pasos son repetidos en el
mismo orden para cada ciclo y, estos pasos son desnaturalizacion, reconocimiento de
los “primers” y extensidn de los “primers”. El primer paso es calentar una doble
hélice de ADN a 94°C con el fin de desnaturalizar el ADN en dos bandas sencillas, el
ADN permaneceré separado hasta que la temperatura sea disminuida para el siguiente
paso de reconocimiento de los “primers”. EIl ADN blanco en bandas sencillas puede

ser reconocido por los “primers” del ADN en banda sencilla.

Dos “primers”, generalmente de 15 a 30 bases de longitud, son hechos para
que sean complementarios a cada banda del ADN blanco. Usualmente esto requiere
que la secuencia de los extremos del ADN blanco sean conocidas, estos “primers”
tipicamente no deben ser complementarios entre si. Los “primers” se unen a las
bandas opuestas del ADN en el extremo 3° del ADN complementario en la
orientacién 5° ——p 3°. Por lo tanto la extensién por la polimerasa de ADN se
produce en la direccién 5’—  3°, y la banda de ADN es sintetizada por la adicién
de los trifosfatos. Los “primers” son afiadidos a la reaccién del PCR en exceso con el
fin de favorecer la unidn de estos al ADN blanco y no la reasociacion de las bandas

del ADN complementarias.

La temperatura utilizada para el reconocimiento fluctia entre 37 - 55°C. La
temperatura mas baja de reconocimiento es utilizada para amplificaciones en las
cuales no es necesaria mucha especificidad o severidad, y una mayor temperatura es
utilizada cuando se requiere especificidad o severidad. Una valoracion y juicio deben

de llevarse a cabo para encontrar la temperatura mas apropiada en un experimento

||||||

La principal ventaja del PCR sobre otras técnicas es su excepcional

sensibilidad. Una secuencia de ADN en 100,000 células o 130 genomas del virus de
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la hepatitis B en 1 ml de suero puede ser detectado. No es rigurosamente necesario
purificar las muestras antes de ser sujetas al PCR y los especimenes pueden ser viejos
o degradados, mientras la secuencia no se encuentre rota en la region de interés, la
amplificacién puede ser llevada a cabo. Especimenes preservados en formalina
contienen ADN amplificable, como también las secciones de parafina esto ha abierto

la oportunidad a material histopatologico para investigaciones posteriores. o

El uso del PCR para analizar cidos nucleicos extraidos de tejidos embebidos
en parafina ha llegado a ser una técnica bien definida de la cual existen muchas
variantes con el fin de obtener un blanco lo mas adecuado posible. El establecimiento
de esta técnica en secciones de parafina nos permite estudiar pequefias cantidades o
cantidades degradadas de dcidos nucleicos en material de laboratorio; y asi analizar
especimenes de varios afios de antigiiedad permitiéndonos de esta manera realizar
estudios retrospectivos, inclusive muestras de mas de 40 afios han sido amplificadas

por este método.g, 1

El PCR puede ser utilizado para aislar y analizar fragmentos de ADN, analizar
Jas interacciones entre proteinas y ADN, para conocer secuencias de ADN y ARN, y
la manipulacién de terapia genética. Por lo que el PCR nos abre nuevas 4dreas de
investigacién dentro de la patologia bucal, como el sondeo de tejido patégeno para
obtener las secuencias especificas de especies bacterianas y virales, mutaciones
oncogénicas y enfermedades asociadas a mutaciones, por mencionar algunas. Dentro
de las principales y primeras aplicaciones que se le ha dado dentro de la Patologia
Bucal es la deteccion del virus del Papiloma Humano, deteccion de los virus de
Herpes Simplex tipo I y 1I, asi como en patologias relacionadas con el virus de
Epstein - Barr, debido a la gran susceptibilidad y variantes que pueden darse al PCR
estas solo son unas pocas de las muchas aplicaciones que puede tener dentro de la

patologia bucal.
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La tecnologia actual del PCR es el resultado de una serie de descubrimientos
en las ciencias bésicas, comenzando con el descubrimiento de la primera polimerasa
de ADN por Arthur Kornberg en 1955, la polimerasa de ADN; es la enzima
responsable de la sintesis del ADN, y fue purificada en 1958. Durante los afios 1955 -
1970 los cientificos describieron la termodinamia del reconocimiento y extension de
los “primers”; definidos como un par de oligonuclegtidos sintéticos que se unen a la
regién a ser amplificada. La idea de la sintesis de ADN fue descrita en 1971
baséndose en los trabajos de Har Gobin Khorana y su grupo de trabajo, el cual
estudiaba el gen que codifica el ARN de transferencia de la levadura, en ese
entonces, la sintesis “in vitro” del ADN era conocida como “reparacion de la

replicacion del ADN”,;

El primer experimento fue realizado por Kjell Kleppe,; un postdoctorado de
los laboratorios del Dr. Khorana. Este experimento era una reaccién que involucraba
dos ciclos de amplificaciéon de un ADN de 30 nucledtidos de largo, utilizando
“primers” de nueve y diez nucledtidos de longitud. El periodo de ebullicién era de
dos minutos a 100°C, y entonces la mezcla era enfriada y se afiadian la polimerasa del
ADN vy los trifosfatos; este procedimiento se repetia otra vez, por lo cual se dieron
cuenta de que este procedimiento de amplificacion era posible y era necesario un

mayor trabajo para perfeccionar el método. 3

Entre 1970 y 1972, tres ciclos de amplificacién de cuatro secuencias de ADN
relativamente cortos fueron alcanzados por Ian J. Molineux en el laboratorio del Dr.
Khorana. Ya que en esas fechas el fragmento Klenow no era comercialmente
adquirible, estos experimentos fueron llevados a cabo utilizando la molécula de la
polimerasa I del ADN intacta con el fin de sintetizar ADN “in vitro”. Para evitar la

degradacién del producto durante la sintesis era necesario realizar el trabajo con un
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pH lejano al 6ptimo para la enzima, esto hacia las reacciones demasiado lentas, y las
incubaciones requeridas generalmente eran de 1 - 2 horas a 15°C, grandes cantidades
de la enzima eran necesarias para lograr rangos aceptables de sintesis. En suma, era
técnicamente imposible realizar muchos ciclos de amplificacién. Los “primers” eran
extremadamente caros y laboriosos de producir, y la gran cantidad de estos utilizados

rutinariamente en el PCR moderno no podian ser sintetizados.;

Ya que la polimerasa de ADN no era comercialmente adquirible, esta era
purificada, el fragmento Klenow que es el fragmento largo de la polimerasa [ de ADN
obtenida de la Escherichia coli, acababa de ser descubierto; en 1971, y era
caracterizado por el mismo Hans Klenow, Por todo lo anterior el Dr. I. Molineux
pasaba la mayor parte de su tiempo preparando y caracterizando substratos y
reactivos, mas que realizando PCR o analizando sus productos. El andlisis de
productos también era muy laborioso, la tecnologia del gel de electroforesis de las

moléculas de ADN no habia sido desarrollada,; 5 5 4

La amplificacion a gran escala del ADN no fue seguida por los laboratorios de
Khorana por muchas razones. Principalmente, crefan gue la meta de la sintesis de
ADN “in vitro” habia sido alcanzada y por lo tanto se interesaron en producir nuevos
descubrimientos en otras areas. Ademds, las polimerasas de ADN estables a altas
temperaturas, 1o cual transformé al método del PCR, eran desconocidas, y el método
de la clonaciéon comenzaba y se convirtid en el meétodo preferido para producir
grandes cantidades de ADN. Finalmente ya que era tan dificil sintetizar grandes
cantidades de “primers”, nadie penso que una amplificacidén especifica de ADN

gendémico fuera posible. 3

La tecnologia del PCR moderno fue inicialmente desarrollada por Kary B.
Mullis un cientifico investigador de la corporacion Perkin - Elmer Cetus en Abril de
1983, a quien fue otorgado el premio Nobel en el afio de 1993. El no estaba
familiarizado con el trabajo de Khorana, Kleppe, y Molineux. En 1985 Kary B.
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Mullis describié la técnica del PCR y en ese mismo afio aparecio la primera
publicacion utilizando el PCR. En 1989 la polimerasa del ADN fue denominada la
molécula del afio por su aplicacién en el PCR el cual fue proclamado como el mayor

desarrollo cientifico del afio.; s

Existen muchos tipos de polimerasas de ADN, el primer experimento de PCR
realizado en Perkin-Elmer Cetus utilizd el fragmento Klenow para la extension de los
“primers” a 37°C. Esto produjo muchos problemas ya que el fragmento Klenow no
era estable a altas temperaturas; por lo tanto, era necesario que se afiadiera después de
cada paso de desnaturalizaciéon de cada ciclo. Esta enzima también es menos
especifica y produce muchos errores, ademds de que el fragmento Klenow no puede

amplificar ADN’s blanco mayor a un pocos de cientos de bases de longitud.

Un gran avance fue logrado con el descubrimiento de la polimerasa Tag de
ADN que pudo ser utilizada en el PCR, esta polimerasa es termoestable; y fue
descubierta por primera vez en el Thermus aquaticus, el cual se encuentra en las
aguas hirvientes de los geysers. Esta polimerasa fue aislada y purificada por muchos
laboratorios, por lo que el paso de extension de] PCR puede llevarse a cabo a 72°C
con la polimerasa Tag de ADN, y esta enzima permanece activa a 72°C después de
una exposicidn repetida a 94°C durante el paso de desnaturalizacion. Esta polimerasa

es mas especifica por lo que produce menos errores en el PCR v puede amplificar

::::::

Una manera sencilla de valorar la fidelidad de una polimerasa de ADN
consiste en monitorear la frecuencia con la cual la enzima incorpora mal los
nucledtidos durante el proceso de replicacidn. Actualmente existen cuando menos
nueve polimerasas de ADN termoestables comercialmente adquiribles que han sido

aisladas de Thermus flavis, Thermococcus litbucalis, y Thermus aguaticus. El uso de

~}
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las polimerasas de ADN termoestables ha permitido la automatizacion del PCR, lo

cual lo hace una técnica muy aceptable.; 3 ¢

Para algunos cientificos el rango de error estimado para la polimerasa Tag es
de menos de uno en 75,000 nucledtidos polimerizados, lo cual no es un problema
para la mayoria de las amplificaciones. Mientras hay quien compara la Tag
polimerasa y la polimerasa de ADN del fragmento Klenow con respecto al rango de
mala incorporacion. Para el fragmento Klenow, el ntmero estimado es
aproximadamente 1 en 10,000; y para la polimerasa Taq el rango de incorporaciones
erréneas es de aproximadamente de 1 en 5,000. En términos més practicos, esto
significa que después de una amplificacion a través de 25 ciclos, para cualquier
posicién dada en la secuencia del producto amplificado, una molécula en 400
presentara una sustitucion del producto original. Usualmente, esta frecuencia de
sustitucidon no es detectable bajo condiciones normales en la secuencia de analisis.
De cualquier modo, si la muestra a ser amplificada inicialmente contiene muy pocas
moléculas blanco, y si la enzima incorpora erréneamente alguna base en uno de los
primeros ciclos del proceso, algunas sustituciones se convierten en detectables
durante el analisis de secuencia del producto amplificado. Por la alta temperatura de
reconocimiento y extension con la polimerasa Tagq, la formacion de hibridos perfectos

entre los “primers” de extensién se veran favorecidos.) 3 ¢



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El conocimiento de las nuevas técnicas de diagnostico; asi como la gran gama
de utilidades que estas nos dan dentro del drea de la odontologia para un mayor
conocimiento y promover una mayor investigacion con respecto a los agentes

etioldgicos guidndonos a un mejor tratamiento y como consecuencia a la prevencién.

OBJETIVO ESPECIFICO

La introduccién de el conocimiento de la nueva tecnologia de diagnostico con

el fin de establecer su posible aplicacion al drea de patologia bucal.
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1. GENERALIDADES DEL ADN

El conocimiento de la base molecular de la genética surgié como
consecuencia de los avances tedricos y experimentales realizados en tres distintos
campos cientificos: la genética clasica, la bioquimica y la estructura molecular.
Dentro del campo de la genética, el avance experimental se vio fuertemente acelerado
por la utilizacién de los rayos X y otros agente mutagénicos, y organismos de corto
ciclo vital. Pero los avances mds significativos se deben a la aparicidn de la hipotesis
de un gen-un enzima, debido al trabajo de G. W. Beadle y E. L. Tatum comenzando
en 1941, y al descubrimiento de O. T. Avery y colaboradores en 1944, de que la

informacidn genética estd contenida en el ADN y es transmitida por €.,

La capacidad de las células vivas de preservar su material genético y
duplicarlo para su transmisién a la siguiente generacién es el resultado de la
complementariedad estructural entre las dos mitades de la molécula de ADN. La
unidad basica del ADN es un polimero lineal de cuatro subunidades monomeéricas
diferentes, los desoxirribonucledtidos ordenados en una secuencia lineal precisa. En
esta secuencia lineal se encuentra codificada la informacion genética. Dos de estas
cadenas poliméricas se enrollan una sobre la otra para formar la doble hélice de ADN,
en la que cada subunidad monomérica de una cadena queda especificamente
aparejada con la subunidad complementaria de la cadena opuesta. En la reparacion o
replicacién enzimatica del ADN, una de las dos cadenas sirve de molde para la
construccién de otra cadena de ADN estructuralmente complementaria, dichas
cadenas de ADN se separan y acthan de molde para la sintesis de otra cadena

complementaria, con lo que se generan dos moléculas de doble hélice idénticas. z, 13

El descubrimiento de la sustancia ahora llamada ADN fue realizado hace maés
de un siglo por Friedrich Miescher, médico suizo que se encontraba trabajando en el

laboratorio del quimico fisidlogo aleman Feliz Hoppe-Seyler en la Universidad de
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FIGURA 1

-

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UNA CADENA DE ADN.1
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La replicacion y la transcripcion difieren en un aspecto importante. Durante
la replicacion se copia el cromosoma entero dando un ADN hijo que es idéntico al
ADN parental, mientras que la transcripcion es selectiva: en un momento
determinado se transcribe sélo un gen determinado o un grupo de genes. Se puede
regular por tamto la transcripcidn del ADN de modo que sdlo se tramscriba la
informacion genética necesitada por la célula en un momento cualquiera. Secuencias
reguladoras especificas indican el principio y el fin de los segmentos de ADN que se

han de transcribir, asi como qué cadena se ha de utilizar como molde (FIG. 2).13 13,14,

15,16, 17

La transcripcidon es muy similar a la replicacion en términos de mecanismo
quimico, polaridad y utilizacién de un molde.
embargo, en que la transcripcion no requiere de un cebador, solo afecta generalmente

a cortos segmentos de una molécula de ADN y, dentro de esto segmentos, sélo una de

Los dos procesos difieren, sin

las dos cadenas de ADN actla como molde.i2 13 14,15, 16,17
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FIGURA 2

La teoria semiconservadora
propuesta por Watson y Crick,
en la cual la cadena de ADN
parental se separa dando origen
a dos hebras y cada una de ellas
sirve como molde para la
biosintesis de una  hebra
complementaria hija.  Dando
como resultado dos cadenas de
ADN, cada una con una hebra

paterna y una hebra hija.;»
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Se realizaron importantes experimentos cromatograficos, los cuales
condujeron al andlisis cuantitativo de la composiciéon en aminoidcido v a la
exposicion de la secuencia aminodcida de muchas proteinas, revelando que las
proteinas de distintas especies, o distintas funciones, poseen secuencias aminoacidas
diferentes. Uno de los descubrimientos mas singulares fue el de E. Chargaff,
referente a la equivalencia molar de ciertas bases en el ADN, esta equivalencia fue
mds adelante un elemento importante para la deduccién de la estructura

tridimensional del ADN.13 15, 16

El anélisis por difraccidon de rayos X sobre la conformacion de las moléculas
de las proteinas fibrosas realizado por W. Astbury y por L. Pauling, asi como el de
las proteinas globulares llevado a cabo por J. C. Kendrew y M. F. Perutz,
proporcionaron el conocimiento de que cada tipo de molécula proteica posee una
conformacion especifica de dimensiones precisas que determina sus funciones
biologicas. En 1953, J. D. Watson y F. H. Crick postularon la estructura en doble
hélice del ADN, la cual no sdlo estaba de acuerdo con la equivalencia molar de bases
y con los diagramas de rayos X caracteristicos del ADN, sino que también indicaba la
existencia de un mecanismo sencillo por medio del cual la informacién genética

podia ser transferida.i2, 13, 14

La hipdtesis de Watson y Crick pronto fue desarrollada y extendida hasta
desembocar en lo que Crick denomino el dogma central de la genética molecular, que
establece que la informacion genética fluye del ADN al ARN y de esté a la proteina.
Este dogma defini6 tres procesos principales de la preservacion y transmision de la
informacion genética. El primero de ellos, es la replicacién o copia de]l ADN para
formar moléculas hijas idénticas. El segundo es la transcripeidn, proceso mediante el
cual, el mensaje genético del ADN es transcrito en forma del ARN mensajero para ser
llevado a los ribosomas. El tercero es la traduccidn, proceso por el cual el mensaje
genético es “descifrado” en los ribosomas, donde el ARN se utiliza como matriz

dirigiendo la secuencia aminodcida especifica durante la biosintesis proteica. Este
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dogma central resulté apoyado no sélo por el descubrimiento del ARN mensajero,
sino también por la demostracién de que la secuencia de nucledtidos de un gen
guarda una correspondencia lineal con la secuencia de aminoacidos de la proteina

codificada por dicho gen.12, 15,16

El trabajo de Erwin Chargaff fue de gran importancia para la elucidacion de la
estructura del ADN a finales de la década de los 40. Encontraron que las cuatro bases
de los nucleétidos del ADN estaban presentes en relaciones distintas en los ADN de
organismos diferentes, y que habia una estrecha relacion entre las cantidades relativas
de ciertas bases. Estos datos, recogidos a partir de los ADN de un gran nimero de
especies diferentes, permitieron el enunciado de las siguientes conclusiones por parte
de Chargaff:

1. La composicidn de bases del ADN varia de una especie a otra.

2. Las muestras de ADN aisladas a partir de tejidos diferentes de la misma especie
tienen la misma composicion de bases.

3. La composicién de bases del ADN de una especie dada no varia con la edad del
organismo, ni con su estado nutricional, ni con las variaciones ambientales.

4. En todos los ADN, independientemente de la especie, el mimero de residuos de
adenina es igual al de residuos de timina (es decir, A = T), y el mimero de
residuos de guanina es igual al nimero de residuos de citosina (G = C). A partir
de estas relaciones se deduce que el niimero de residuos de purina es igual al de
residuos de pirimidina: es decir, A+ G = C + T. Aun cuando posteriormente se
descarto que el contenido de AT y CT; fueran los mismos, descubriéndose que
estos podian variar hasta una relacién de 30 al 70% dentro de las diferentes

especies. 2, 13
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Representacion de los enlaces de hidrogeno en los pares de bases definidos por el

modelo de Watson y Crick.1a

Rosalind Franklin y Maurice Wilkins utilizaron el poderoso método analitico
de difraccion de rayos X para analizar cristales de ADN. A principio de la década de
1950 su modelo indicaba que la molécula estd formada por dos hebras. En 1953,
Watson y Crick postularon un modelo tridimensional para la estructura del ADN que
estaba de acuerdo con todos los datos disponibles, que consiste en dos cadenas
helicoidales de ADN enrolladas alrededor del mismo eje, que forman una doble
hélice dextrogira. Los esqueletos hidrofilicos formados por unidades alternas de
desoxirribosas y grupos fosfato cargados negativamente se hallan en el exterior de la
doble hélice, en contacto con el agua circundante. Los enlaces fosfodiester de las dos

hebras entrelazadas avanzan en direccién opuesta, es decir. las dos cadenas son
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antiparalelas. Las bases purinicas y pirimidinicas de ambas cadenas estén apiladas en
el interior de la doble hélice, con sus estructuras en anillo hidrofébicas y
practicamente planas situadas a muy corta distancia las unas de las otras y en posicién

perpendicular con relacién al eje longitudinal de la hélice (FIG. 3).12,15,16

1.1 ARN

Posteriormente fue revelado que existen dos tipos de acidos nucleicos: acido
desoxirribonucleico 0 ADN vy el 4cido ribonucleico ARN. Levene demostrd que el
ADN se compone de cuatro bases nitrogenadas dos purinas (adenina y guanina) y dos
pirimidinas (citosina y timina) un azicar de cinco carbonos, desoxirribosa, y grupos
fosfato, demostré que la base purina o pirimidina esté ligada al azicar (en el caso del
ADN el azicar es 2’ desoxi-d-ribosa) por un enlace glucosidico y el azicar estd
ligado al fosfato por un enlace éster. La combinacion de base — azicar — fosfato
constituye la unidad basica, llamada nucledtido. Es decir que los nucleétidos estdn
formados por tres componentes caracteristicos 1) una base nitrogenada, 2) una
pentosa, y 3} un fosfato (FIG. 4). Las bases nitrogenadas derivan de los compuestos
originales pirimidina y purina. Los atomos de carbono y de nitrogeno de estas
estructuras se numeran de modo convencional con el fin de facilitar la denominacién
la salvedad a esto es que en las pentosas de los nucledtidos a los ndameros
correspondientes se les afiade un signo de prima (°) con el fin de distinguirlos de los

atomos numerados de las bases nitrogenadas.

La base esta unida covalentemente (en el N-1 en las pirimidinas y en el N-9 en
las purinas) a través de un enlace N-glucosidico con el carbono 1’ de la pentosa, y el
fosfato estd esterificado con el carbono 5°. El enlace N-glucosidico se forma por
eliminacion de los componentes del agua { un grupo hidroxilo de la pentosa y un
hidrégeno de la base). Cuando la molécula no contiene el grupo fosfato es

denominada nuclec’)sido (FIG 5).12‘ 13, 14, 15,17
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Diagrama esquemdtico de la composicion de un nucledtido. 14
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Estructura de los nucledtidos en la que se presenta la numeracion
convencional de la pentosa, se muestra la estructura de un ribonucledtido. En los
desoxirribonucledtidos el grupo OH del carbono 2’ Es reemplazado por un (H). La
numeracion principal es dada a las bases purinicas o pirimidinicas, de manera
convencional son numerados los carbonos y nitrogenos de dichas estructuras; en

fanto que a las pentosas se les aftade es signo de(’) con el objeto de distinguirlos. ;
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No fue mucho después de que Meischer descubriese aquella sustancia que
luego resulto ser el ADN, Felix Hoppe Seyler, un cientifico del mismo laboratorio
descubrié otra sustancia muy similar al ADN. Esta Gitima sustancia, ahora conocida
como ARN, fue aislada en primer lugar a partir de la levadura y mds tarde de
bacterias y plantas. Durante mucho tiempo se pensé que €l ARN estaba ausente en
los animales; cuando se descubrid su presencia en animales se creyé debida al
alimento vegetal. Este punto de vista prevalecié hasta 1914, cuando Robert Feulgen
descubri6 un colorante que tefiia el ADN, pero no el ARN, y otro que solo tefifa el
ARN; al tefiir las células con ambos colorantes descubrié la presencia conjunta de
ADN y ARN en todas las células.|z, 13, 14, 15

El esqueleto covalente del ARN consiste en un polimero lineal de unidades
ribonucleotidicas unidas mediante enlaces fosfodiester 5—p 3’. En este aspecto el
ADN y el ARN so idénticos pero estos se diferencian estructuralmente en tres puntos

importantes.

1. El grupo aztcar del ARN es la ribosa, y no la 2’-desoxirribosa.

2. Tanto el ADN como el ARN contienen dos bases purinicas principales, la
adenina (A) y la guanina (G). El ADN y el ARN contienen también dos
bases pirimidinicas principales; una de ellas es la citosina (C) en ambos
tipos de 4cido nucleico. La segunda base pirimidica es la tnica diferencia
importante entre las bases del ADN y las del ARN: timina (T) en ¢l ADN
y uracilo (U) en el ARN.

3. Las moléculas de ARN son generalmente monocatenarias.

19
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1.2 ENLACES Y DISPOSICION

Los nucledtidos sucesivos del ADN y el ARN estédn unidos covalentemente
mediante puentes de grupos fosfato. El grupo hidroxilo en 5° de un nucleétido estd
unido al grupo hidroxilo en 3° del siguiente nucleétido por un enlace fosfodiester. De
tal modo que los dcidos nucleicos consisten en unidades alternas de grupos fosfato y
residuos de pentosa, mientras que las bases son grupos laterales unidos al esqueleto a
intervalos regulares, debe notarse que los esqueletos covalentes del ADN y el ARN
son hidrofilicos. Todos los enlaces fosfodiester de las cadenas de ADN y ARN
tienen la misma orientacién a lo largo de la secuencia, con lo que cada cadena lineal
de 4cido nucleico tiene una polaridad especifica y extremos 5 y 3” diferenciados.
Por definicién, en el extremo 5’ no hay ningun nucleétido en la posicién 5°, mientras
que en extremo 3’ falta un nucleoétido en la posiciéon 3°. En uno o en ambos extremos
puede haber presentes otros grupos. Por convencién, la estructura de una cadena o
hebra simple de écido nucleico se escribe siempre con el extremo 5’ a la izquierda y
el 3’ a la derecha; es decir, en la direcciéon 5"——»  3’. Un 4cido nucleico de
cadena corta se denomina oligonucledtido, este término se utiliza a menudo para
polimeros que contienen 50 nucledtidos o menos. Los 4cidos nucleicos de mayor

longitud se denominan polinucledtidos.ip, 13

Las fuerzas responsables de las conformaciones nativas de las estructuras
complejas celulares, como los acidos nucleicos, son lo suficientemente fuertes como
para mantener la integridad estructural, pero los suficientemente débiles como para
permitivr una flexibilidad conformacional. Los enlaces covalentes son, muy
importantes, ya que proporcionan el aglutinante que une los atomos en las moléculas;
sin embargo, las fuerzas débiles (el efecto hidrofobico, las fuerzas de Van der Waals,
los enlaces de hidrogeno y los efectos electrostdticos) son las que determinan las
formas plegadas de las estructuras bioldgicas. Pueden distinguirse cuatro factores

principales que contribuyen a la estabilidad del ADN (FIG .6).12,15, 16
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1.

Los efectos hidrofdbicos estabilizan los apareamientos de las bases. Los anillos
hidrofobicos de purina y pirimidina de las bases son empujados hacia el centro de

la doble hélice en virtud de la elevada cohesion interna de las moléculas de agua.

Las bases apiladas forman contactos de Van der Waals. Los pares de bases se
encuentran, apilados unos sobre otros, a lo largo del eje central de la doble hélice.
Las fuerzas de Van der Waals entre las bases apiladas son débiles pero aditivas,
de forma que en una molécula que contenga mas de 10% pares de bases de las

fuerzas de Van der Waals suponen una importante fuente de estabilidad.

Los pares de bases estan unidos mediante enlaces de hidrogeno. El par de bases

CG es mas estable que el par AT por contener un enlace de hidrégeno maés.

El esqueleto del ADN interacciona con cationes. El esqueleto del ADN, de tipo
fosfodiester, tiene caracter acido, y a pH 7.0 presenta una gran carga negativa. La
repulsion electrostitica entre los grupos fosfodiester negativos es una fuente
potencial de inestabilidad de la doble hélice; sin embargo, los cationes celulares, y
en particular el Mg™, se unen fuertemente al esqueleto fosfodiester del ADN,

estabilizando la doble hélice. >

Es importante remarcar que las purinas y las pirimidinas son también

hidrofobicas y relativamente insolubles en agua a pH celular, cercano a la neutralidad

a pH 4cido o alcalino las purinas y pirimidinas adquieren carga y aumenta su

solubilidad en agua. Las interacciones hidrofobicas de apilamiento, por las que dos o

més bases sc sithan de modo que los planos de sus anillos se encuentren paralelos es

uno de los dos tipos principales de interaccion entre bases. El apilamiento incorpora

una combinacién de interacciones de van der Waals y del tipo dipolo — dipolo ente las

bases, 12, 13

t2
[}
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La formacion de enlaces de hidrégeno en los que participan los grupos amino
y carbonilo constituye el segundo tipo principal de interaccién entre bases. Los
enlaces de hidrogeno entre bases permiten la asociacién complementaria de las
cadenas de acido nucleico, los patrones de enlaces son A se enlaza especificamente
con T (0 U) y G se enlaza con C. La unidn especifica de las bases permite la
duplicacion de la informacion genética por la sintesis de cadenas de 4cido nucleico

complementarias a las ya existentes.yy 15,16

La doble hélice de ADN se desenrolla localmente durante procesos tales como
la replicacion del ADN, la transcripcion al ARN y la recombinacién genética. El
desenrollamiento completo del ADN puede ocurrir in vitro y se denomina
desnaturalizacién del ADN o trapsicion hélice cadena. Este fer6meno tiene lugar al
romperse los enlaces de hidrogeno entre las bases con la separacién consiguiente de
los pares de bases. Las disoluciones de ADN cuidadosamente aislado y en estado
nativo son muy viscosas a pH 7.0 y temperatura ambiente. Cuando una disolucién de
este tipo se somete a valores extremos de pH o a temperaturas superiores a {os 80 o
90°C, su viscosidad desciende rapidamente, indicando que el ADN ha sufrido un
cambio en su estado fisico. El calor y los valores extremos de pH provocan la
desnaturalizacién o la fusién del ADN de doble hebra. Esta desnaturalizacién
conlleva la rotura de enlaces de hidrégeno entre las bases apareadas y la rotura de las
interacciones hidrofobicas entre las bases apiladas. Por lo tanto, la doble hélice se
desenrolla, ya sea totalmente, dando lugar a dos hebras simples completamente
separadas una de otra en toda su extension, o bien parcialmente, de manera que parte
de la molécula todavia conserva la estructura en doble hélice (FIG. 7). La
desnaturalizacién no rompe ningun enlace covalente del ADN. La temperatura de
fusién del ADN Tm, estéd determinada por la composicién de bases del mismo. Ya
que el AT tiene un enlace de hidrdgeno menos que el par CG, los pares de la doble
hélice que son ricas en pares de bases AT seran las primeras en desenrollarse, por lo
tanto, al aumentar el nimero de pares de CG, se incrementa la Tm, y al disminuir el

contenido de éStOS, decrece la Tm.lzl 13,14, 15,17
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FIGURA 7
Desnaturalizacion de una cadena de ADN al elevarse la temperatura y su retorno a

su estado natural al disminuir la temperatura a rangos biologicamente aceptados. ;
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La renaturalizacion del ADN es un proceso rapido de un solo paso, siempre
que todavia exista un segmento en doble hélice de doce 0 mas residuos que mantenga
unidas las dos hebras. Cuando la temperatura y el pH retornan a valores situados
dentro del margen biolégico, los segmentos desenrollados de las dos hebras vuelven a
enrollarse, es decir hibridarse para dar lugar al diplex intacto. Si bien las dos hebras
estan completamente separadas, la renaturalizacién ocurre en dos pasos. El primero
de ellos es relativamente lento, puesto que las dos hebras deben en primer lugar
encontrarse mediante colisiones al azar y formar un segmento corto de doble hélice
complementaria. El segundo paso es mucho mas rapido: las bases no apareadas que
restan forman sucesivamente los pares de bases correctos formando finalmente la
doble hélice completa. Cada especie de ADN tiene una temperatura de
desnaturalizacion o temperatura de fusion caracteristicas: cuanto mas alto sea el
contenido en pares de bases G — C, mas elevada serd la temperatura de fusion del
ADN. Esto es debido a que los pares de bases G — C, con tres enlaces de hidrdgeno,
son mas estables que los pares A — T y requieren mas energia calorifica para

disociarse.iz, 13, 14,15, 16,17

Los procesos de replicacion del ADN y los mecanismos utilizados por las
enzimas que la catalizan han demostrado que son, basicamente, idénticos en todos los
organismos. Esta replicacion es semiconservadora, si cada cadena de ADN actlia de
molde para la sintesis de una nueva cadena, se produciran dos moléculas de ADN
nuevas, cada una con una cadena nueva y una vieja, este proceso se denomina

replicacidon semiconservadora.iz, 13, 14, 15

La hipétesis de la replicacion semiconservadora fue propuesta Waston y Crick
poco después de la publicacién de su articulo sobra la estructura del ADN; la teoria
fue confirmada por Matthew Meselson y Franklin Stahl en 1957. Utilizando la
técnica de la autorradiografia John Cairns proporcioné una primera indicacion de que
la replicacién es un proceso altamente coordinado en el que las cadenas parenterales

se desenrollan y replican simultdneamente, un extremo del lazo, o los dos, son puntos
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dindmicos Hamados horquillas de replicacion en donde se desenrolla el ADN parental
y las cadenas separadas se replican répidamente; lo cual demuestra que las dos
cadenas de ADN se replican simultdnecamente y que dicha replicacién es

bidireccional: los dos extremos del lazo son horquillas de replicacién activas.is, 13

Una cadena nueva de ADN siempre se sintetiza en la direccién 5’—5 3’
debido a que las dos cadenas de ADN son antiparalelas, la cadena actia de molde se
lee desde su extremo 3’ al 5°. Reji Okazaki encontré que una de las cadenas nuevas
de ADN se sintetiza en piezas cortas denominadas fragmentos de Okasaki, lo cual
condujo a la conclusion de que una cadepa se sintetiza continuamente y la otra
discontinuamente. La cadena continua o cadena conductora es aquelia en la que la
sintesis 5° ——» 3’ transcurre en la misma direccion que el movimiento de
horquilla de replicacion. La cadena discontinua o cadena rezagada es aguella en la
que Ia sintesis 5———p 3’ transcurre en la direccion opuesta a la del movimiento de
la horquilla. Los fragmentos de Okasaki tienen una longitud entre unos pocos

centenares y unos pocos millares de nucle6tidos, segin el tipo de célula (FIG. 8).12,13

lietwra
comidudtaa

[FI

Dirercion, 1
1a horguitia’s

[admenins .
5"

do Orazale
3 (/(H\t:hm

n yezadade

FIGURA 8

La direccion de la replicacion de la cadena de ADN siempre se da en
sentido 5’ —————9 3 12
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1.3 ENZIMAS DE SINTESIS (POLIMERASAS)

La busqueda de una enzima que pudiese sintetizar e] ADN fue iniciada en
1955 por Arthur Kornberg y colaboradores. Este trabajo llevd a la purificacion y
caracterizacion de la ADN polimerasa de células de E. coli, que es un polipéptido
sencillo denominado actualmente ADN polimerasa I, posteriormente se encontré que

E. coli contiene al menos otras dos ADN polimerasas diferentes.; 2 12

Los estudios sobre ia ADN polimerasa I revelaron caracteristicas del proceso
de sintesis de ADN que se ha visto eran comunes a todas las ADN polimerasas. La
reaccidon fundamental es un ataque nucleofilico por el grupo hidroxilo en 3° del
nucledtido en el extremo 3’ de la cadena en crecimiento sobre el fosforo o en 5° del
desoxinucledsido 5’-trifosfato enfrante. En la reaccidon se libera pirofosfato
inorgdnico. La ecuacién general de la reaccion es:

(ANMP)n +dNTP ————»  (dNMP)n+1 +Ppi
ADN ADN alargado
En donde dNMP y dNTP son desoxinucledsido 5’-monofosfato y 5°-trifosfato,

respectivamente.

Los trabajos iniciales sobre la ADN polimerasa I llevaron a la definicién de
dos requisitos centrales para la polimerizaciéon del ADN. Primero, todas las ADN
polimerasas requieren un molde. La reaccién de polimerizacién es conducida por una
cadena molde de ADN segin las reglas de aparcamiento de bases predichas por
Watson y Crick: en donde hay una guanina en el molde se afiade una citosina a la
nueva cadena y asi sucesivamente. Este fue un descubrimiento especialmente
importante, no s6lo porque proporcioné una base quimica de la replicacion
semiconservadora del ADN, sino porque representd el primer ejemplo del uso de un
molde para guiar una reaccidn biosintética. Segundo, se requiere un cebador o
“primer”. Un cebador es un segmento de una cadena nueva con un grupo 3°-

Al

hidroxilo al que se pueden afiadir nucledtidos. El extremo 3’ del cebador sc
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denomina extremo cebador. Dicho de otro modo, parte de la cadena nueva ya ha de
estar en su sitio; la polimerasa solo puede afiadir nucledtidos a una cadena
preexistente. Esto se ha demostrado para todas las ADN polimerasas, y este

descubrimiento proporciond una sugerencia interesante en la historia de la replicacion
del ADN. 12,13
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FIGURA 9

Una vez desapareada una hebra actia de molde y una cadena cebadora que parte
del extremo 3’ libre al cual se pueden afiadir nuevas unidades de nucledtidos. Cada
nucledtido es seleccionado en virtud del apareamiento de bases adecuado segiin el

nucledtido que hay en la hebra molde. ;>

Ninguna enzima sintetizadora de ADN puede iniciar la sintesis de una cadena
de ADN nueva. Después de la adicion de un nucleétido a una cadena creciente de
ADN, la ADN polimerasa se ha de disociar o bien trasladarse a lo largo del molde y
afiadir otro nucledtido. La disociacidn y reasociacién de la polimerasa puede limitar
la velocidad global de reaccion, por lo que la velocidad aumenta en general si una
polimerasa adiciona nucleétidos sin disociarse del molde. El namero de nucledtidos
adicionados, en promedio, antes gue se disocie una polimerasa se define como su

procesividad (FIG 9). Las ADN polimerasas muestran gran variacién en su
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procesividad; algunas adicionan unos pocos nucledtidos mientras que otras adicionan

muchos millares antes de que tenga lugar la disociacién.iz, 13

La replicacién ha de realizarse con un grado de fidelidad muy elevado. En E.
coli, se comete un error s6lo en uno de cada 10° a 10 nucledtidos adicionados.
Dado que el cromosoma de E. coli es de unos 4,7 X 10° pares de bases, esto significa
que se comete un error cada 1,000 a 10,000 replicaciones. Durante la polimerizacion,
la discriminacién entre nucledtidos correctos e incorrectos se basa en los puentes de
hidrégeno que especifican el apareamiento correcto entre bases complementarias.
Las bases incorrectas no forman los puentes de hidrégeno adecuados, por lo que se
pueden desechar antes de que se forme el enlace fosfodiester. La precisién de la
propia reaccién de polimerizacion es, no obstante, insuficiente para explicar el
elevado grado de fidelidad en la replicacién. En los mecanismos in vitro se ha
observado que Jas ADN polimerasas insertan un nucledtido incorrecto por cada 10* a
10° correctos. Dicha tasa de error se disminuye a‘n mds in vive gracias a

mecanismos enzimaticos adicionales.;

Un mecanismo intrinseco virtualmente a todas las ADN polimerasas es una
actividad exonucleasa 3° ———p 5’ separada que sirve para realizar una doble
comprobacién de cada nucledtido después de ser adicionado. Esta actividad nucleasa
permite que el enzima elimine un nucleétido recién incorporado siendo altamente
especifica para pares de bases incorrectos. Si se ha adicionado un nucleétido
incorrecto, la translocacion de la polimerasa a la posicion en donde se ha de adicionar
el siguiente nucle6tido queda inhibida. La actividad 3° ——» 5" exonucleasa
elimina el nucledtido mal apareado vy la polimerasa vuelve a empezar (FIG. 10). Esta
actividad, denominada correccién de pruebas, no es sencillamente el inverso de la
reaccion de polimerizacién ya que no interviene e} pirofosfato. Las actividades de
polimerizacidn y de correccién de pruebas de una ADN polimerasa se pueden medir
separadamente. Tales medidas han mostrado que la correccion de pruebas mejora la

precision inherente de la reaccion de polimerizacion por un factor de 1072 10°.;
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FIGURA 10

Una base mal apareada impide la translocacién del enzima al sitio siguiente
deslizdndose hacia atrds, la enzima corrige el error con su actividad exonucleasa

3’ —3» 5’y acontinuacion reemprende su actividad polimerasa en la direccion

S —p 312



GENERALIDADES DEL ADN

Ademas de la polimerasa I se han descubierto otras polimerasas del ADN, las
cuales se ha observado tienen diferentes funciones dentro de la replicacion. La
polimerasa I del ADN mas que una enzima iniciadora de la replicacién es la
encargada de la correccidn de las mal incorporaciones que suceden durante el proceso
de replicacion del ADN. Esta polimerasa fue la primera en ser descubierta y
sintetizada por lo cual los primeros trabajos de sintesis del ADN i vitro fueron
realizados con dicha polimerasa. Hasta nuestros dias se han encontrado otras enzimas
por medio de las cuales el proceso de amplificaciéon de ADN in vitro han sido
mejorados dando como resultado la posibilidad de realizarlo con una mayor facilidad
y rapidez, por lo tanto este tipo de procedimientos han sido utilizados maés
rutinariamente. Otorgandonos la posibilidad de utilizar la biologia molecular dentro
de otras 4reas por lo que el conocimiento de técnicas como la reaccion en cadena de
la polimerasa para un mejor desarrollo de las técnicas dentro de la patologia bucal y

sus posibilidades dentro de esta rama de la odontologia.

]
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iL. PCR

La biologia molecular ha avanzado mucho recientemente lo que ha traido
como consecuencia cambios profundos en la investigacion médica, llevandonos a un
nivel de entendimiento en las enfermedades genéticas, infecciosas y neoplésicas.
Uno de los aspectos que tiene un mayor desarrollo es la capacidad de diagnosticar las
enfermedades a un nivel molecular. El diagnodstico de enfermedades de causadas por
virus, incluyendo a aquellas que afectan la region orofacial, viéndose beneficiado por

la deteccién de ADN viral con una gran sensibilidad.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) la cual es una amplificacion
enzimatica de una secuencia de ADN seleccionada; el cual es un proceso quimico
més que un proceso bioldgico de amplificacion. La sensibilidad de este proceso es
mayor que la de otros procedimientos. Para realizar una deteccion de ADN por
medio de pruebas tipo Southern se requiere normalmente, de 5 — 10 microgramos (10
® gramos) de ADN genémico, esta cantidad de ADN esta presente en cerca de 10°
células nucleadas. El Southernblot mds sensible puede revelar una secuencia anormal
solo cuando esta presente en un 2 — 5% de las células en una mezcla heterogénea. El
PCR resuelve el problema de detectar anormalidades en el ADN que ocurren en baja
frecuencia en la poblacidn blanco o el problema de muy poca cantidad de ADN para

analizar, por medio de una amplificacion enzimatica de una secuencia blanco antes de

realizar las pruebas de Southern.

El proceso de PCR vincula un numero de ciclos para amplificar una secuencia

especifica de ADN; cada ciclo tiene tres pasos sucesivos:

Desnaturalizacion. El primer paso en el sistema de amplificacion del PCR es

la desnaturalizacion térmica del la muestra de ADN elevando la temperatura dentro

Ta)
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de un tubo de ensayo a 95°C. Ademés de 1a fuente de ADN este tubo contiene un
exceso molar de dos “primers”, una polimerasa termoestble, y los cuatro

deoxiribonucleétidos. La temperatura es mantenida por un minuto.

Renaturalizacién. Para el segundo paso, la temperatura de la mezcla es
lentamente enfriada a 55°C. Durante este paso, los “primers” se unen a sus

secuencias complementarias en la fuente de ADN.

Sintesis. En el tercer paso, la temperatura es elevada a 75°C, la cual es 6ptima
para la funcion catalitica de la polimerasa. La sintesis de ADN es iniciada en el
extremo 3’ hidroxil de cada “primer” (FIG. 11).

producto

R Extensién

e S o
.0./ \Q; 40 -75°C
-

v N/

Desnaturalizacién
90 - 100°C

Seea - Reconocimiento
/’\ 40 - 75°C
- —-‘(

FIGURA 11

Esquema de los 3 pasos bdsicos del PCR que en conjunto representa cada ciclo dei

procedimiento. ;3
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Para lograr un mayor entendimiento se deben de conocer los componentes
utilizados en el PCR asi como resaltar su papel dentro del procedimiento para asi
evitar la mayor cantidad de errores. Los componentes mas importantes son la ADN

polimerasa, los “primers” (oligonucleétido corto que hibridiza con un blanco), ANTP

ssssss

=

B |

- AMPLIFICACION

£
3 \

Después de un ciclo completo se obtienen dos cadenas idénticas de cada cadena de

EXPONENCIAL

—

FIGURA 12

ADN que sirve como blanco lo que explica su amplificacién exponencial. ;
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2.0 ADN POLIMERASA

La Tag polimerasa de la bacteria termofilica Thermus aquaticus ha
reemplazado el uso del fragmento Klenow de E. Coli ADN polimerasa I en el PCR.
La Tag polimerasa resiste los 94 — 96°C requeridos para la desnaturalizacion del
ADN vy solo es necesario afiadirla en el comienzo del procedimiento del PCR.1,5 3,4, 6
La temperatura 6ptima para la Tag polimerasa es de 72°C, aun cuando puede ser
observada una actividad significativa a temperaturas tan bajas como 55°C. La
actividad enzimatica de esta requiere iones Mg~ y es potencializada por bajas
concentraciones de KCl. Desafortunadamente, esta es facilmente inhibida por
componentes hematicos presentes en la sangre lisada y por enzimas celulares
presentes en extractos de tejidos. Una unidad de esta polimerasa corresponde a

aproximadamente 5 X 108 M, que es normalmente requerida en el PCR.13 20

2.1 “PRIMERS” O CEBADORES

La relativa eficiencia del PCR aplicado a la medicina clinica depende de una
larga extension en la seleccion de un juego de “primers” apropiados para el problema
clinico a estudiar. Varios principios importantes fundamentales para disefiar el par de
“primers” lo cual ayuda a disminuir problemas potenciales de sensibilidad y

especificidad.

Especificidad.
La cualidad con mayor importancia para un “primer” es su especificidad para

la secuencia blanco. La especificidad esta relacionada con la longitud del “primer”.
Varias combinaciones de nucledtidos puede ocurrir casualmente en el genoma
humano con una frecuencia de 4", donde n es la longitud de la secuencia. Si un
“primer” es demasiado corto podria ser complementario a mltiples genes y puede
unirse especificamente a una regién inapropiada del ADN. Estadisticamente, un

oligonucledtido debe de ser de cuando menos de 17 bases de longitud par evitar que
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se una a una regién que no se desea. Para una mayor estabilidad y debido a que
ciertas secuencias pueden ocurrir mas seguido que ofras, los “primers” para el PCR
generalmente son de 20 nucledtidos de longitud. Incrementar la longitud de los
“primers” a mas de 25 nucleodtidos es contraproducente, ya que afecta la movilidad y
requiere un mayor tiempo para unirse al ADN blanco. “Primers” largos pueden, de
cualquier modo, ser requeridos si es posible que suceda una incorporacién errénea

entre el “primer” y el ADN blanco., 3 4, 18, 19,20

Composicion.
Una fuerte unién ente el “primer” y el ADN blanco es importante para la

estabilidad, especialmente a las altas temperaturas atilizadas para la extensién con la
Tag polimerasa. La estabilidad esta directamente relacionada con ambas, la longitud
del “primer” y el contenido de nucledtidos G:C contra A:T. Una férmula util para
calcular la influencia de la longitud y contenido de G:C en la temperatura de
disociacion es: Tm [temperatura de fusion] (expresada en °C) = 4(G + C) + 2(A + T)
para oligomeros de 11 — 20 nucledtidos de longitud. El Tm es también influenciado
por la concentracion de sales y por varios agentes organicos. Ya que la temperatura
Optima para la enzima Tagq es de 72°C, es deseable seleccionar “primers” con
relativamente alto contenido de G:C. Ocasionalmente, son necesarios “primers” que
puedan tolerar variabilidad en la secuencia de posiciones especificas dentro del ADN
blanco.  Las incorporaciones erroneas sencillas pueden reducir el Tm en
aproximadamente 5°C. Una solucién util a este problema es la utilizacion del
nuclotido inosina. Esta base actia como neutral y se puede insertar por medio de
puentes de hidrégeno con cada uno de los 4 deoxinucledtidos posibles en el ADN. La
inosina es leida como una guanina durante la replicacién del ADN. Y esta no
contribuye a la estabilidad del hibrido y no debe ser incluida cuando se calcula el Tm

para un “primer”.g

L5y
-1



PCR

Extremo 3’

Es importante que la terminacion 3 de los dos “primers” no sean complementarios el
uno con el otro, ya que si estos se unen actuarian como un substrato para la
polimerasa del ADN y siendo el producto predominante en el PCR. Esta
complicacidn, llamada formacion de “primer-dimer” puede ocurrir algunas veces atn
cuando los extremos 3’ no son complementarios, lo cual presumiblemente refleja una
disfuncién enziméatica. Es mds importante que la base 3° de el “primer” sea
complementaria al ADN blanco para permitir una interaccién eficiente con la Tag
polimerasa. La naturaleza degenerativa del codigo genético se refleja con mayor
frecuencia en la tercera base de la secuencia del codon. Por lo tanto es preferible

tener la base terminal del “primer” complementaria a la primera o segunda base de un

codon. 2,3 46, 10,18, 19,

Extremo 5’

Los “primers” pueden tolerar mayores adiciones en su terminacion 5° sin una perdida
significativa en la actividad del PCR. Esto ha permitido la sintesis de productos de
PCR con regiones terminales funcionales para facilitar la deteccidn, clonaje y

secuenciamiento.; 2 3,4,6, 10, 18, I9

Espaciamiento.

El tamafio del producto del PCR es determinado por la distancia de separacion en el
extremo 5’ de los dos sitios de unién de los “primers” en la doble banda de ADN.
Dando como resultado que el ADN blanco no es degradado, las extensiones largas de
ADN pueden ser amplificadas (6 — 10 kb). Para la mayoria de los usos, de cualquier
modo, extensiones de 100 — 200 bases son mas eficientemente replicadas. Las
extensiones largas de ADN blanco puede producir “primers” parcialmente extendidos

que tienden a incorporarse errdneamente en los ciclos subsecuentes. s, 19
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Sintesis y purificacién.

Los “primers” pueden ser sintetizados utilizando equipo automatizado.
Alternativamente, estos pueden ser adquiridos comercialmente. Para resultados
optimos, los “primers” deben ser homogéneos en tamafio. Los “primers” son

utilizados en concentraciones de 0.2 — 1.0uM. 3 19
TRIFOSFATO DESOXIRRIBONUCLEOTIDO

La mezcla de PCR recomendada contiene 200uM de cada uno de los cuatro
dNTP. Esto es suficiente material para sintetizar mas de 10ug de ADN. El PCR
generalmente produce menos de 1pg de producto, y menores concentraciones de

dNTP pueden ser empleadas. El pH de la solucién de nucleétidos debe ser ajustada a

7.0.1,2,3,4,6, 10, 18,20
22 AMORTIGUADOR

Los ingredientes restantes en el PCR son 10mM Tris-Cl para mantener el pH a
8.3, 2.5 mM MgCl2, gelatina (0.01 mg/ml) para ayudar a estabilizar la Zag
polimerasa, 50 mM KCI (el cual aumenta la actividad de la Tag polimerasa). Aunque
estas cantidades son éptimas para la mayoria de las combinaciones “primer” — ADN
blanco, pequefias modificaciones pueden incrementar significativamente la cantidad
y/o especificidad de los productos obtenidos del PCR con diferentes “primers”.
Datos ttiles pueden ser obtenidos por la simple valoracién del pH, Mg™", dNTP, el
efecto de reducir las concentraciones de dNTP, y la concentracion de los “primers”.
Ya que el Mg esta por encima de la relacidon equimolar por dNTP, el efecto de
reducir la concentracién de dNTP incrementa efectivamente las concentraciones de
Mg"". En algunas ocasiones es ventajoso incluir componentes adicionales en el PCR,
especialmente cuando son utilizados multiples juegos de “primers”.  Estos
componentes, incluyen bajas concentraciones de sulfato de amonio mercaptoetanol,

dimetil sulfoxido, que parecen proveer una respuesta mas uniforme por diferentes
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“primers” cuando son utilizados en una sola reaccion. Una delgada capa de aceite
mineral o parafina se coloca para prevenir la evaporacién. El volumen total de la
reaccion se debe de mantener bajo, de cualquier modo, para facilitar el cambio de
temperatura. Todos los reactivos requeridos para el PCR, con excepcion del aceite
mineral y el ADN blanco, pueden ser premezclados y almacenados a -20°C por
cuando menos 2 semanas. La congelacion y deshielo, de cualquier modo, resultara en

una pérdida de la actividad de la enzima y la hidrolisis de los ANTP.{ 5 3,4 6, 10, 18, 19, 20

2.3 ADN BLANCO

La purificacién extensa del ADN no es requerida para que este actué como
blanco en el PCR. La capacidad de utilizar rebanadas sencillas de fijado en formalina
y embebido en parafina en el PCR es muy significativo para los patélogos. Los
tejidos fijados en paraformaldehido y glutaraldehido también han sido utilizados.
Una rebanada de 6 — 10 micrones de tejido, que contiene aproximadamente 1 cm
cuadrado de tejido, es colocado directamente en un tubo de ensayo de 1.5 ml. El
tejido es desparafinizado con un lavado en xyleno. Esto seguido por dos lavados con
etanol puro. El espécimen es disecado por 1 — 2 horas. La pequeiia pildora blanca es
resuspendida en 50uM de amortiguador y colocado en agua hirviendo por 10
minutos. Un mayor voliimen de amortiguador es utilizado si la seccién original
excede 1 cm cuadrado. También para nédulos linfaticos, higado y otros tejidos
celulares, un aumento en la sensibilidad puede ser obtenida afiadiendo 50— 100pg (en
5 — 10 pl) de Proteinasa K e incubar por 1 — 4 horas a 60°C. Este paso se realiza para
inactivar las proteasas del tejido y para liberar €] ADN del tejido. La proteinasa K es
inactivada colocando los tubos en agua hirviendo por 10 minutos. Todos los tubos
son centrifugados y de 5 — 25 ul de la muestra es afiadida a la mezcla del PCR. Uno
debe evitar utilizar demasiada muestra en el PCR, ya que puede inhibir
inespecificamente la enzima Tag y conducirnos a resultados falsos negativos. Para la

mayoria de las aplicaciones se estima que 10° células es satisfactorio. g, 19,20
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2.4 CICLOS TERMICOS

Los ciclos térmicos generalmente involucran tres pasos:

Desnaturalizacion del ADN esta es de 94 — 96°C. La temperatura més elevada
es necesaria cuando los hibridos estan siendo formados, especialmente cuando estos
son ricos en secuencias G:C.  Treinta segundos son adecuados para la
desnaturalizacion de la mayoria de las muestras. Periodos mayores o temperaturas
que excedan los 96°C puede resultar en una pérdida significativa de la actividad

enzimatica.

La temperatura de reconocimiento varia segin la longitud, contenido de G:C,
y fidelidad de los “primers”. En cuanto mayor sea la temperatura de reconocimiento,
es menor la probabilidad de que ocurran mal incorporaciones. Para muchos

“primers”, un rango de 50-55°C es satisfactorio.

La extensién es mejor lograda a 72°C. Aunque es recomendado un minuto
para el reconocimiento y la extension de los “primers”, usualmente periodos mas
cortos han probado ser igualmente satisfactorios. El ntimero de ciclos puede variar de
20 a 40, dependiendo de la sensibilidad requerida. Como se vea aumentado el
namero de ciclos, la produccion del producto puede comenzar a caer en un efecto de
meseta, mientras que los productos resultantes de las incorporaciones errdneas
comienzan a aumentar. El beneficio de exceder los 40 ciclos es nulo o minimo. Para
facilitar la extensién completa de los “primers” durante los 1ltimos ciclos de un PCR,
los tiempos de extensiéon pueden ser progresivamente aumentados de 30 a 90
segundos. Un tiempo de extensidn de 3 minutos es algunas veces recomendado en el
ciclo final para asegurar que todos los productos del PCR sean ADN de doble

cadena.1 23 4.6, 10, 18, 19
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Las condiciones de los ciclos térmicos son las siguientes:

Desnaturalizacién 95°C, 1 minuto
Reconocimiento 55°C, 1 minuto
Extension 72°C, 2 minutos
Numero de ciclos 40

Los ciclos debe concluir con una extension final a 72°C de 3 a 5 minutos. 'Y

las reacciones se detienen enfriando a 4°C y/o afiadiendo EDTA a 10mM.

FIGURA 14
Magquina de PCR personal programable para la realizacion de todos los ciclos

Continuos.
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2.5 DESPARAFINIZACION

La amplificacién exitosa de PCR para especimenes fijados en formalina, y
embebidos en parafina ha sido reportada utilizando procedimientos de extraccion de
ADN que van desde simplemente hervir las secciones de tejidos, hervir con resina
Chelex-100, irradiacién por microondas, existen procedimientos mas complicados
que utilizan la digestion por proteinasa K vy extraccién por fenol/cloroformo. La
mayoria de estos procedimientos recomiendan la remocion de la parafina por lavados
sucesivos con xyleno y etanol. Esto es generalmente seguido por la digestién con la
proteinasa K para remover las proteinas las cuales pueden llevar a una degradacién
del ADN o interferir con la amplificacién del PCR, luego la inactivacion de esta
enzima por el calor. La mayoria de estos procedimientos involucran la utilizacion de
solventes organicos, emplean muchas centrifugaciones y transferencia de tubos lo
cual incrementa el potencial de contaminacion, y la cantidad de ADN puede verse

disminuida.»;

Uno de los primeros procesos de desparafinizacion fue el descrito por Shibata
en 1988 en el cual las secciones se desparafinizan afiadiendo 400 ul de xyleno, y se
centrifuga por 5 minutos. El xyleno se decanta y sus residuos son removidos con 400
ul de etanol al 95%, se centrifuga y una vez mas se decanta. Las peliculas de tejido se
disecan y se aflade directamente los 100 pl de la mezcla para PCR. Los tubos se

calientan a 100°C por 10 minutos y luego son sujetos a los ciclos de amplificacion.»;

El protocolo bésico utilizado por la mayoria de os autores para obtener ADN

amplificable para la realizacién de PCR es el siguiente:

El tejido se prepara en secciones de 5 a 10um; de ser posible se retira el
exceso de parafina del bloque antes de cortarlo. El corte se trata con palillos y se
coloca en un tubo de 1.5 ml. Para evitar la contaminacién el microtomo debe ser

limpiado con xileno entre cada bloque.
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Cada seccién es extraida dos veces con octano para remover la parafina,

también pueden ser utilizados xilenos para esta extraccién. Esta extraccion orgénica

es seguida de dos lavados con etanol al 100% para remover el solvente, El etanol es

removido secando las muestras al vacio o enjuagando la muestra con acetona.

woos W

. Afiadir a cada tubo aproximadamente 1 mi de octano. Cerrar los tubos y mezclar a

temperatura ambiente aproximadamente por 30 minutos.

Se junta el tejido y cualquier residuo de parafina por centrifugacién (de 3 a 5
minutos a maxima velocidad).

Se remueve el octano de cada muestra con una pipeta Pasteur.

Se repiten los pasos 1,2 y 3.

Afiadir aproximadamente 0.5 ml de etanol al 100% a cada tubo, y se mezcla.

Se repite el paso 2

. Se remueve el etanol como se hizo con el octano en el paso 3

Se repiten los pasos 5,6y 7.

Se secan las muestras al vacio hasta que el etanol se evapore completamente o se
afiaden de 2 a 3 gotas de acetona a cada tubo manteniendo los tubos abiertos y
calentandolos cuidadosamente en agua a 37 a 50°C para promover la evaporacién

de la acetona.

Para la digestion de la proteinasa se realizan los siguientes pasos:

|

2.
3

4,

Sc afiaden 100u! de amortiguador de digestion que contenga 200ug/ml de
Proteinasa K a las muestras extraidas y secas. Las muestras que contengan
grandes cantidades de tejido deben ser resuspendidas en 200ul de amortiguador de
digestion.

Se incuba por 3 hrs. A 55°C (alternativamente, 37°C toda la noche)

Se giran los tubos brevemente para remover cualquier liquido del tapén

Se incuba a 95°C por § a 10 minutos para inactivar la proteinasa. Se debe evitar

calentar mas de 10 minutos.
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5. Para ser usada para PCR, se junta cualquier residuo de parafina o tejido
centrifugando por 30 segundos. Y se utiliza la supernata para la amplificacién
tipicamente de 1 a 10ul.

6. Guardar las muestras preparadas a -20°C.

Ya que la amplificacion para tejidos embebidos en parafina es menos eficiente
que la amplificacién para otro tipo de blancos como ADN purificado o extractos de
material clinico fresco. Para compensar esta eficiencia reducida, se modifican los
parametros del ciclo térmico para incrementar el nimero de ciclos y alargando el

tiempo a cada temperatura dentro del ciclo.(g 21

El método descrito a continuacién es un método alternativo por medio del cual
se puede obtener ADN amplificable, evitando los cambios continuos de tubo y los

lavados continuos con etanol.

2.6 OTRA ALTERNATIVA DE DESPARAFINIZACION

Otro método para obtener ADN amplificable comenzando con el
procedimiento de desparafinizacion es utilizando microsecciones de tejidos
almacenadas en tubos a 4°C por 4 — 7 semanas. Posteriormente se afiade un mililitro
(mi) de xyleno, y las muestras son mezcladas gentilmente por 5 minutos a
temperatura ambiente. Esto se centrifuga a 14000 rpm por 5 minutos, y la supemata
es removida. Se repite este paso. Después, 1 ml de etanol al 100% a temperatura
ambiente es afiadido y las muestras se mezclan gentilmente por 2 — 3 minutos, y
posteriormente centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos. El etanol residual es
removido pipeteando y se continua con una centrifugacidén en un contenedor al vacio

por 10 minutos.
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Digestién por proteinasa K

Doscientos pl de amortiguador (buffer) proteinasa K se afiaden a cada tubo; un
esfuerzo minimo es necesario para resuspender las peliculas de tejido, las cuales se
vuelven un poco viscosas. Se afiade proteinasa K para llegar a una concentracion final
de 400pg/ml. Subsecuentemente las muestras son incubadas a 50°C por 4-6 horas, y

calentadas a 94°C por 10 minutos para inactivar la proteinasa K.

Precipitacion de las proteinas

Cincuenta pl de una solucién de NaCl saturada (aproximadamente 6M) son afiadidas
a cada tubo, y las muestras son gentilmente mezcladas por 5 minutos. Los tubos son
centrifugados a 4000 rpm a temperatura ambiente por 15 minutos, y las supernatas
son removidas a un tubo nuevo. En el fondo del tubo es visible una pelicula blanca de

proteinas después de la centrifugacion.

Precipitacion del ADN

Una décima de volumen de 3M de acetato de sodio se afiade a las supernatas, seguido
de 2.5 volumenes de etanol al 100%; 5ul de glicogeno (2 mg/ml) se afiade como para
mejorar la recuperacion de] ADN. Las muestras se colocan a —20°C toda la noche, y
fuego se centrifugan a 4°C por 30 minutos a 14000 rpm. La supernata es removida,
las peliculas se lavan con 1 ml de etanol al 70%, y luego se centrifugan a 4°C y
14000 rpm por 15 minutos. Una vez mas es removida la supernata, y las peliculas se

secan en un contenedor al vacio. Estas se resuspenden en 50 pl de agua estéril.,,

2.7 POSIBLES ERRORES EN LA REALIZACION DEL PCR

Por su gran sensibilidad, la posible contaminacién con ADN es de extrema
importancia. Cuidados escrupulosos son necesarios para evitar contacto entre los
productos de un PCR y algunas soluciones utilizadas en este. Pruebas de control de
calidad de los reactivos en las que se deben incluir pruebas por una posible inclusion

de ADN humano y productos de ensayos de PCR anteriores. Para realizar ¢l PCR es

4§
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permisible utilizar cuartos separados para procesar los especimenes iniciales, montar
los ensayos, correr las amplificaciones y analizar los productos del PCR. Cada cuarto
debe de tener su propio equipo incluyendo, refrigeradores, centrifugas y pipetas.
Cuando se procesan bloques de parafina, es importante limpiar el microtomo entre
cada bloque. Controles negativos de todos las muestras con excepcion de la muestra
del paciente deben ser corridas en cada ensayo. Un control positivo consistente de
una cantidad conocida de un ADN blanco debe ser incluido para probar los
“primers”, la enzima Tag, y el método de deteccidn  Productos dilwidos
apropiadamente de un PCR positivo previo pueden se utilizados como control
positivo. Esto tiene como ventaja que si se da alguna contaminacién, se puede

cambiar a un juego de “primers” que no amplifique el contaminante.

Todos los articulos del equipo utilizados en el PCR necesitan ser sujetos a
pruebas de calidad. Las temperaturas actualmente alcanzadas por los tubos dentro de
bloques deben de ser revisadas por medio de una sonda de tal manera que se asegure

de que la temperatura es uniforme dentro de los bloques.

Aun con estas precauciones, dos problemas mayores surgen en el desarroilo
de un PCR 1til clinicamente. El problema inicial es la falta de sensibilidad, atn con
ADN positivo conocido. Esto refleja la inestabilidad de la unién del “primer” y del
blanco; las altas temperaturas requeridas para una actividad optima para la enzima
Tag. Para evitar el problema, puede ser posible disminuir la temperatura de
reconocimiento a 37°C y prolongar la duracién de la temperatura que se eleve a 72°C.
Esta modificacién puede permitir una extensién parcial, con un correspondiente
incremento en la fuerza de la unidén al blanco. Una extensién del “primer” a
temperaturas menores que 72°C también puede ser utilizada. La actividad inhibidora
en las muestras puede ser evitada por medio de la predigestién con proteinasa K o
simplemente utilizando muestras diluidas. La falta de sensibilidad en el PCR también
puede ser debido a una desnaturalizacién incompleta de las moléculas blanco. Este

problema se soluciona incrementando la temperatura de desnaturalizacién de 94 a
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96°C. El pH de la mezcla debe de ser revisado. El pH puede ser afectado por el
amortiguador utilizado para disolver los dNTP. Condiciones de almacenamiento no
adecuadas puede conducir a la hidrélisis de los ANTP, pérdida de la actividad de la
enzima, y precipitacidn de los “primers”. Las concentraciones de MgCl; asi como el
pH deben de ser valorados para obtener una amplificacion optima. Si la sensibilidad
aun es un problema, puede realizarse un PCR de dos pasos. En la primera reaccidn,
un juego de “primers” es seleccionado para que amplifique un segmento largo de
ADN. Y posteriormente son afiadidos “primers” internos para un segmento

especifico del ADN de interés.

El segundo problema que se puede encontrar al realizar el PCR es el de una
extensa incorporacion errénea. Esto conduce a la produccién de productos no
especificos. Un acercamiento para evifar esios problemas es incrementar la
temperatura de reconocimiento. La homogenicidad en el tamafio de los “primers”
debe ser revisada. Algunas veces es atil reducir las concentraciones del blanco,

“primers”, enzima y dNTP y utilizar menos ciclos y una desnaturalizacién mas corta.

Una vez comprendidos la mayoria de los posibles errores durante la
realizacion del PCR, es necesario comprender que todo PCR no se puede llevar a
cabo bajo las mismas condiciones, es cierto que debe de seguirse un protocolo basico

pero este debe ser optimizado.y_ 4,4, 10, 18, 20

2.8 OPTIMIZACION DEL PCR

Indudablemente, un scolo protocolo no es apropiado para todas las situaciones.
Consecuentemente, una aplicacién nueva para el PCR requiere una optimizacién.
Algunos de los problemas encontrados son: un producto no detectable o un campo
bajo del producto deseado; la presencia de incorporaciones erréneas o una mala
extensiéon de los “primers”. Por lo cual deben ser consideradas posibles variaciones

en cada uno de los elementos del PCR.

¥
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2.8.1 CONCENTRACION DE LA ENZIMA

Un rango recomendado de concentracidn para la ADN Tag polimerasa es
entre 1 y 2.5 unidades por 100u! de reaccidn cuando otros parametros son 6ptimos.
De cualguier modo, los requerimientos de la enzima pueden variar con respecto a
cada blanco individual o con respecto a los “primers”. Cuando se optimiza el PCR,
recomendamos probar las concentraciones de la enzima varidndolas de 0.5 a 5
unidades /100l y analizar los resultados por gel electroforesis. Si la concentracion
de la enzima es muy elevada, productos de fondo no especificos se pueden acumular,
y si es demasiado baja, una cantidad insuficiente del producto deseado es producida.;,

2,3,4,6,10,18,20
2.8.2 TRIFOSFATO DESOXIRRIBONUCLEOTIDOS

Las soluciones de dNTP deben ser neutralizadas a un pH de 7.0, y las
concentraciones deben de ser determinadas. Una solucion que contenga | maf de
cada dNTP es recomendada. La estabilidad de los dNTPs durante la repeticién de
ciclos del PCR es de aproximadamente un 50% de los ANTP permanecen después de
50 ciclos. Concentraciones entre 20 y 200 puM de cada uno resulta en un balance
optimo entre el campo, la especificidad y la fidelidad. Los cuatro dNTPs deben de
ser utilizados en concentraciones equivalentes para minimizar errores de mala
incorporacion. La especificidad y la fidelidad del PCR son incrementadas con una
reduccidn en las concentraciones de ANTP a las originalmente recomendadas para el
fragmento Klenow. Bajas concentraciones de dNTP minimizan la incorporacion
errénea de los “primers” en lugares no blanco y reduce las probabilidades de una
extension errénea de nucledtidos. Uno debe de decidirse por la menor concentracién

apropiada para la longitud y composicién de la secuencia blanco, ¢j; 20uM de cada
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dNTP en una reaccidn de 100pl es suficiente teéricamente para sintetizar 2.6 ug de

ADN o 10 pmol de una secuencia de 400 bases.; 2 3 4,6 10,18, 20

2.8.3 CONCENTRACION DE MAGNESIO

La concentracion de magnesio puede afectar lo siguiente: el reconocimiento
de los “primers”, disociacidon de las bandas del blanco y del producto del PCR,
especificidad del producto, actividad y fidelidad de la enzima. Por lo que la mezcla
del PCR debe de contener 0.5 a 2.5 mM de magnesio sobre la concentracion total de
dNTP. Es importante notar que la presencia de EDTA y otros queldntes en los

“primers” o el ADN blanco puede afectar el magnesio aparentemente Optimo.;s, 20

2.8.4 OTROS COMPONENTES DE LA REACCION

El amortiguador recomendado para el PCR es de 10 a 50 mM Tris — HCI (con
un pH entre 8.3 y 8.8) cuando se mide a 20°C. Esto debido a que el verdadero pH de
20mM Tris (pH 8.3) a 20°C varia entre 7.8 y 6.8 durante las condiciones tipicas de
los ciclos térmicos. Hasta 50mAf KCl pueden ser incluidos en el mezcla de reaccion
para facilitar el reconocimiento de los “primers”. NaCl a 50 mM, o KCI por encima
de los 50 mM, inhiben la actividad de la Tag ADN polimerasa. Gelatina o sero
albunia bovina (100 pg/ml) son incluidas para ayudar a estabilizar la enzima, aunque

muchos protocolos trabajan bien sin la adicidn de proteinas. ;g 20

2.8.5 RECONOCIMIENTO DE LOS “PRIMERS”

La temperatura y el tiempo requerido para el reconocimiento de los “primers”
depende en la composicion de las bases, longitud y concentracién de los “primers”.
Una temperatura de reconocimiento aplicable es de 5°C por debajo de la verdadera
temperatura de fusién de los “primers”. Ya que la Tag polimerasa esta activa sobre

un rango amplio dc temperaturas, la extension de los “primers” debe ocurrir a
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menores temperaturas, incluyendo el paso de reconocimiento, La temperatura de
reconocimiento en el rango de los 55 a 72°C generalmente da mejores resultados. En
concentraciones normales de los “primers” (0.2 uM), el reconocimiento solo toma
algunos segundos. El incremento en la temperatura de reconocimiento eleva la
probabilidad de incorporaciones erréneas de los “primers” y reduce la incorporacién
errénea de nucleotidos en el extremo 3’ de los “primers”. Como consecuencia,
temperaturas exactas deben ser utilizadas en el reconocimiento, especialmente
durante los primeros ciclos, lo cual ayuda al incremento de la especificidad. Con el
fin de obtener una espcificidad maxima en el ciclo inicial, la ADN Tag polimerasa
puede ser afiadida después del primer paso de desnaturalizacién. Una temperatura de
extension baja junto con concentraciones elevadas de dNTP favorecen la

incorporacion errénea de los “primers” y una incorporacién errénea de nucleotidos.

2.8.6 EXTENSION DE LOS “PRIMERS”

El tiempo de extensién depende de la longitud y concentracién del blanco. La
extension de los “primers” es generalmente realizada a 72°C. El rango estimado de
incorporacién de nucledtidos a 72°C varia de 35 a 100 nucledtidos por segundo
dependiendo de el amortiguador, el pH, concentracién salina, y la naturaleza del
ADN blanco. Un tiempo de extension de un minuto a 72°C es considerado suficiente
para los productos hasta de 2 kb de longitud. De cualquier modo tiempos de
extensién mayores pueden ser utiles en los ciclos iniciales si la concentracion del

sustrato es muy baja y en los ultimos ciclos cuando la concentracidn del producto

||||||

2.8.7 TIEMPO Y TEMPERATURA DE DESNATURALIZACION

La causa mas comun en fallas del PCR es una desnaturalizacién incompleta de
el blanco y/o de los productos del PCR. Las condiciones de desnaturalizacion

generalmente son a 95°C por 30 segundos, o 97°C por 15 segundos; de cualquier
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modo, temperaturas mds elevadas pueden ser apropiadas, especialmente para blancos
con alto contenido de G - C. Una desnaturalizacion incompleta permite a las bandas
del ADN renaturalisarse y esto, reduce el campo del producto. En contraste, los
pasos de desnaturalizacion que son demasiado altos y/o demasiado largos conllevan a
una perdida innecesaria de la actividad enzimadtica. La vida promedio de la ADN Tag

polimerasa es de >2 horas, 40 minutos y 5 minutos a 92.5, 95 y 97.5°C

::::::

2.8.8 NUMERO DE CICLOS

El nimero de ciclos depende principalmente en la concentracion inicial de
ADN bianco cuando los otros parametros han sido optimizados. Un error comin es
la ejecucion de demasiados ciclos. Demasiados ciclos pueden incrementar la
cantidad de los productos no especificos. Obviamente muy pocos ciclos dan como

resultado muy poco producto.i, 2,3, 4,6,9, 10, 18, 20

GUIA DE CICL.OS CONTRA BLANCO

Nimero de moléculas blanco Numero de ciclos

3X10° 25a30
1.5 X 10° 30235
1 X 10° 35240
50 40 a 45

2.8.9 “PRIMERS”

Concentraciones de “primers” entre 0.1 y 0.5 uM son generalmente optimas.
Altas concentraciones de “primers” puede promover incorporaciones erroneas y
acumulacién de producto no especifico y puede incrementar la probabilidad de

generar una union independiente al blanco llamada “primer — dimer”, estos substratos
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compiten con el producto deseado, por la enzima, ANTPs y “primers”, resultando con

una baja produccion del producto deseado.

Algunas reglas simples nos ayudan al disefio de “primers” eficientes.
Generalmente los “primers” son de 18 a 28 nucleétidos de longitud conteniendo de
un 50 a 60% G - C. Uno debe evitar la complementaridad en el extremo 3'de los
pares de “primers” ya que esto promueve la formacién de “primer — dimer” y reduce
la obtencidn del producto deseado. También se debe evitar la presencia de tres o m4s
C’s 0 G’s en el extremo 3’ del “primer” ya que puede producir mal incorporacion en

;;;;;

10,18,20
2.8.10 EFECTO DE MESETA

Este término es utilizado para describir la reduccién de la acumulacién del
rango exponencial del producto que ocurre durante los tdltimos ciclos del PCR.
Dependiendo de las condiciones y ciclos termales, uno o més de estos puntos puede
influenciar a la meseta: 1) utilizacidén de sustratos (ANTP o “primers™); 2) estabilidad
de los reactivos (ANTP o de la enzima); 3) inhibicidn del producto 4) competicion de
los reactivos por productos no especificos o “primer — dimer”; 5) una

desnaturalizacion del producto cuando existen concentraciones elevadas de este.

Una consecuencia importante para alcanzar el efecto de meseta es que una
baja concentracién de productos no especificos resultado de incorporaciones erréneas
puede continuar amplificandose. Optimizar el nimero de ciclos del PCR es la mejor

manera de evitar productos no deseados. g, 20
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1IL. PCR PATOLOGIA BUCAL

Ya que la reaccién en cadena de la polimerasa es una avance relativamente
nuevo en la biotecnologia para la amplificacion de secuencias especificas de acidos
nucleicos, sus aplicaciones dentro de la odontologia no han sido ampliamente
desarrolladas; debido a que se debe de conocer la secuencia de bases por amplificar o

parte de esta.

La importancia de realizar un diagnostico adecuado es importante debido a
que muchos virus permanecen latentes en {a cavidad bucal lo que puede ser 1til para

dar un tratamiento adecuado.

VIRUS SITIO DE LATENCIA

HERPES SIMPLE GANGLIO DEL TRIGEMINO

VARICELLA-ZOSTER GANGLIO SENSITIVO

EPSTEIN-BARR CELULAS EPITELIALES Y
LINFOCITOS B

CITOMEGALOVIRUS CELULAS DE LAS GLANDULAS
SALIVALES

PAPILOMAVIRUS CELULAS EPITELIALES

VIH LINFOCITOS T Y OTRAS CELULAS
CD4 POSITIVAS

L

Tabla de virus que permanecen latentes dentro de la cavidad oral .23
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En el afio de 1992 Ficara y Eversole publican un articulo en el cual hacen
mencion de las posibilidades de esta herramienta en la patologia bucal, destacando
que esta puede ser utilizada en tejidos embebidos en parafina y/o en tejidos frescos
fijados en formalina, ya que la reaccion en cadena de la polimerasa puede amplificar
secuencias de fragmentos de ADN, secuencias de ARN pueden ser utilizadas con el
fin de obtener ADN amplificable, y ya que pueden ser analizadas las interacciones
ADN - proteinas mencionan que sus aplicaciones dentro de la medicina y la

patologia son infinitas.;

Se han realizado reportes en los cuales se utilizd para tipificar el virus de
papiloma humano en tejidos y en la mucosa, El PCR también ha sido utilizado para
confirmar la presencia de otros agentes infecciosos en los tejidos humanos tales como
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), virus de hepatitis B, el citomegalovirus
y el virus de Epstein-Barr principalmente. Aunque también puede ser utilizado para
detectar el virus de herpes simple (VHS) en herpes labiales recurrentes agudos o en

pacientes con estomatitis aftosa recurrentes;.

Debido a la presencia de ciertos factores patolégicos entre las lesiones
premalignas comenta la importancia de monitorear dichas condiciones con el fin de
conocer si estas pueden ser desencadenantes de una malignizacién debido a su
presencia en la cavidad bucal en €l tejido adyacente o en saliva. Para tener un mejor
entendimiento de las probables causas de malignizacion y por lo tanto tener un mejor
conocimiento con el fin de dar un mejor tratamiento para evitar la posible

malignizacién de dichas lesiones.

La mayoria de los estudios han sido realizados para tipificar el virus de
papiloma humano debido a que se han sido identificado mas de 70 diferentes tipos de

este virus a la fechays estos se han reportado en un sinimero de sitios del cuerpo,

57



PCR PATOLOGIA BUCAL

incluyendo el tracto anogenital, uretra, piel, laringe, mucosa traqueobraquial, cavidad
nasal/senos paranasales, cavidad bucal, eséfago y conjuntiva. Este virus se ha
encontrado involucrado en una gran variedad de lesiones bucales dentro de las que se
incluyen papiloma de células escamosas/condiloma, verruga vulgar, hiperplasia
epitelial focal, hiperplasia papilar, hiperplasia fibrosa, liquen plano y leucoplasia por
medio de estudios hitopatologicos, ultraestructurales, inmunohitoquimica e
hibridizacién de ADN. Recientemente, se ha sugerido un posible papel en la etilogia
de la patogénia de las lesiones bucales precancerosas y cancerosas debido a su
presencia en especimenes de cancer bucalyg, 25 por medio de estudios de hibidizacién
del ADN siendo los hallados con mayor frecuencia en las lesiones precancerosas y en
cancer de células escamosas los tipos 11, 16 y 18. Dentro de los tipos de VPH
conocidos los que han sido encontrados en diferentes lesiones bucales son VPH 1, 2,
4,6,7, 11, 13, 16, 18, 32, 57,5. De estos al parecer los tipos de VPH 13 y 32 estdn
confinados exclusivamente a una lesion, la hiperplasia epitelial focalys, 26. Mientras
algunos otros autores mencionan la presencia del VPH 6 y VPH 11 en el papiloma
escamosoys ¥y Scully relaciona el VPH con el las verrugas bucales (papiloma),
verrugas genitales (condioma acuminatum), relacionado al igual que el VPH 6 con
esta patologiass €l VPH 11 con papilomas bucales y verrugas genitalesys. El VPH 6
también ha sido relacionado con la verruga vulgar asi como el VPH 2 y este es
relacionado por Scully en el carcinoma verrucoso bucalys. Aln cuando se ha
reportado que también ha sido identificado el VPH 30 en algunas lesiones bucalesss,
25 ¥ la presencia de alguno de estos tipos de virus a la queratosis, queratoquiste

odontogénico, ameloblastoma y displasia epitelial bucal.

3.0 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH)

Lawton GM, Thomas SJ, ef al. Realizan un estudio comparativo de métodos
de colecciéon de muestras del virus de papiloma humano en la mucosa bucal normal

en el afio de 1992. En el cual compararon los enjuagues, la citologia exfoliativa y las
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biopsias como métodos de coleccton de muestras, dichas muestras fueron estudiadas
con ¢l objetivo de confirmar la presencia del VPH en la mucosa bucal; dichas

muestras fueron estudiadas por medio de hibridizacion Dot/Blot y PCR.

De los 60 sujetos que presentaban una mucosa bucal normal, 36 (60%) fueron
positivos para cuando menos un tipo de VPH en cuando menos una de las muestras
obtenidas, ya sea por medio de citologia, biopsia o enjuague. De las 70 muestras con
resultados positivos para el VPH 26 de estas fueron positivas para mas de un genotipo
de VPH, de los 36 sujetos infectados, 16 se encontraban infectados con un solo tipo
de VPH, 8 con dos genotipos, 8 con tres genotipos y cuatro con cuatro diferentes

genotipos.

En este estudio se encontré que el VPH genital cominmente es encontrado en
la mucosa bucal normal, donde fueron identificados los tipos de VPH 6, 11, 16, 18,
31, 33 ya sea solos o combinados. El tipo de VPH encontrado con una mayor
prevalencia fue el 16. Mencionan que la técnica del PCR, la cual permite la
amplificacién de una regién del ADN para la deteccion del VPH tiene dos principales
ventajas sobre la hibridizacion dot/blot primero, solo son requeridas pequefias
cantidades de tejido para su evaluacién, y segundo la especificidad de la
amplificacion del ADN es tal que el material no relacionado en una biopsia y un
enjuague no afecta el resultado, lo cual ha incrementado el rango de genotipos de
VPH detectados. Generalmente los genotipos de VPH identificados en las lesiones
bucales son similares a los de la mucosa de la laringe v de la piel genital con solo dos
excepciones VPH 13 y 32 que solo han sido encontrados en la mucosa bucal. Los
genotipos 6, 11, 16 y 18, los cuales son encontrados frecuentemente en el area
genital, también han sido encontrados en lesiones displasicas bucales y en carcinoma

de células escamosas (CCE),1.
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Syrjédnen et al. Demostré que la presencia del VPH en el epitelio incrementa
progresivamente de la capa célular basal mas profunda (5.8%) a las capas mas
superficiales (100%) en 102 biopsias cervicales que se sabia contenian ADN de VPH.
Aun cuando en este estudio el enjuague bucal y la citologia fueron las que con mayor
frecuencia dieron resultados positivos para la presencia de VPH, esto puede ser
debido a que la cantidad de tejido por medio de una biopsia puede no contener ADN
de VPH; mientras que la citologia y el enjuague proveen una cantidad suficiente de
ADN gendémico amplificable en donde la muestra es mas representativa de toda la

cavidad bucalss.

Shroyer K y Greer R realizaron un estudio para la deteccion de ADN del virus
de papiloma humano por medio de hiridizacion in situ y la reaccion en cadena de la
polimerasa en lesiones bucales malignas y premalignas. Estudiaron biopsias fijadas
en formalina y embebidas en parafina de 61 k,siones de la mucosa bucal de los
archivos de Western States Regional Bucal Pathology Laboratory y Division of Bucal -
Pathology an Oncology, University of Colorado School Dentistry. Estas lesiones
inclufan 10 casos de queratosis no asociada al tabaco, 24 casos de displasia epitelial,
14 casos de hiperplasia verrucosa, 10 casos de carcinoma de células escamosas, y 3

muestras de carcinoma verrucoso, dichas muestras fueron desparafinizadas para las
pruebas de PCR.

Los 10 casos de queratosis no asociada al tabaco no mostraron evidencia de
ADN de VPH. La tincion especifica fue detectada en el nacleo del epitelio escamoso
en 4 de los 24 casos de displasia epitelial, en 3 de los 24 casos de hiperplasia
verrucosa, v en 1 de los 10 casos de carcinoma de células escamosas. Los tres casos
de carcinoma verrucoso fueron negativos en la hibridizacion in situ (HIS). En siete
de los ocho casos positivos en esta serie, la tincién fue mas intensa con la sonda que
reconoce los tipos 16/18 de VPH. En solo un caso, la tincién mas intensa fue

observada con la sonda para los tipos 31/33/35 de VPH

&0
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Cada una de las 61 lesiones fueron subsecuentemente evaluadas para la
presencia de ADN de VPH 16 por medio del PCR. De los siete casos que fueron
positivos para VPH 16/18 por HIS fueron positivos para VPH-16 por medio del PCR.
En suma, un caso que fue negativo por medio de HIS y el que fue positivo para los
tipos 31/33/35 de VPH también fueron positivos para el VPH-16 en el estudio por
PCR.

Finalmente mencionan que la HIS frecuentemente falla en detectar fragmentos
subgenoémicos de ADN viral incorporados al genoma huésped y la infeccion es no
productiva de particulas virales intactas. Debido a que solo fue utilizada la
amplificacion del VPH-16 por su posible papel en la transformacién celular y la alta
frecuencia de incorporaciéon de huésped en lesiones neoplasicas, por lo cual no fue
probada la presencia de otros genomas de VPH. En este estudié la amplificacién por
medio del PCR fue més sensitiva que la HIS para la deteccion de ADN de VPH-16 en
lesiones bucales aiin cuando el PCR sdlo fue realizado para el VPH-16 lo cual nos

limita a la deteccién de doble o triple infeccién con diferentes tipos de VPHas.

Kellokoski JK, Syrjden SM ef al. Realizaron un estudio en el cual utilizaron la
hibridizacién southern blot y el PCR para la deteccion de virus de papiloma humano
en mujeres con infecciones genitales de VPH. Fueron obtenidas 212 muestras de
pacientes voluntarios en University Dental Clinic, Kuopio Finland y cada espécimen
fue seccionado en dos partes uno fue procesado para la histologia rutinaria y la otra
parte fue congelada en nitrégeno liquido. Un total de 272 muestras fueron obtenidas
para el andlisis de Southern blot. Mientras que un total de 100 biopsias fijadas en

formalina y embebidas en parafina fueron estudiadas por medio del PCR.

Los resultados obtenidos por medio de hibridizacién Southern blot fueron 42

de las 272 biopsias (15.4%) positivas por medio de la hibridizacién. De las lesiones
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tomadas de lesiones como papilomas, queratosis, lesiones liquenoides, 4reas
blanquecinas, ¢ hiperplasias 9 de 60 (15%) contenian ADN de VPH, una proporcién
igual 33 de 212 (15.6%) de las muestras de epitelio clinicamente sano contenian
ADN de VPH. De los 4 papilomas y 5 condilomas planos diagnosticados

histologicamente solo 1 papiloma y 1 condiloma contenian ADN de VPH.

Los resultados obtenidos en el PCR fueron basados en 85 de las 100 muestras
ya que en estas la amplificacién para la B-globulina, la cual se utiliza como prueba de
control de que la amplificacién por medio del PCR se esta llevando a cabo, fue
detectada, mientras que en las otras 15 no lo fue, por lo tanto; para el VPH 6/11 y
VPH 16/18 fueron observados en 9.4% 8 de 85 y 8.2% 7 de 85 de los especimenes
respectivamente. En una muestra fueron encontrados ambos tipos de VPH el 6 y el
16, y tres especimenes contenian VPH 18. Por lo que un total de 16.5% de las
biopsias fueron positivas para algin tipo de VPH. El resto de los productos del PCR
fueron utilizados para una hibridizacién dot/blot para un posterior andlisis para
contenido de VPH con sondas VPH 6/11 y 16/18, con este método se obtuvieron 11
resultados positivos adicionales con VPH 6/11 y la misma cantidad de muestras
positivas de VPH 16/18 fueron detectadas que por medio de la electroforesis en gel.
Entonces un total de 29.4% de positividad al VPH fue obtenida, el VPH 6/11 fueron
los tipos mas frecuentes. Siete de las biopsias positivas fueron obtenidas de lesiones
clinicas, resultando una positividad de un 23.1% de las biopsias de epitelio

clinicamente normal.

En conjunto 65% de los pacientes con una infecciéon bucal por VPH tenian
una infeccién genital concomitante por VPH demostrada por métodos de
hibridizacién de ADN. Los tipos de VPH bucales y genitales fueron correlacionados
en los pacientes en los cuales el tipo de VPH fue revelado por medio del PCR. En
once de los pacientes con una infeccién bucal por VPH demostrada por PCR no fue

detectado ADN de VPH en la mucosa genital. Para las 14 mujeres restantes, con
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infeccion genital, dos tenian VPH 11, siete tenfan VPH 16, uno tenia VPH 18, y
cuatro tenfan VPH 31. En los casos apropiados el ADN de VPH fue tipificado para
distinguir si el tipos de VPH bucal y genital eran los mismos. De acuerdo a esto dos
pacientes tenian el mismo tipo de VPH (VPH 11 y VPH 16 respectivamente) en la
mucosa bucal y genital . El estado de las parejas masculinas fue obtenido en 33
casos. De estos, 27.3% (9/33) tenian infeccidén anogenital, pero los tipos de VPH
difirieron en los tipos de VPH de su pareja femenina. Sélo una pareja tenian el

mismo tipo de VPH en la mucosa genital.

La demostracién de la alta proporcion de ADN de VPH en la mucosa bucal y
genital indica que el VPH es un ocupante comin en el epitelio humano. Ya que la
presencia de VPH puede ser demostrado por medio de hibridizacién southern blot
(HSB) y PCR, en su opinién el nimero de copias virales en el epitelio bucal es baja

comparada con la mucosa genital, lo cual es apoyado por estudios previos.

Sus resultados indican que en la mayoria de los casos son diferentes el tipo de
VPH en la mucosa bucal y en la genital. De cualquier modo, todas las infecciones
bucales fueron no productivas lo que propone que la inmunidad especifica puede
tener un papel en contra del VPH. Por otra parte, sus resultados dan evidencia clara
del tipo de inmunidad especifico en la mucosa. Esto puede ser pertinente solo en
sujetos con una funcién inmune normal porque algunos tipos de VPH en dos mucosas

diferentes han sido demostrados en pacientes inmunodeprimidos.

Ya que el fumar es generalmente considerado como un cofactor en un amplio
rango de malignizaciones, éste actita como un cofactor con los tipos de VPH 16 y 18
en el desarrollo de displasias cervicales, y se ha observado que altera el epitelio bucal,
es razonable sugerir que el fumar por medio de un mecanismo desconocido tiene

influencia en la expresién de VPH.
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En base a su estudio enfatizan el hecho de que la evaluacién histol6gica es
pobre con respecto al andlisis de ADN del VPH, sin demeritar los valores de la
histologia para determinar la morfologia pero no es util para detectar las infecciones
latentes o subclinicas de VPH, esto tiene un valor especial en el caso de la mucosa
bucal la cual se encuentra constantemente sujeta a traumas y dichas variaciones
microscépicas y macroscopicas ocurren con frecuencia lo cual puede simular cambios

inducidos por el VPH.

Atlin cuando encontraron ADN de VPH en 23.1% de las biopsias tomadas de
epitelio bucal normal por medio del PCR, esto podria ser una estimacién baja de la
prevalencia real de VPH. Esto debido al patrén fluctuante de infeccion de VPH, los
pocos tipos de VPH detectados, y el posible error en la toma de biopsias, por lo que
debe ser colectada saliva y suero para ser analizados. Por lo que deberia ser
considerado en un futuro que el ADN de VPH en la mucosa bucal esta en su mayoria

en una forma latente y que por ello no produce ADN viral adicionalyg.

En el afio de 1992 Jalal H, Sanders CM, Prime SS, Scully C y Maitland NJ
hicieron un estudio para detectar el virus de papiloma humano tipo 16 en adultos
jovenes sanos por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa, por medio de
citologia bucal y células mononucleares; para lo que se realizd una citologia en el
paladar duro y dorso de la lengua de 62 individuos sanos. El anélisis por PCR fue
realizado en dos partes, el primer grupo; los raspados de la mucosa bucal del paladar
duro y dorso de la lengua del mismo individuo fueron codificados separadamente y
fueron tratados como especimenes separados. El PCR fue llevado a cabo en 90
muestras de 30 diferentes individuos. Ya que este fue realizado, a las células
mononucleares de los mismos individuos. El segundo grupo los raspados de la

mucosa del paladar duro y dorso de la lengua fueron tratadas como una sola muestra.
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En el primer grupo de las 90 muestras de los 30 individuos, 17 fueron
positivas para el VPH 16, estos resultados positivos fueron derivados de 11
individuos. Las 30 muestras analizadas para las células mononucleares dieron
resultados negativos. En el segundo grupo de las 18 muestras bucales analizadas, 8
fueron positivas, mientras que 2 de las 32 muestras de células mononucleares

obtuvieron resultados positivos.

En el “primer” grupo, los resultados indicaron que no hay un sitio de
preferencia para infeccién en la cavidad bucal. La incidencia total de infeccién por
VPH 16 en el epitelio es alta (13/30 o 43%) de los de este grupo. Ya que las muestras
fueron obtenidas por citologia asumimos que al ser de la superficie del epitelio
representa en nivel de infeccién activa de la cavidad bucal. En contraste la infeccion
de las capas basales y supra-basales del epitelio bucal no pueden ser detectadas por
citologia exfoliativa. Por lo que reportan que la incidencia actual de VPH 16 puede
ser mayor de un 43%, no es sorprendente detectar el VPH 16 con dicha frecuencia ya
que este virus es asumido como de tipo genital. El resuitado de un 43% de
positividad en el tejido bucal es aln significativamente mas bajo que en la presencia
de VPH 16 en el carcinoma cervical por medio del PCR la cual es probablemente
mayor a un 80%. Aun cuando la incidencia de VPH 16 en el epitelio cervical normal

aun es controversialse.

En 1994 Oswald C, Miiller P. et al Llevaron a cabo un estudio para
identificar el ADN del virus de papiloma humano de los tipos 6, 11, 16 y 18 en
carcinomas de células escamosas y en la mucosa bucal, utilizando el PCR y una
subsecuente hibridizacién Southern blot. Las muestras de tejido fueron obtenidas de
26 pacientes, las partes removidas quirirgicamente fueron divididas en dos. Una
parte fue congelada a —80°C hasta ser utilizada para el analisis de ADN, la otra fue

fijada en formalina y embebida en parafina para su examinacion histolégica.
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En los pacientes con carcinoma de células escamosas (CCE), se estudiaron
especimenes de diferentes origenes: tejido tumoral, mucosa sana adyacente al tejido,
y un raspado de la mucosa distante al tumor. En el grupo de control, raspados de la
mucosa bucal de 97 voluntarios sanos fueron tomadas. Mientras que muestras de
carcinoma de células escamosas con VPH del cervix uterino se utilizaron como

controles positivos.

En conjunto, 16/26 CCE contenian ADN de VPH en el tejido tumoral
(61.5%). VPH 16 fue encontrado en siete, VPH 18 en seis, y VPH 6/11 en dos casos.
En dos tumores el ADN de VPH no fue definido. Mientras que una infeccion doble
con VPH 16 y 18 fue descubierta en un CCE pobremente diferenciado. Después de la
amplificacién por medio del PCR vy la hibridizacién, siete CCE fueron positivos y
diez tumores fueron negativos. El rango de deteccién de VPH en diferentes muestras
bucales de los pacientes con carcinoma disminuyd marcadamente con el incremento
de la distancia del tumor. En 7/26 casos (26.9%), la mucosa peribucal contenia el
mismo tipo de VPH que el del tumor, mientras que solo 1/26 de las muestras de la
mucosa bucal distante fue positiva (3.8%). La mitad de los pacientes con metastasis
de nodulos linfaticos (8 casos) fueron positivos para VPH. Los tumores libres de
nédulos linfaticos fueron documentados en nueve pacientes, ocho de estos pacientes
fueron positivos para VPH, y solo uno fue negativo. En el grupo de control solo un
caso dio resultados positivos después de la amplificacidén y la hibridizacién. También
encontraron que el rango de deteccidon era mayor en el tejido congelado (58%), y solo
un poco menor en los raspados de la superficie del tumor (50%). En las muestras

embebidas en parafina el rango disminuyd hasta un (17%).

La deteccidon de ADN de VPH en un 61.5% de los CCE demuestra una alta
prevalencia de infeccién por VPH en los paciente con el tumor. La alta frecuencia
con la que se encuentran los tipos 16 y 18 es sugestiva de un posible papel causal.

Mientras que el PCR descubre el VPH en la mucosa bucal otros métodos menos
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sensitivos (Southern, dot blot, hibridizacion in situ) generalmente fallan en revelar
infecciones por es VPH. Una probable diferencia entre las infecciones genitales v las
infecciones por VPH bucales mds comunes es que estas son probablemente
infecciones latentes o de baja productividad. En los carcinomas de células escamosas
bucales una alta frecuencia de ADN de VPH fue encontrada. Mientras que predomina
la presencia de VPH en los carcinomas queratinizados/diferenciados la presencia
generalmente es de los tipos 16 y 18, y la tendencia del VPH 18 a estar presente en
los carcinomas no queratinizados/indiferenciados es de relevancia biologica aun

cuando esta debes ser estudiada posteriormentes;.

En 1994 Craig S. Miller, Maria S. Zeus, ef al. Llevaron a cabo un estudio para
determinar la prevalencia de VPH 16/18 en laminillas desparafinizadas de
especimenes de carcinoma bucal con diferentes técnicas como la hibridizacién in situ
v una técnica que combina la reaccidn en cadena de la polimerasa y la hibridizacién
in situ. Debido a que el PCR y el Southen blot no permiten la visualizacion de los

descubrimientos morfoldgicos asociados con las sefias positivas de VPH.

Treinta especimenes de carcinoma bucal procesados entre 1975 v 1992 del
laboratorio de patologia bucal, de la Universidad de Kentucky y de la universidad de
Carabobo, Venezuela fueron estudiados. Las edades de los pacientes variaban de los
4] a 92 afios. Utilizando la técnica de PCR-hibridizacién in situ, 20 de los 30
especimenes (66.7%) contenian ADN de VPH. El VPH tipo 16 fue detectado en 18
de 26 especimenes (69.2%), y 7 de 25 carcinomas (28%) contenian VPH 18.
Infecciones combinadas fueron encontradas en 5 de 21 (23.8%) especimenes. Esta

técnica es mas sensible que el uso de la hibridizacion ir situ sola.

El VPH se encontrd con una mayor frecuencia en hombres (75%) que en
mujeres (57.1%). Ademas los hombres tenian los tipos 16 y 18 de VPH (11 de 26,
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42%; 6 de 25, 24%) con mayor frecuencia que las mujeres (7 de 26, 27%; 1 de 25,
4%) respectivamente. Las infecciones combinadas solo se dieron en los hombres.
Los sitios con resultados positivos mas frecuentes fueron el labio (5 de 5, 100%), el

piso de la boca (5 de 6, 83%), y el vestibulo (3 de 4, 75%).

La técnica de hibridizacién in sifu fallé en detectar VPH 16 y 18 en los 30
especimenes analizados lo que corrobora estudios previos que reportaron una nula o
baja prevalencia de VPH en carcinoma bucal por medio de la hibridizacién in sifu.
Lo que apoya el concepto que el VPH esta presente en una baja cantidad en niimero
de copias en el carcinoma bucal. El porcentaje detectado por medio de la
combinacion de la hibridizacidn in situ 'y el PCR (67%) es mayor que el encontrado
con las técnicas de Southern blot y dot blot y la prevalencia promedio calculada de
estudios previos con PCR. La técnica de PCR e hibidizacién in situ nos permite la
correlacién directa de la localizacién del VPH con la histomorfologia de la lesién

carcinomatosa.

El hecho de que el VPH 16 se haya encontrado con mayor frecuencia que el
VPH 18 es consistente con los estudios previos en los cuales se reporta que el VPH
16 se encuentra con mayor frecuencia en los carcionomas bucales y provee
informacién acerca de que los VPH 16 v 18 son virus principalmente carcinogénicos
involucrados en neoplasis malignas bucales. Se encontrd una infecciéon combinada en
un 24% v en dichos casos el carcinoma fue diagnosticado cuando menos 8 afios antes
que en los pacientes con solo un VPH de alto riesgo, y que estos pueden proveer un
medio para un estado neopldsico mas agresivo. Encontrar VPH 16 en carcinoma
verrucoso es relativamente sorprendente. Este tipo ha sido reportado con poca
frecuencia en carcinoma verrucoso y solo en tejido laringeo. Otros han detectado
VPH 2 en carcinoma verrucoso 0 no han reportado la deteccion de ningiin VPH en el

carcinoma verrucoso.
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Los carcinomas bien diferenciados parecen tener un mejor prondstico que las
neoplasias pobremente diferenciadas, ellos encontraron que el VPH esta asociado a la
mayoria de los carcinomas bien o moderadamente diferenciados. Encontraron que el
VPH 16 se encontrd en el tnico caso recurrente de carcinoma de células escamosas,
mientras que reportes previos indican que el epitelio bucal infectado por VPH tiene el
potencial de recurrencia debido a su diferenciacion histopatologica. Por lo que este
estudio sugiere que los tipos de VPH 16 y 18 tienen un papel importante en el

génesis tumoral maligno bucals,.

Un estudio para identificar la prevalencia de VPH 16 en células bucales
exfoliadas de 26 pacientes con céncer bucal y voluntarios sanos por medio del uso de
la reaccion en cadena de la polimerasa fue realizado por Er-Jia Mao en 1995. Debido
a que la citologia exfoliativa ha sido utilizada exitosamente para identificar displasia
o cambios malignos en las lesiones anogenitales, pero algunos pat6logos bucales aun
dudan de su valor para diagnosticar malignidades bucales. Especimenes de 26
pacientes con cancer bucal fueron analizados. Ninguno de estos pacientes habia sido
tratado previamente. Diecisiete hombres y nueve mujeres con edades entre los 44 y
84 afios. Ademas de los especimenes obtenidos de las lesiones céncerosas de los
pacientes, se colectaron especimenes de sitios no afectados como muestras de control
internas. Un grupo de control fue seleccionado de voluntarios que fueron similares
en edad sexo y sitio de la lesion a cada paciente con cancer. Todos fueron no
fumadores y no tenian lesiones en su mucosa bucal. Cuatro muestras citoldgicas
fueron tomadas de cada paciente sano. Para cada paciente con carcinoma de células
escamosas, una muestra fue tomada de la lesion ademas de las muestras de los

mismos sitios de la mucosa a aquellos de los sujetos sanos.

Todas las pruebas de los pacientes con céncer bucal y de los individuos sanos
fueron analizadas para la presencia de VPH 16 por medio de PCR. De las 26

mucstras de lesiones de cancer bucal, ocho (30.8%) fueron positivas. mientras que los
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sitios no afectados y los sitios de control sanos fueron positivos en siete (26.9%) y
cuatro (15.4%) respectivamente. La comparacion de los rangos de infeccidén entre
estos tres grupos no difieren significativamente, aunqgue el rango de infeccion en las
lesiones cancerosas fue mas alto que el de los otros dos grupos. Es de suma
importancia determinar la prevalencia de infeccién VPH en la poblacion normal para
establecer un vinculo entre la infeccidon de VPH 16 y las lesiones cancerosas.
Estudios previos han reportado la presencia de VPH 16 no solo en neoplasias

malignas sino que también en tejidos histolégicamente normales.

Este estudio hallé un rango de infeccion de VPH 26 en un 30.8% entre los
pacientes con céancer bucal. Mientras que un 26.9% de los sitios no afectados del
mismo grupo de pacientes fueron positivos y el grupo de control de individuos sanos
con un 15.4%. Por lo que concluyeron que si el VPH 16 esta mvolucrado en la
carcinogénesis bucal, el virus solo; puede no tener un papel significativo en la causa

del cancer bucalys.

Un estudio para determinar si existe una asociacion entre la leucoplasia
verrucosa proliferativa y el virus de papiloma humano 16 fue realizado por Palefsky
M, Silverman S. ef al, en el afio de 1995, El diagndstico de la leucoplasia verrucosa
proliferativa LVP es esencialmente clinico ya que las caracteristicas histopatolégicas
no son disitinguibles de cualquier lesidn no asociada con LVP del mismo tipe: una
asociacion entre la LVP y VPH se sospecha, en base a las caracteristicas
histopatolégicas verrucosas vistas en muchas de las lesiones asociadas a LVP como
comparacion estudiaron especimenes de cancer bucal de células escamosas (CBCE) y
displasia epitelial bucal de pacientes que no concordaban con el criterio de LVP, asi
como lesiones que se consideran con poco o nulo potencial de malignizacién como la
queratosis focal y la hiperplasias fibrosas. Los especimenes incluian 26 CBCE, 13
displasias epiteliales, 8 queratosis focales, 13 hiperplasias fibrosas y 4 papilomas

escamosos. Nueve especimenes de 7 pacientes que concordaban con los criterios de
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LVP fueron estudiados. Fueron utilizados “primers” para identificar los tipos 6, 11,
16, 18, 31, 33 y 45 de VPH.

Ocho de los nueve tejidos de LVP estudiados (89%) fueron positivos para
algin tipo de VPH, y de estos 7 (77%) fueron positivos para el VPH 16. Dos
canceres de pacientes diagnosticados con LVP fueron obtenidos, ambos fueron
positivos, uno para el VPH 16 y otro fue clasificado como un VPH desconocido (por
no corresponder a ninguno de los tipos que correspondieran a los que pudieran ser
identificados por medio de estos “primers™). De dos pacientes con LVP, biopsias
tomadas en diferentes afios fueron estudiadas. En un paciente fue diagnosticada una
displasia epitelial media a los 74 afios, y posteriormente a los 79 afios fue
diagnosticado un CBCE. Mientras que la displasia fue positiva para el VPH 16, el
tejido canceroso fue positivo para un tipo desconocido de VPH. En otro paciente una
displasia media fue diagnosticada a los 78 afios, y un CBCE fue diagndsticado

posteriormente a los 88 afios, ambos tejidos fueron positivos para VPH 16.

Solo ocho de los 24 casos de CBCE no asociados con LVP (33%) y cuatro de
las displasias bucales no asociadas con LVP (50%) fueron positivas para VPH. El
VPH 16 fue el detectado mas comunmente entre estos tejidos, constituyendo un 50%
de los VPH detectados en los tejidos cancerosos ¥y un 100% de los tipos de VPH
detectado en los tejidos displasicos. Muchos de los especimenes que generalmente se
cree no son premalignos contenian altos rangos de infeccion de VPH, incluyendo 3 de
13 hiperplasias fibrosas (23%), 6 de 8 queratosis focales (75%) v 3 de 4 papilomas

(75%). De cualquier modo, solo 3 de estos especimenes contenian VPH 16.

A excepcion de una de las lesiones asociadas a las caracteristicas de LVP
arrojaron resultados positivos a algun tipo de VPH, y la mayoria de estos fueron

positivos para el VPH 16. Los resultados de este estudio confirman la presencia de
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VPH 16 en lesiones CBCE no asociadas a LVP, asi como a una alta proporcién de
displasias bucales como podria esperarse si estas lesiones fueran premalignas. De
cualquier manera, 40% de los CBCE positivos para VPH contenian un tipo no
identificado, indicando que posiblemente algun otro tipo no genital también puede ser
importante. Ya que el VPH fue detectado en una gran proporcion de las lesiones que
s& piensa no son precursoras cancerosas, la mayoria de los tipos de VPH no fueron

aquellos asociados con un riesgo alto de progresion a malignidad.

Mencionan que la infeccién de VPH 16 sola no es suficiente para el desarrollo
de CBCE. Muchos estudios han mostrado que la infeccidén por VPH 16 puede ser
detectable en células epiteliales bucales de individuos sin enfermedad, incluyendo
una alta proporcion de nifios. El mecanismo por ¢l cual la infeccidn por VPH
contribuye al desarrollo de CBCE aln no es conocido pero recientemente ha sido
demostrado que el VPH puede jugar un papel importante en la acumulacién de
mutaciones cromosomicas. Interesantemente el factor de riesgo epidemiolégico para
e CBCE, el uso de tabaco, tiene capacidad mutagénica y puede potencializar el
desarrollo de CBCE solo o en conjunto con VPH contribuyendo a la inestabilidad
cromosOmica. En base a estos datos realizaron la hipétesis de que la infeccién por
VPH 16 puede jugar un papel en el desarrollo de CBCE por inestabilidad
cromosdmica y puede cooperar con otros agentes mutdgenos. En este estudio la
prevalencia de VPH 16 en los tejidos displasicos fue mayor a la observada en CBCE,
pero la mayoria fue en pacientes diagnosticados con LVP. Cuando las displasias no
asociadas a LVP fueron analizadas separadamente la prevalencia de infeccién por
VPH 16 fue de 50%, mayor a la reportada previamente por hibridizacidn in situ. La
mayoria de los casos de CBCE no fueron asociados con VPH, pero los que tuvieron
resultados positivos en su mayoria fueron asociados con el VPH 16.
Semejantemente, no todas las displasias bucales fueron positivas, pero aquellas que lo

fueron, el tipo principal encontrado fue el VPH 163;.
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En el afio de 1995 un estudio para la deteccion de secuencias de ADN del
virus de papiloma humano en papilomas bucales de células escamosas por la reaccion
et cadena de la polimerasa fue realizado por Kathleen A., Ward MD., Seamus S., et
al. Por medio de la utilizacion del PCR con los “primers” L1 que pueden detectar
ADN de VPH de muchos genotipos de VPH los cuales incluyen VPH 6, 11, 16, v 18.
Diecinueve casos de papiloma bucal de células escamosas, diagndsticade clinica e
histolégicamente fueron analizados. EI ADN fue extraido de especimenes fijados en

formalina y embebidos en parafina.

Los diecinueve casos de papilomas de células escamosas de 19 pacientes
fueron analizados. Un total de 13 de los 19 casos (68%) fueron positivos para los
tipos de VPH 6, 11 o ambos. Debido a que para la deteccién por medio de
hibridizacién in sifu se necesita aproximadamente de 20 a 50 copias virales por
célula es posible que estudios previos en los que se reporta una menor incidencia de
VPH en papilomas bucales de células escamosas sea debido a que las secuencias de
ADN de VPH se encuentren un nivel muy bajo para la deteccidon por medio de
hibridizacién in sifu. Aun cuando se encontré VPH en la mayoria de los casos de
papilomas bucales de células escamosas por medio de este estudio no es posible
confirmar un papel etioldgico del VPH. Si el ADN de VPH detectado en los
papilomas de células escamosas simplemente representa que este se encuentre en la
mucosa bucal uno deberia esperar una mezcla mas heterogénea en los tipos de VPH
predominantemente el VPH 16 en estas lesiones bucales mas que la demostracion de
los tipos de VPH 6 u 11. Con respecto al 32% de los resultados negativos es posible
que los papilomas bucales de células escamosas pudieran contener otro genotipo de
VPH diferente y que por lo tanto no fue identificado por la sondas o por que las
copias de ADN viral podrian estar presentes en un bajo nimero y pudieron no ser
detectadas por la eficacia reducida del PCR. Los autores y reportes previos refieren
una eficacia reducida del PCR cuando es aplicada a muestras de ADN extraidas de

tejidos embebidos en parafina, esto podria ser resultado de la degradacion del ADN
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durante el proceso de fijacién y de la inhibicidén de las enzimas por inpuresas en la

preparacion de la extraccidon del ADN.

Mencionan que los papilomas bucales de células escamosas negativos en este
estudio pueden ser realmente negativos. Explican esta situacién sefialando que el
virus pudo haber estado presente inicialmente en el papiloma y después perderse con
el tiempo; o estos papilomas pueden representar una subdivisién de papilomas de
células escamosos sin asociacion a las secuencias de ADN de VPH. También ha sido
sugerido por otros autores que solo la minorfa de los papilomas bucales de células
escamosas contienen secuencias de ADN de VPH cuando estas lesiones son
estrictamente diferenciadas de condiloma acuminatum por medios clinicos e
histologicos. Sus resultados elevan la probabilidad de que estas lesiones en su

mayoria tengan una causa viralss

En el mismo afic Padayachee A. Sanders CM y Maitland NJ. realizaron una
investigacién por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa de verrugas
bucales las cuales contuvieran VPH tipos 2 y 57 por hibridizacion ir situ. Diecinueve
casos fijados en formalina y embebidos en parafina diagndsticados como verrugas
bucales fueron analizados por medio de PCR. Quince de las 19 muestras fueron
juzgados como positivos por VPH 2/57 por hibridizacion in sifu. De las quince
muestras previamente positivas para VPH 2/57 por medio de hibridizacién in sity,
todos fueron negativos para VPH 2a donde una verruga de la piel de conirol fue
fuertemente positiva con los “primers” especificos VPH 2a. De cualquier modo,
ocho especimenes (42%) demostraron la presencia de VPH 2/57 o un subtipo nuevo
muy relacionados. De estos, un caso previamente demostré solo VPH 2 por
hibridizacién in situ, un caso fue negativo para ambos VPH 2 v 57 y los seis casos

remanentes mostraron fuertes sefiales para ambos VPH 2 y 57.
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Los resultados indicaron que existe una homologia cercana entre los tipos
VPH 2 y 57 o un tipo VPH aun no identificado. Todas las 19 muestras (100%) dieron
resultados negativos para VPH 2a por medio de PCR. Solo un caso que demostré

contener solo VPH 2 por hibridizacion in situ demostré el VPH tipo2/57¢ por PCR.

De los once casos negativos por PCR, seis mostraron previamente la presencia
de ambos tipos de VPH 2 y 57, y en solo un caso VPH 2, por hibridizacion in situ. Ya
que la sensibilidad de la hibridizacién in situ es menor que la del PCR para las
muestras embebidas en parafina, los resultados negativos a PCR en este estudio no
puede ser debido al tipo de ADN de VPH, a menos de que este no se haya extraido
por el método utilizado. Se ha demostrado que el VPH 2a esta asociado con lesiones
mucosas en raras ocasiones, pero ha sido identificado en solo unos pocos estudios en
la cavidad bucal, mientras que en su estudio ellos sugieren que el VPH 57 se

encuentra en mayor relacién que el VPH 2a en la verruga bucalss

3.1 VIRUS DE EPSTEIN-BARR (VEB)

Este es un herpesvirus aislado por primera vez del linfoma de Burkittys, 3¢, 37
ha sido asociado con el granuloma letal de linea mediass con el carcinoma
nasofaringeoss, 17 es causa de la mononucleosis infecciosays, 37 y ha sido aislado en la
mononucleosis infecciosa agudazy 3 35. Algunos otros autores han sugerido su
presencia en la leucoplasia pilosasg, 37, 39, 40 ast como en el sindrome de Sjdégrenass.
Posterior a la infeccidén primaria el VEB permanece latente en las células epiteliales
de la glandula salival normal lo que pudiera ser su ruta principal de transmisiénsg, 3g
o en las células epiteliales de los estratos superficiales del epitelio lingualig v
periddicamente se reactiva, esta reactivacién es elevada en pacientes con
enfermedades linfoproliferativas y con pacienies inmunodeprimidos, ya sea por

alguna enfermedad como el VIH, por medicacién o por recibir algtin transplantesq, 37,
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3s. También se ha sospechado que pudiera ser un agente etiologico en la enfermedad

de Hodgkin y carcinoma de timos7.

Un estudio para la prevalencia del virus de Epstein Barr y el virus del
papiloma humano en mucosa bucal de pacientes infectados por VIH fue realizado por
Alder Storhz K, Ficara G, Woods KV, ef /. en 1992. Ya que el virus de Epstein Barr
ha sido implicado en el génesis de la leucoplasia pilosa bucal, y que resultados de
otros estudios han demostrados la presencia de antigenos de VPH en la leucoplasia

pilosa bucal por medio de hibridizacion.

Los tejidos de leucoplasia pilosa bucal fueron obtenidos de 47 paciente, 39
hombres, vy 8 mujeres, con anticuerpos contra el VIH-1, todas las lesiones se
localizaban en la regién ventrolateral de la lengua. Fueron obtenidas biopsias de 10
de los pacientes de mucosa bucal normal. Todos los especimenes fueron fijados en
formalina, embebidos en parafina y procesados para diagnéstico histopatoldgico,
todos los especimenes mostraron caracteristicas histopatoldgicas de leucoplasia
pilosa. Los “primers” utilizados hibridizaban cuando menos con 28 tipos de VPH,

incluyendo los tipos 6, 11, 16, v 18 generalmente mucosos.

ADN de VEB fue detectado por hibridizacién in situ en todos los 47 casos
(100%) de leucoplasia pilosa. Fueron probados también 10 especimenes de mucosa
bucal normal y 1 (10%) contenia ADN de VEB. Tinciones positivas por antigenos
estructurales comunes para la presencia de VPH fue observada en 25 (71%) de los 35
especimenes de lucoplasia pilosa. Utilizando PCR con una subsecuente hibridizacién
dot blot 10 (56%) de los 18 especimenes de leucoplasia bucal mostraron contener
ADN de VPH. En seis de los 10 pacientes donde la mucosa bucal normal y la
leucoplasia bucal fueron probadas, el ADN de VPH también fue detectado en la

mucosa bucal normal. En uno de los seis pacientes VPH fue detectado en la mucosa
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normal pero no en el espécimen de leucoplasia bucal, seis de los productos
hibridizaron para VPH 16 y solo uno para VPH 16 y 18 por medio de las sondas, por
lo que todos los resultados positivos hibridizaron con la sonda 16. De los 18
especimenes utilizados para PCR 11 (61%) se tifieron positivamente para el antigeno
del papiloma virus, de estos 11 solo tres fueron positivos para algiin ADN de VPH.
Dos especimenes de leucoplasia pilosa fueron positivos para ADN de VPH y
negativos al antigeno de papiloma virus. Por lo que pensaron que el tipo de VPH es

diferente a los tipos comunes de VPH cominmente encontrados.

Siete de les 18 especimenes de lucoplasia pilosa estudiados por medio de PCR
fueron positivos a ADN de VPH y negativos al antigeno de VPH, ya que la deteccion
de antigenos estructurales de VPH solo se correlaciona con una infeccidén viral
vegetativa, es posible que el VPH en los antigenos negativos, y el ADN de VPH
positivo en los tejidos se encontrara en estado latente. Axin cuando ADN de VPH fue
encontrado en 10 de los 18 tejidos de leucoplasia su relevancia en la etiologia de esta
enfermedad es dudosa por el hecho de que dicho ADN de VPH también fue
encontrado en seis de los diez tejidos de la mucosa bucal normal de los mismos
pacientes. Posiblemente la presencia de VPH en los individuos infectados por VIH

puede ser un reflejo de su estado inmunoldgicoss.

Un estudio para detécta.r el virus de Epstein Barr y el virus de herpes humano
(VHH) tipo 6 en saliva de pacientes con enfermedades linfoproliferativas por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa fue realizado en 1991 por Saito I, NHI
Simura S, ef al. con el objetivo de conocer el papel de dichos virus en la patogénesis
de las enfermedades linfoproliferativas. Virtualmente todos los adultos portan los
virus de Epstein Barr y el virus de herpes humano tipo 6 en bajos niveles y sélo
niveles altos son asociados con alguna enfermedad. Otros métodos menos sensibles

como la hibridizacién pucden ser utilizados para detectar virus en saliva, pero la
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cantidad presente de dichos virus es probablemente menor a los limites de deteccién

de dichas técnicas.

Ellos estiman que {a saliva normal contiene menos de 10 copias de VEB y
VHH-6 por 100ul equivalentes, mientras que en el sindrome de Sjogren y en la
mononucleosis infecciosa se contienen 20 o mas copias equivalentes. Sus
descubrimientos apoyan la hipotesis de que estas enfermedades virales pueden jugar
un papel en la transicion de una linfoproliferaciéon autoinmune que involucre las
glandulas salivales a una neoplasia franca. La presencia de ADN de VEB en
pacientes con linfomas, inmunodeprimidos, con deficiencias inmunes congénitas, que
recibieron algin transplante y pacientes con SIDA es una propiedad compartida.
Encontraron que el VHH-6 en los pacientes con enfermedades linfoproliferativas
sugieren que este agente puede tener un espectro de enfermedad similar al VEB, es
evidente que ambos el VEB y el VHH-6 son liberados activamente en la saliva como
células libres, fuentes posibles del VHH-6 pueden ser células epiteliales de la
orofaringe, asi como de las glandulas salivales. Existe también la posibilidad de que
el VEB pueda transactivar el VHH-6 al sitio de latencia, produciendo un exceso de
copias del virus en saliva. El VHH-6 puede ser un de los cofactores que agravan los
desordenes linfoproliferativos, ya que este virus también ha sido observado en el
SIDA. Por lo que la deteccién de estos virus puede servir como predictores de la

activacidn de la enfermedadsg.

Una demostracion de la presencia del VEB para un diagnostico adecuado de
leucoplasia pilosa bucal y una posible asociacién con VPH 16 por medio de
hibridizacion in situ y PCR fue realizada en 1993 por Felix DH, Jalal H, er al.
Obtuvieron biopsias de 18 pacientes VIH seropositivos del borde lateral de la lengua
con evidencia de leucoplasia pilosa. ADN de VEB fue detectado en 15 de los 18
casos por medio de hibridizacién ir situ. Doce muestras dieron resultados positivos

por medio de PCR, por ninguno de los dos métodos se detectd VEB en tres casos. Asi
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mismo [os doce casos positivos para PCR fueron positivos para la hibridizacién in
situ, mientras que en los especimenes de control no fue detectado ADN de VEB por
ninguna de las dos técnicas. Con respecto al VPH 16 no fue detectado en ninguno de
las muestras de leucoplasia pilosa asi como en las de control, pudiendo ser otro tipo

de VPH el que se encontrase asociado.

La deteccion de VEB por medio de PCR en los especimenes de biopsia puede
indicar infeccidn del tejido bucal examinado, aunque no debe descartarse la
posibilidad de que sea un reflejo superficial por VEB de la saliva, aunque los
resultados por hibridizacién in situ confirmen que el VEB se encontraba en
replicacién en los estratos espinosos superiores y puede no representar una
contaminacién superficial. EI hecho de no detectar VPH 16 por ninguno de los dos
métodos sugiere que este genotipo en particular no esta regularmente involucrado en
la patogénesis de la leucoplasia pilosa (LP), puede ser debido a que la diferenciacién
epitelial maraca que se observa en la leucoplasia pilosa puede no proveer un ambiente
adecuado para la replicacion del VPH 16; sin descartar la posibilidad de que algin

genotipo diferente se pueda encontrar en dichas lesionesap.

Mabruk MJIEMF, Flint SR, Toner M, ef al. en 1994 realizaron una
investigacién de diagnostico definitivo para la leucoplasia pilosa analizando biopsias
y citologias exfoliativas por medio de hibridizacién in situ y la reaccion en cadena de
la polimerasa. Muestras de‘ la lengua fueron obtenidas del borde lateral de la lengua
para el analisis por PCR de 22 voluntarios sanos, 10 de los cuales también dieron
muestras de saliva, muestras similares fueron obtenidas de 11 VIH seropositivos
voluntarios, de los cuales 10 fueron diagnosticados clinicamente como Jeucoplasia
pilosa antes de la biopsia. Las biopsias fueron fijadas en formalina y embebidas en
parafina y las muestras fueron cortadas en secciones para utilizarlas en hibridizacién

in siru, para tincion por hematoxilina y eosina y para e] PCR.

ESTA Tesws we e
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Por medio de PCR se detecto ADN de VEB en 8 de los 22 (36.3%) de las
muestras obtenidas de los voluntarios. Mientras que no hubo evidencia de ADN de
VEB por PCR en las secciones embebidas en parafina de los bordes laterales de la
lengua obtenidas de los 10 controles sin leucoplasia. VEB fue detectado en todos los
tejidos lesionales de leucoplasia pilosa vy todos los raspados de la lengua de los
pacientes con leucoplasia. Los resultados positivos en los 8 de los 22 sujetos
normales de control, puede deberse a que es el sitio normal de persistencia del virus o
que el virus se liberd al momento del muestreo. La incapacidad de detectar VEB en el
componente fluido puede indicar una verdadera ausencia de virus libres, o puede ser

debido a la presencia de inhibidores del PCR3.

Para valorar la presencia del VEB en la mucosa bucal normal asi como su
relacidén con la edad, sexo, y diferentes sitios en la cavidad bucal Mao E-J y Smith
CJ, investigaron adultos sanos y pacientes con carcinoma de células escamosas por
medio de PCR. Para lo cual fueron seleccionados sesenta voluntarios sanos, 30
hombres y 30 mujeres y fueron divididos en tres grupos de edades; 20-39, 40-59, vy
mas de 60 afios. Se tomaron cuatro muestras citolégicas de cada uno de los
voluntarios. Veinte pacientes con carcinoma bucal de células escamosas fueron
incluidos en el estudio, de estos, cuatro mujeres y 16 hombres con una edad promedio
de 65.7 afios siendo 14 (70%) mayores de 60 afios. Se obtuvo de cada uno de ellos
ademds de la muestra de la lesidén, muestras de los mismos sitios que nos sujetos

normales. Todos estos pacientes no habian sido tratados contra el cancer previamente.

Después de la amplificacién por PCR se encontrén en 15 de los 60 individuos
sanos (25%); de los cuales 7 fueron hombres y & mujeres. De estos, 7 (11.7%) se
encontré que contenian VEB en su mucosa bucal, 7 en su mucosa alveolar y 7 en la
mucosa lateral de la lengua, algunos de los individuos tenian mds de un sitio
infectado, cinco individuos contenian VEB en la mucosa del piso de boca. Se

identifico el VEB en 5 individuos de 20-39 afios, en dos ocasiones en el grupo de 40-
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59 afios y en 8 individuos del grupo de mas de 60 afios. La reactividad de los
pacientes con cancer bucal fue del 50% es decir en 10 de 20 casos, de estos 10 casos
el VEB fue identificado solo en los sitios no afectados, en los otros 7 pacientes ADN

de VEB se encontrd en la lesién y cuando menos en dos de los sitios no afectados.

Lo que muestra que el grupo de mayor edad (60 afios o mas) tuvo los mayores
rangos de infeccion por VEB comparado con los otros dos grupos. La comparacion
entre los sitios no mostrd una diferencia significativa siendo el sitioc menos afectado
fue el piso de boca. Una diferencia significativa tampoco fue encontrada entre
hombres (23.3%) v mujeres (26.7%). En el grupo con cancer bucal 10 pacientes
(50%) arrojaron resultados positivos de los cuales 3 pacientes solo dieron resultados
positivos en sitios no afectados. Los otros 7 pacientes (35%), hubo cuando menos dos
sitios no afectados con infeccion por VEB ademas del sitio de la lesién. La
comparacién entre los diferentes sitios de infeccién por VEB mostré que el borde
lateral de la lengua tiene le mas alto promedio de infeccion (45%). Los rangos de
infeccion de este pequeflo numero de pacientes con céncer bucal no provee una
evidencia que sugiera que el VEB puede estar asociado con el génesis del carcinoma

bucal de células escamosasas.

3.2 OTROS

En 1997 Ghodratnama F, Riggio MP; Wray D. Llevaron a cabo una
investigaciéon con el fin de buscar herpes virus humano tipo 6, citomegalovirus
humano vy el virus de varicela zoster en tejidos con estomatitis aftosa reccurrente
(EAR) con el objetivo de investigar la etiologia de esta enfermedad utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa. Biopsias de 21 pacientes con lesiones menores
de EAR fueron obtenidas, 20 biopsias de liquen plano bucal y 13 muestras de mucosa

bucal normal fueron obtenidas como controles.
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En ese estudio ADN de VHH-6 estuvo presente en seis muestras de pacientes
con EAR lo que no es significativamente mayor estadisticamente que en las muestras
normales y en cuatro muestras de pacientes con LPB. El HMCV se detect6 en dos
LPB y un muestra fue positiva para ambos VHH-6 y CMVH. De cualquier modo,
VVZ no fue detectado en ninguna muestra. Ninguna de las muestras normales fueron

positivas para ninguno de los tipos de virus analizados.

Por medio de PCR se detecté CMVH en tres de nueve (33%) biopsias de
EAR, utilizando hibridizacién in situ CMVH se encontrd en 3 de 29 (10%) de las
ulceras mucosas bucales pero en ninguna de las biopsias de EAR. El CMVH estuvo
presente en dos LPB, lo que sugiere que puede ser encontrado una pequeiia
proporcion de las ulceras, y por lo tanto no puede ser eliminado totalmente como un
agente etiologico den algunos casos de EAR. A su vez se detecté VHH-6 en 6 de 21
(29%) de 1as biopsias de EAR, existe cierta controversia acerca de su presencia en la
saliva de personas sanas, por lo que sugirieron que el HMCV y VVZ no son agentes

etiologicos de EAR y esta puede ser una caracteristica de raeactivacion de VHH-64).
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IV. DISCUSION

La reaccion en cadena de la polimerasa que se da como un avance en las
ciencias bésicas por su aplicacién en la tecnologia molecular para la practica de la
patologia. Esta es una amplificacién enzimaética ir vitro este es un proceso quimico
mads que bioldgico, este ha demostrado ser una buena opcidn en diferentes éreas de la

medicina y la odontologia como herramienta de diagnéstico.

El PCR ha demostrado ser mas sensible que la mayoria de los métodos
diagnosticos ya que esta puede detectar una secuencia de ADN en 100,000 células,
mientras que otras técnicas como las pruebas Southern generalmente necesitan de 5 —
10 microgramos (10 gramos) de ADN genémico para la deteccion. Esta cantidad de
ADN esta presenten en cerca de 10° células nucleadas, por lo que la prueba mas
sensible puede revelar una secuencia anormal s6lo cuando esta presente en 2 — 5% de
las células en la mezcla heterogénea estudiada. Esta sensibilidad le da tanto ventajas
como desventajas en comparacién con otras técnicas. Esta puede ser considerada una
desventaja, debido a que es muy facil que se de alguna contaminacién dentro de la
reaccion por material contaminado que se utilice en el laboratorioc o mezcla de

muestras, lo que puede arrojar resultados positivos falsos o falsos negativos.

Para poder utilizar del PCR es necesario conocer la secuencia de bases del
ADN viral o parte de esta, para que puedan ser sintetizados los *“primers” o

adquiridos comercialmente para la entidad patolégica que se desea detectar.

Debido a que ésta es una técnica relativamente nueva sus posibles
aplicaciones no han sido completamente desarrollados. Dentro de la medicina ha sido

utilizada con aceptacién para la deteccién de HIV y de hepatitis C que son

-
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condiciones patologicas de dificil deteccidon debido a la baja cantidad de copias
virales que se presentan al comienzo de la enfermedad, ya que cuando estas son

detectables por otras técnicas estas enfermedades se encuentran muy avanzadas.

Dentro de la odontologia ha sido utilizada en la periodoncia y la patologia
bucal principalmente. Aun cuando los resultados de la gran mayoria de los estudios
son contrastantes, esto puede deberse a que la mayoria de estos estudios han sido
realizados para la deteccion de el VPH del cual existen 70 tipos diferentes por lo cual
es dificil detectar la presencia de alguno en la entidad patolégica a estudiar, aun
cuando muchos tipos de HPV han sido relacionados con ciertas condiciones

patologicas asi como con malignizaciones de algunas otras.

Otro factor que puede afectar los resultados es que muchos de estos estudios
han sido realizados en muestras fijadas en formalina y embebidas en parafina, ya sean
recientes o material antiguo. Caso en el cual se debe de tener mucha precaucion para
evitar la pérdida del ADN amplificable o que se de alguna posible contaminacién por

el manejo de tanto material de laboratorio para la extraccién del ADN.

Finalmente en el caso de la citologia exfoliativa y de los raspados, asi como
de muestras de saliva, mucho se ha discutido que la reproduccién viral se da en las
capas basales de los tejidos por lo que dificilmente podria obtenerse ADN
amplificable en las células descamadas, o por alguno de estos medios de recoleccion.
Aun cuando es posible que es posible que ciertas cantidades de virus se encuentren
normalmente en la cavidad bucal, y no se presente alguna condicién patolégica.
También es cierto que ciertos virus permanecen latentes en algunas partes de la

cavidad bucal sin ser necesariamente productivas en todo momento.
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Es necesario llegar a desarrollar una técnica adecuada o especifica para cada
procedimiento o patologia, asi como se debe de tener un manejo adecuado de las
muestras y de los materiales de laboratorio para evitar resultados falsos positivos o

falsos negativos.
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V.CONCLUSIONES

Este avance tecnologico puede llegar a ser una herramienta muy 1til en la
deteccidén de ciertas patologias, pero se tiene la desventaja que se debe de saber
especificamente la secuencia de ADN viral que se desea encontrar para poder obtener
el resultado adecuado, ya que el objetivo es dar un mejor tratamiento a ciertas
condiciones patologicas y evitar futuras complicaciones o malignizaciones por el

posible papel que juegan ciertas patologias para una posible malignizacion.

El PCR debe atn ser estudiado y los protocolos adecuados deben de ser
obtenidos para la deteccién de las patologias de la cavidad bucal, ya que estos deben
de estar relacionados con directamente con el origen de la muestra a estudiar para

evitar obtener resultados errdneos.

Esta técnica que dentro de otras areas ha llegado a ser empleada con gran
éxito en la patologia bucal no ha llegado a ser una herramienta cotidiana debido a que
la utilizacidén de este método tiene un costo muy elevado en comparacidon con otros
estudios de diagndstico como podria ser un estudio histopatologico, mas si tomamos
en cuenta que basicamente se utiliza en lesiones de origen viral las cuales en el caso
de la patologia bucal solo podrian representar un riesgo grave como posibles factores

predisponentes a la malignizacion de otras condiciones patoldgicas.

Es necesario conocer técnicas como la reaccién en cadena de la polimerasa
debido a que ain cuando hoy parecen estar distantes de nuestra cotidianidad en un
mafiana técnicas como esta pueden marcar la diferencia para obtener un mejor futuro

en la patologia con el objetivo de entender, tratar y evitar algunas patologias.
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