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RESUMEN
El odontdlogo estd llamado a convertirse en un elemento importante en el desarrollo de estudios de fenotipado
de poblaciones para impulsar la aplicacion de la medicina personalizada y la razon se debe a la saliva,
que ademds de resultar un fluido imprescindible para la conservacion de las funciones orales, se perfila con
cualidades importantes para el diagndstico clinico con base genética. Con el desarrollo de potentes técnicas de
laboratorio, como el inmunoensayo, electroforesis, fluorescencia, cromatografia (HPLCy CG), espectrometria
de masa (EM), la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y pruebas genéticas de fenotipado, se ha podido
correlacionar la presencia de ciertos biomarcadores de daio tisular en la saliva con los niveles de esas especies
en sangre. Estos biomarcadores constituyen sefiales del dario tisular o de respuestas del organismo a esas injurias,
cuando aun no se pueden observar las evidencias clinicas del mismo. Esta aplicacion de la saliva le confiere una
importancia especial en lo referente al diagndstico clinico. Al estudio de los biomarcadores orales se ha unido,
de forma mds reciente, el desarrollo de protocolos para la obtencién de ADN gendémico de la saliva que permite,
por la viabilidad en la coleccion de muestras, su conservacion y facilidades en su traslado, realizar estudios
poblacionales para conocer la funcionalidad de ciertos genes que se relacionan con la biotransformacion de los
medicamentos, una causa importante de las variaciones interindividuales a los tratamientos farmacoldgicos.
El conocimiento de polimorfismos en genes que expresan las enzimas que metabolizan farmacos especificos,
permite realizar cambios en los principios activos o ajustes en las dosis de tratamientos individuales, que
es el objetivo de la medicina personalizada o farmacogenética. Estos estudios también permiten conocer la
predisposicion genética de poblaciones al desarrollo de ciertas enfermedades, tanto orales como sistémicas, lo
que propicia el establecimiento de nuevas politicas en la profilaxis y medicina preventiva. El uso de la saliva
con estos fines abre nuevas perspectivas en la atencion odontoldgica, y requiere de esfuerzos interdisciplinarios y
cooperacion en el equipo de salud.
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ABSTRACT
The dentist is called to become an important element in the development of studies phenotyping of populations
to advance the implementation of personalized medicine and the reason is because saliva, which besides being
a prerequisite for the preservation of oral functions fluid , is emerging with important qualities for clinical
diagnosis with genetic basis. With the development of powerful laboratory techniques, such as immunoassay,
electrophoresis, fluorescence, chromatography (HPLC and GC), mass spectrometry (MS), polymerase chain
reaction (PCR) and genetic testing phenotyping, it has been correlate the presence of certain biomarkers of
tissue damage in saliva levels of these species in blood. These biomarkers are signs of tissue damage or agency
responses to these injuries, when not even be seen clinical evidence of it. This application saliva attaches
special importance with regard to clinical diagnosis. The study of oral biomarkers has joined, more recently, the
development of protocols for obtaining genomic DNA from saliva that allows for viability in sample collection,
preservation of the same and facilities during transport, conduct population studies to determine the function
of certain genes that are related to biotransformation of drugs, a major cause of differences among individuals
to drug treatments. Knowledge of polymorphisms in genes that express enzymes that metabolize specific drugs

ENERO-JUNIO 2017 ODONTOLOGIA VITAL 68


mailto:fonticiella3@hotmail.com
https://doi.org/10.59334/ROV.v1i26.226

Odontologia Vital Enero-Junio 2017. Volumen 1 No. 26 Afio 15

can make changes or adjustments active principles in doses of individual treatments, which is the goal of
personalized medicine or pharmacogenetics. These studies also provide insight into the genetic predisposition
of populations to the development of certain diseases, both oral and systemic, which favors the establishment
of new policies in the prophylaxis and preventive medicine. The use of saliva for this purpose opens new
perspectives in care dental and requires interdisciplinary efforts and cooperation in the health team.
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INTRODUCCION

En el desarrollo de la biologia mo-
lecular y de las ciencias bdsicas
de la salud, en general, ha tenido
mucho que ver la aplicacién de los
conocimientos tecnolégicos en el
campo del andlisis clinico. La po-
sibilidad de detectar, monitorear y
cuantificar estructuras subcelula-
res ha desarrollado el diagnéstico
de patologias y propiciado la ade-
cuacién de los tratamiento tera-
péuticos. Hoy dia, se conoce que
los estados de salud y enfermedad
tienen una base molecular y en
su subyacente se encuentra una
herramienta interdisciplinaria: la
bioquimica. Todo criterio clinico
acertado tiene una justificacién
bioquimica.

Precisamente, sobre este aspecto
trata estarevision, ;como podemos
mejorar nuestro enfoque clinico de
los problemas de salud utilizando
técnicas que nos digan qué estd
pasando realmente en los tejidos
enfermos?

La estructura molecular que apa-
rece en la presentacion de este tra-
bajo es una metaloproteinasa de la
matriz, la MMP 12. Para conocer
sobre este tipo de enzimas, la fun-
cién que realiza y como se relacio-
na con dos eventos antagdénicos:
el crecimiento y diferenciacién
celular que es un dominio de vida,
y la metdstasis del cdncer, que es

Figura 1. MMP 12 enlazada a su inhibidor NNGH mediante el 4tomo de cinc
en el sitio activo de la enzima. Estructura cristalografica en PDB.

dominio de muerte, fue necesario tes herramientas de busqueda de
mucho esfuerzo de investigaciéon.  articulos cientificos.

METODO e NCBI (National Centerfor Bio-

technology Information). Dis-
La informaciéon sobre el uso de ponible en: http://www.ncbi.
técnicas para el diagndstico clini- nlm.nih.gov/.

co, con independencia del tipo de

muestra de que se trate, es real- ¢ NLM (National Library of Me-
mente abrumadora; en ella se re- dicine). Disponible en: http://
fleja el esfuerzo de toda la comu- dtd.nlm.nih.gov/.

nidad cientifica; es la historia de

céomo curar y preservar la salud; ¢ EBSCO Health. Disponible en:

un anhelo que siempre ha impul- https://health.ebsco.com/?_
sado a la mente humana. En esta ga=1.46795623.1501374684.14
revision se emplearon las siguien- 72540416.
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e Pubmed. Disponible en: www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.

e IIB-INTECH (Instituto de In-
vestigaciones biotecnoldgicas-
Instituto Tecnoldégico Chasco-
mus). Disponible en: http://
www.iib.unsam.edu.ar/web/
papiros.php?a=

¢ PDB. Banco de Datos de Pro-
tefnas: Disponible en: www.
rcsb.org/pdb/

e Base de datos BRENDA (Ins-
tituto de Bioquimica de la
Universidad de Colonia, Ale-
mania). Disponible en: www.
brenda.uni-koeln.de

e NIH US National Library of Me-
dicine. Disponible en: https://
www.nlm.nih.gov/

DESARROLLO

Las células nucleadas constituyen
la fuente para obtener el ADN ge-
némico y muchos de los protoco-
los utilizan la sangre periférica, en
particular los leucocitos por ser los
eritrocitos y plaquetas células sin
ntcleo. En estos casos, se aplica la
venopuncion que resulta dolorosa,
invasiva y riesgosa para pacientes
y personal médico. En ocasiones
este método no es factible, como en
personas de avanzada edad (inmu-
nosuprimidos, en estado caquéxico,
etc.), pacientes obesos 0 sometidos
a quimioterapia que inutiliza las
vias venosas, y en neonatosy pre-
maturos con baja tolerancia a la
puncion. (Barriga, 2016)

Otro aspecto que no favorece la ex-
traccion de sangre como fuente de
ADN es que requiere de condiciones
especiales de conservacion y trans-
porte. Ademds puede contaminarse
con el hierro hemoglobinico de los
eritrocitos; el cual es un inhibidor
de la ADN polimerasa, enzima em-
pleada en la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), lo cual afecta

el andlisis posterior del ADN. (Her-
nandez, 2012)

En poblaciones con caracteristicas
geograficas, étnicas y sociocultu-
rales semejantes, del mismo sexo
y rango de edades se presentan
diferencias interindividuales en la
respuesta a drogas medicamen-
tosas. Estas diferencias tienen una
base genética y son identificadas
por la farmacogenética, ciencia
de la medicina personalizada. FEl
conocimiento de la composicién
genética de los pacientes permi-
te establecer qué prescripcion de
medicamentos es segura y cudles
pueden resultar ineficaces o dar
lugar a efectos no deseados. Varias
de estas pruebas de fenotipado se
realizan en muestras de saliva y
permiten minimizar los errores en
la prescripcién y ajuste de dosis.
También resulta evidente que estas
pruebas reducen los costos de sa-
lud asociados a las intoxicaciones
con farmacos. (Gutiérrez, 2004)

Los estudios genéticos inician
con la recoleccion de ADN y en
los laboratorios de Gendmica y
Proteémica de la Universidad de
Pittsburgh han desarrollado la tec-
nologia ORAGENE.ONE, que per-
mite colectar muestras de saliva en
tubos pldsticos que contienen un
reactivo que estabiliza el ADN y lo
conserva para su transporte a tem-
peratura ambiente. Se ha compro-
bado que para ensayos genéticos
el ADN de la saliva es equivalente
al ADN de muestras de sangre, con
la ventaja de que la recoleccion de
muestras es indolora y no invasiva.
(Abraham, 2012)

Hoy dia, la saliva se considera una
matriz con amplias posibilidades
para ser utilizada en investigacién
y diagndstico en campos como la
odontologia, genética, farmaco-
logia, epidemiologia, entre otros.
Esto por la presencia de ADN ge-
némico y biomarcadores de pato-
logias orales y sistémicas. La facili-

dad en su coleccién, conservacion
y transporte la convierte en un sus-
trato muy conveniente para estu-
dios poblacionales en gran escala.
En paises como Canadd se emplea
para realizar prescripciones medi-
camentosas individualizadas en el
tratamiento de enfermedades psi-
quidtricas. Esta aplicacién se basa
en la utilizaciéon del ADN genémi-
co de la saliva en estudios de po-
limorfismo de nucleétido simple
(SNP); que permiten establecer las
variaciones en genes que expresan
enzimas del tipo citocromo P-450
(CYP-450). Estas enzimas intervie-
nen en la Fase I del metabolismo
hepatico de antidepresivos y anti-
psicéticos. (Hasan, 2016)

Figura 2. CYP3A4. Participa en el
metabolismo de mds de 40 formacos.
Estructura cristalografica en PDB.

Los polimorfismos del tipo SNP
pueden dar lugar a tres tipos de
afectaciones.

e Aumento en la tasa metabdli-
ca, con lo cual una dosis nor-
mal del medicamento se torna
ineficaz.

¢ Disminucién en la capacidad
del metabolismo de la enzima,
lo que puede originar un incre-
mento en la fraccion libre del
farmaco y efectos adversos.

¢ La no expresion de la enzima,
lo que provoca que la persona
no pueda metabolizar el far-
maco, lo que genera intoxica-
cién aguda.
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El polimorfismo genético es una
caracteristica monogénica, solo
afecta a un gen, y se puede presen-
tar con una frecuencia que afecta
entre 1 y 2 % de una poblacion.
Esto significa que este tipo de va-
riacion en la secuencia de ADN
entre individuos no es rara y tiene
una elevada incidencia en pobla-
ciones sometidas a tratamiento
meédico. (Roma, 2016)

Los estudios genéticos de pacientes
psiquidtricos o con trastornos de
conducta, que se realizan en Cana-
d4, utilizando muestras de saliva,
han permitido establecer el tipo
de ansiolitico o anti-psicético que
le funciona a la persona o le puede
ocasionar fracaso terapéutico. Lite-
ralmente, esta practica estd convir-
tiendo la medicina personalizada
en una realidad. (Bahlo, 2010).

ANALISIS GENETICO EN SALIVA

El manejo de muestras biolégicas
con fines de estudios genéticos se
realiza con apego a legislaciones
vigentes supervisadas por comités
de ética. Implica consentimiento
de pacientesy condiciones por las
que se rigen los procedimientos.
Aplican protocolos de muestreo,
conservacion y transporte al lugar
de andlisis. La no contaminacién
del ADN extraido puede estable-
cerse, en primera opcién, con un
espectrofotémetros UV/V. A 280

nm se comprueba contaminacién
por proteinas y a 230 nm, por
compuestos inorgdnicos. La sefial
de ADN se reporta a 260 nm con la
presencia de un solo pico espec-
troscépico. Un criterio de la cali-
dad del ADN es larazén A260/A280
entre 1,8-2,0.

El empleo de la electroforesis en
gel tiene como objeto mejorar la
pureza del ADN, verificar que no se
han producido procesos de degra-
dacién y determinar el tamafio de
fraccién con el uso de marcadores
de peso molecular. Por ultimo, se
verifica la funcionalidad del ADN
con la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR), que permite obte-
ner, en pocas horas, una gran can-
tidad de copias de una secuencia
de ADN previamente selecciona-
da. La amplificacién permite crear
bancos de ADN para estudios epi-
demioldgicos, forenses, de paterni-
dad, fairmacogenéticos, etc.

La fuente de ADN en las muestras
de saliva no proviene, en buena
medida, de las células del epitelio
bucal como se podria suponer; ya
que se ha confirmado que, aproxi-
madamente, el 74% del ADN de las
muestras se obtiene de leucocitos,
que se transfieren del plasma a la
saliva mediante la red capilar que
rodea a los acinos de las gldndulas
salivales. Un factor que propicia la
entrada de los leucocitos es la leu-

ADM
GENOMICO
DE
SALIVA
Amplificacidn
consentimiento PCR
Coleccidn ) : =]
= Extraccion | Cuantificacion Separacion
T del ADN Uy —*| alectroforética

Figura 3. Etapas de la obtencién de ADN gendémico de saliva.
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cotaxina salival, una sustancia que
aumenta la permeabilidad capilar
favoreciendo la diapédesis. Esta
sustancia también se encuentra en
los exudados inflamatorios junto
con otros mediadores de la res-
puesta inmune inespecifica como
bradicinina y prostaglandinas. (Ja-
mes, 2011)

La leucotaxina es un péptico que
se forma por hidrélisis enzimadtica
de la albimina, que es la principal
fraccién de globinas de la sangre,
y constituye alrededor del 60% de
las proteinas plasmadticas, aunque
el porcentaje de la fraccién varia de
acuerdo con la técnica electroforé-
tica empleada. (SEBIA, 2015).

A pesar del elevado tamaiio de la al-
bimina, peso molecular de 65 000
y 69 000 Da, en el plasma solo se
encuentra el 40 % de esta proteina,
que tiene una amplia distribucién
extravascular que la expone a la ac-
cion de proteasas responsables de la
formacién de la leucotaxina. El po-
der quimiotéctico de este péptido
se puede comprobar en un sencillo
experimento. (Doménech, 2013)

Al colocar una suspension de leu-
cocitos en plasma cerca de un ca-
pilar que contiene al péptido los
leucocitos migran al capilar, al
cabo de cierto tiempo.

HISTOLIZADOS

Es un término empleado para de-
signar hidrolizados enzimadticos
provenientes de tejidos, 6rganos
y gldndulas que contienen pépti-
dos de bajo peso molecular con
actividad fisiolégica; un ejemplo
es la leche materna, que provee
a los lactantes de esos péptidos y
beneficia el desarrollo del sistema
inmunitario. En forma experimen-
tal se han obtenido resultados en la
regulacién de la respuesta inmuni-
taria en ratones alimentados con
hidrolizados de lactoalbtiimina.
(Baré, 2001)
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Figura 4. Quimiotaxia de leucocitos por leucotaxina

Hay varios puntos de coincidencia
entre la leche materna y la saliva,
pues ambas contienen:

e Proteinas de defensa como
lisozimas, hidrolasa que rom-
pe enlaces glucosidicos de las
paredes bacterianas; lactofe-
rrina, sintetizada por neutro-
filos y células acinares, que es
un ligando de hierro libre con
accion antimicrobiana; trans-
ferrina, otra globina fijadora
de hierro Fe*® de la dieta, que
al fijarse a receptores de super-
ficies celulares experimenta
endocitosis; anticuerpos del
tipo IgA, muy abundante en la
leche materna y en menor me-
dida en la saliva.

e (Células blancas provenientes
del plasma sanguineo, que les
confieren propiedades inmu-
nitarias.

e Ambos fluidos tienen un pH
promedio menor al plasma
sanguineo. En el caso de la le-
che materna alrededor de 6,6 y
la saliva entre 6,5-7,5; en la no
estimulada, aunque el pH de
la saliva estimulada puede ser
un poco mayor por incremen-
to en la secrecion de HCO,.

¢ Mediante ambos fluidos se ex-
cretan farmacos, preferente-
mente bases débiles, por me-
canismo de difusion pasiva.

e Tanto las células de los acinos
de gldndulas salivales como
en las gldndulas mamarias se
expresan transportadores de
iones ATP dependientes me-
diante los cuales se regulan los
niveles de iones como Na*, K*,
Cl'y HCO,. (Mathews, 2013)

En cierta medida, estas coinciden-
cias permiten considerar a la saliva
como una especie de histolizado,
con péptidos fisiolégicamente ac-
tivos aligual que la leche materna.

ENFERMEDAD PERIODONTAL

Un factor importante en las defen-
sas de la saliva en contra de la en-
fermedad periodontal es la lacto-
ferrina secretada por los granulos
de neutrdfilos, Este péptido tiene
actividad comprobada in vitro so-
bre bacterias a concentraciones fi-

MEC

siolégicas de la cavidad oral; entre
las que se cuentan Aggregatibac-
tes actinomycetemcomitans, Por-
phyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia y Prevotella nigrescens.
(Castrillén, 2011). La presencia en
la saliva y el fluido crevicular de
enzimas como elastasa, colagenasa,
gelatinasa, proteinasa y la lactato
deshidrogenasa (LDH), constituyen
biomarcadores de la enfermedad
periodontal. Estos péptidos pue-
den ser detectados en muestras de
saliva, mediante la cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC),
la espectrometria de masa y con
técnicas de imunoensayo y fluores-
cencia. (Todorovic, 2006).

Para la deteccién de biomarcado-
res en la saliva se requieren técni-
cas muy sensibles, pues sus niveles
son mds bajos que en el plasma y
la utilidad de esos ensayos consis-
te en comprobar que tienen buena
correlacion con los resultados ob-
tenidos en sangre. Una vez com-
probado esto, la saliva es la mejor
opcidén; por cuanto es una técnica
no invasiva que permite obtener
un gran nimero de muestras en
pacientes pedidtricos, geridtricos y
ambulatorios. A esto se une que el
ADN de saliva tiene concentracion,
fragmentacién, tamafio y funcio-
nalidad comparable al de células
sanguineas, que es el referente
para fenotipado. (Cajaraville, 2003)

Cumgonentes:»| Proteoglucanos )

Proteinas

no colagenosas

| Glucoproteias l

Figura 5. Principales componentes de la MEC
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Los niveles de proteinas en saliva
son del orden de 200 mg/ml, lo que
constituye, aproximadamente, 3%
de la concentracién plasmaticas
de proteinas. Esto se debe a la baja
incidencia de los mecanismos de
transporte de proteinas plasmadti-
cas hacia la saliva, que se desarrolla
preferentemente por difusién pasi-
va, como es el caso de la albumina
sérica, que se encuentra a muy bajas
concentraciones en saliva. Por esta
razon, los farmacos, hormonasy
metabolitos lipofilicos, que requie-
ren de proteinas para su transporte
plasmatico, se detectan en su for-
ma libre a muy bajas concentracio-
nes en la saliva. (Hernandez, 2012)

MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (MEC) cons-
tituye una compleja red de ma-
cromoléculas relacionadas con la
proliferacion, diferenciacién, mi-
gracién e interacciones celulares,
que proporciona una armazon es-
tructural a los tejidos, y forma un
lecho gelatinoso donde medran las
células. Los cambios en su compo-
sicién y disposicién se asocian con
enfermedades como cdancer, artri-
tis, aterosclerosis y fibrosis.

Los coldgenos constituyen, apro-
ximadamente, el 30% de la masa
proteinica del cuerpo y se repor-
tan mds de 20 tipos, y son las prin-
cipales proteinas de la MEC. Las
proteinas no colagenosas contem-
plan: elastina, confiere elasticidad

Capa celular (epitelio)
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alos tejidos extensibles y de sopor-
te, como el ligamento periodontal;
fibronectina, implicada en la adhe-
sién, migracién y morfologia celu-
lares y lamininas que participan en
el anclaje de las células y compo-
nentes de la MEC a la ldmina basal.

Las glucoproteinas tienen un po-
lipéptido unido a oligosacaridos
(glucanos) de hasta veinte unida-
des, ramificados, sin repeticiones
de secuencias en su estructura; un
ejemplo es la mucina salival. Son
macromoléculas de la superficie
de membranas plasmdticas y sus
glucanos estabilizan a la proteina,
protegiéndola de protedlisis y au-
mentando su solubilidad. Actidan
como sefiales de reconocimiento
para el transporte y la comunica-
cion celular.

Los proteoglucanos unen gluca-
nos de alto peso molecular, linea-
les (no ramificados) con unidades
de disacéridos que se repiten. Son
macro-estructuras de soporte para
el tejido conectivo y el cartilago.
Todos los componentes de la MEC
son secretados por células del te-
jido conectivo como fibroblastos,
condrocitos y células epiteliales.
(Murray, 2013)

La MEC tiene una funcién de con-
tencién que mantiene a las células
en su lugar y evita la entrada de
moléculas y particulas extrafias a
los tejidos. La proliferacion de in-
fecciones o la metdstasis de células

Lamina
basal

Fibras eldsticas annnn
Proteoglucano winin

Colageno ¥¥vg

Figura 6. Esquema del tejido conectivo de la matriz extracelular subyacente a
la ldmina basal que sustenta la capa epitelial.
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malignas se desarrolla con altera-
cién concomitante dela integridad
de esa matriz. Este hecho explica la
aparicion de sus componentes en
la saliva o en el liquido crevicular
durante el dafio periodontal o de-
sarrollo de céncer oral.

En el crecimientoy diferenciaciéon
celular se producen remodelacio-
nes en la MEC por metaloprotei-
nasas de la matriz (MMPs), que al
degradar las proteinas de la MEC
permiten la migracion celular. Es-
tos cambios en la matriz son nece-
sarios, pero deben ser regulados
por procesos de activacién-inhi-
bicién complejos; cuando estos
procesos se alteran la MEC pierde
su funcién de contencién lo que
sucede en ciertas formas de cancer
y arteriosclerosis. (Stryer, 2015)

En el control de las MMPs resulta
critica la participacién de sefa-
les inhibidoras de estas proteasas
como es el caso del NNGH, 4cido N-
isobutil-N- (4-metoxifenilsulfonil)-
glicilhidroxdmico. Esta molécula
es un inhibidor de amplio espectro
que puede unirse al sitio activo de
varias MMPs inhibiendo a la pro-
teasa.

La utilizacién de esta sustancia en
la inhibicién de la MMP 3 suprimi6
de forma significativa la expresién
de la enzima iNOS, 6xido nitrico
sintetasa inducible, que produce
oxido nitrico a partir de L-arginina,
una especie reactiva de nitrégeno
y oxigeno (ERNOS) de la respuesta
inmunitaria inespecifica; asi como
de las citoquinas pro-inflamatorias;
también se redujo la actividad de
NEF B, factor activador de la trans-
cripcién de genes para sintesis de
citoquinasas. La inhibiciéon de la
MMP 3 también disminuyd la acti-
vidad en la microglia de MAPK, pro-
teincinasa activada por mitégeno.
Estas supresiones confirman una
funcién importante de la MMP 3 en
la neuroinflamacién. (Christianson,
2012)
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Figura 7. Inhibidor NNGH. Aparece en la estructura de la MMP 12 que se
muestra en la figura 1.

TECNICAS PARA DETECTAR
MMPS

En relacion con la presencia de las
MMPs en muestras biolégicas, hay
mas de 20 tipos diferentes, yes evi-
dencia de dafio en la MEC y existen
técnicas de laboratorio que permi-
ten su deteccién.

e Zimografiaengelatina. Esuna
técnica electroforética para se-
parar enzimas en condiciones
suaves, sin agentes reductores,
a fin de no afectar su activi-
dad. Una vez concentrada la
enzima por electroforesis se
determina su actividad sobre
una matriz de gelatina (cola-
geno hidrolizado). Después
de un tiempo de incubacién
donde la enzima degrada a la
gelatina, el revelado con una
tincién para proteina muestra
una zona no coloreada donde
se fij6 la enzima. Esta técnica
permite determinar la presen-
cia de proteasas que destruyen
la MEC. (Novoa-Herran, 2011)

* Transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia
(FRET). La fluorescence reso-
nance energy transfer es una
técnica de fluorescencia que
utiliza grupos cromoéforos
fluorescentes  (fluoréforos).
La técnica emplea un sustra-
to de la proteina que consti-
tuye el biomarcador de dafo
tisular. Esta molécula sustrato
tiene en su estructura un gru-

po fluoréforo a una distancia
menor de 100 angstrom de un
grupo inhibidor de la emisién.
Cuando se irradia el sustra-
to con la longitud de onda de
excitacién el inhibidor impide
la fluorescencia del fluoréforo
por su proximidad, ya que di-
sipa su energia; pero cuando el
sustrato se trata con la enzima
biomarcadora, esta lo hidro-
liza, cortando la molécula de
sustrato, con lo cual separa el
inhibidor del fluoréforo y este
comienza a disipar su energia
de excitacion mediante fluo-
rescencia. De esta forma, a
mayor actividad de la enzima
sobre su sustrato mayor seré la
intensidad de la fluorescencia.
Esta técnica permite determi-
nar la presencia de proteasas
que dafian membranas celula-
res. (Devlin, 2015)

INMUNOHISTOQUIMICA

Es una técnica muy laboriosa, que
utiliza anticuerpos monoclonales
obtenidos in vitro que se dirigen
contra un solo determinante an-
tigénico en una estructura tisular
compleja o molécula secretada por
tejidos patolégicos, para producir
una inmunorreaccién con baja in-
cidencia de reacciones cruzadas
inespecificas.

El éxito de la técnica no solo estri-
ba en lograr la especificidad de la
reaccion anticuerpo-antigeno, sino
en conocer el lugar exacto donde se

desarrolla (membranas, citoplasma
o nucleo) y qué tipo de antigeno en
el tejido debe o no interactuar con
la sonda del anticuerpo. Por citar
un ejemplo, en el dafio periodontal
aparecen biomarcadores como re-
sultado de la destruccién de la MEC
(coldgeno, elastina, laminina) y esos
antigenos tienen localizacion extra-
celular.

Dada las caracteristicas de la téc-
nica de inmunohistoquimica los
servicios de andlisis deben reali-
zarse por laboratorios acreditados
con personal entrenado, tanto en la
parte histopatolégica como de pro-
cedimientos protocolizados para
inmunoensayos. (Buys, 2007)

La inmunohistoquimica tiene un
amplio espectro de aplicacién en
estudios histopatoldgicos para
diagndstico y clasificacién de tu-
mores con presencia o no de me-
tastasis. Con los anticuerpos mo-
noclonales se pueden establecer
prondsticos y predicciones sobre
tumoraciones; hacer estudios de
antigenos virales o tumorales; iden-
tificar proteinas tisularesy detectar
complejos inmunitarios, logrando-
se tratamientos mds eficaces.

Un ejemplo de la capacidad dis-
criminatoria de esta técnica de in-
munoexpresiéon se informa en la
diferenciacion lograda al estudiar
la respuesta apoptética de anti-
genos de caspasa 3 en carcinoma
de labio, que resulto més baja, en
comparacion con la respuesta en
cancer intraoral. (Leite, 2016)

Las caspasas son proteasas de
cisteina encargadas de destruir
células en exceso o con dafo irre-
parable en su ADN antes de que
proliferen. Una deficiencia en la
apoptosis de estas células con-
tribuye al desarrollo de cdancer.
El exfoliado activo de caspasa-3
segmenta a una proteina Bid del
complejo Bcl-2 de la apoptosis. La
activacion de Bid aumenta la per-
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meabilidad de la membrana mito-
condrial, provocando la salida del
citocromo c, el efector intracelular
que amplifica la apoptosis. Asi, la
imunohistoquimica permite esta-
blecer diferencias en la respuesta
apoptotica en tejido oral enfermo.
(Nelson y Cox, 2014)

ANALISIS DEADN MICROARRAYS

El ADN en micromatrices, chips de
ADN o CMA (chromosomal microa-
rrays analysis) tiene diversas apli-
caciones y permite, con alta resolu-
cion, diferenciar genes expresados
por células sanas y cancerigenas.
El microarrays es del tamarfio de un
portaobjeto de microscopio con mi-
les de microcavidades. En cada una
hay muiltiples copias de un gen. Una
computadora, acoplada al escédner
del microarrays (Scan Array) tiene
un software con el nombre del gen
que hay en cada microcavidad, una
especie de mapa genético.

EIADN de células sanas y enfermas
se tifie de diferente color (azul y
rojo, respectivamente). La lectura
de microarrays, mediante técnica
laser, permite ver en qué microca-
vidad se fija ADN de células sanas,
en cudl ADN de células enfermasy
en cudl ambos tipos de ADN (ama-
rillo) por la mezcla de los colores.
Los genes “rojos”, que se expresan
unicamente en células enfermas,
son oncogenes asociados a las alte-
raciones del ciclo celular de la neo-
plasia. (Lieberman, 2013)

Para el ensayo ADN microarrays se
colectan células sanas y enfermas
del mismo tipo de tejido. La sepa-
racion del ARN, de otros compo-
nentes celulares, se hace utilizan-
do solventes orgdnicos, agitacién
en vortex y centrifugacién. En el
sobrenadante del centrifugado
queda la disolucién de ARN.

Para separar el ARNm de los otros
tipos, el extracto se eluye mediante
unas columnas que contienen oli-

Microcavidad con miltiples copias
de una secuencia unica de ADN

Figura 8. Izquierda: superficie del microarrays con miles
de microcavidades. Derecha; una microcavidad del microarrays con
copias insertadas de un gen especifico.

1_

:
de todos los
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'
Separaciin
del
ARN mensajero

Figura 9. Etapas del ensayo de ADN microarrays.

(O genes espresados por células sanas
@ genes expresados por ambas células
@ genes expresados por células enfermas

Figura 10. Esquema de la visualizacién del mapa genético de un ensayo de
ADN microarrays.
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gonucleétidos que fijan el mensa-
jero, por su extremo 3 -poly-A (se-
cuencia de poliadenilacién), tinica
del mensajero, eluyendo los otros
ARN. Después la columna se trata
con un buffer para obtener por la-
vado el ARNm.

En las soluciones de ARNm de
células sanas y enfermas se ob-
tiene ADN marcado, empleando
mezclas reactivas que contienen
cebador, transcriptasa inversa y
nucledtidos de ADN, ademads de
pigmentos de color diferente (azul
y rojo). La reaccién de la transcrip-
tasa inversa sintetiza ADN de una
hebra y, después de la copia, el
ARN molde se degrada. La hibrida-
cioén consiste en la unién de hebras
de ADN complementarias para for-
mas didplex. Los ADN coloreados
se esparcen en la superficie del mi-
croarrays y se procede al escaneo.
El c6digo de colores y la identifica-
cion en el software de los genes de
cada microcavidad, permiten es-
tablecer qué genes son expresados
de forma exclusiva por las células
enfermas. (Baynes, 2015)

La coleccién de ADN gendémico en
poblaciones para realizar estudios
epidemioldgicos y clinicos es una
préctica en franco desarrollo, gra-
cias al avance de la biologia mole-

cular y de los estudios de genémi-
ca, proteémica y fenotipado. Esta
précticarequiere de la coleccién de
muestras de alta calidad que sean
representativas de las poblaciones
objeto de estudio, y con los tamiza-
jes se conoce la influencia genéti-
ca individual en la respuesta a los
tratamientos. (Hansen, 2007)

Un reto que presentan estos estu-
dios es lograr una alta tasa de cum-
plimiento en las donaciones de los
pacientes y un sistema de colec-
cioén, conservacion y transporte de
muestras, eficiente y de bajo costo,
que permita establecer bancos de
ADN gendmico para respaldar los
estudios a gran escala.

En este sentido, resultan evidentes
una serie de ventajas del muestreo
de saliva.

e Tiene una adecuada concen-
tracién de leucocitos que son
las células nucleadas que mas
se han empleado en la obten-
cién de ADN gendémico.

e La calidad, tamano y funcio-
nalidad del ADN obtenido en
muestras de saliva es compa-
rable al de muestras de sangre
periférica, que se han venido
utilizando en estos estudios.

DIAGNOSTICO

EN

SALIVA

Medicina

Drogas
de
abuso
y recreativas

Metabolitos
de
farmacos

Marcadores
neoplasicos

legal

forense y
del trabajo

Enfermedades
metabdlicas
e
infecciosas

Figura 11. Aplicaciones del diagnodstico en saliva.

* No es una técnica invasiva ni
dolora, sencillamente el pa-
ciente escupe en un tubo plés-
tico que contiene reactivos
para conservacion del ADN
hasta su utilizacién en los la-
boratorios.

» Evitalavenopunciénylos ries-
gos de infeccién asociados,
tanto para pacientes como
para el personal de salud.

e El mismo paciente brinda la
muestra por lo que no se re-
quieren de técnicas ni perso-
nal especializado en la colec-
cién.

e El transporte de las muestras
se realiza a temperatura am-
biente y se puede utilizar el
servicio de correos para reali-
zarlo.

* Lacoleccién de muestras no es
afectada por condiciones es-
peciales de los pacientes como
adultos mayores, neonatos y
prematuros o personas con
compromiso vascular.

e La coleccion de muestras se
puede realizar tantas veces
Ccomo sea necesario si se cuen-
ta con el consentimiento de los
pacientes.

e Permite realizar un gran nu-
mero de determinaciones,
ademads del uso del ADN geno-
mico, debido al gran desarrollo
tecnolégico experimentado en
el campo del andlisis clinico y
toxicoldgico.

Aunque las muestras de saliva pre-
sentan algunas desventajas en re-
lacién con las de sangre, estas se
han podido resolver en gran medi-
da sin afectar sus ventajas.

e Las menores concentraciones
de los biomarcadores en saliva
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se han ido resolviendo con el
disefio de técnicas mds sen-
sibles y con menores limites
de deteccion. Siempre que los
resultados analiticos en sali-
va se puedan correlacionar de
forma efectiva con los detecta-
dos en sangre se prefieren los
andlisis en saliva.

* La actividad enzimatica de al-
gunas bacterias orales pueden
interferir en algunas pruebas.

e La presencia de restos de
alimentos y de moco en las
muestras se ha contrarrestado
con el aumento en el volumen
de las muestras y procesos de
filtracion.

CONCLUSIONES

El reto que plantea el uso diagnés-
tico de la saliva para estudios clini-
co y genéticos a gran escala es que
requiere de laboratorios acredita-
dos, personal entrenado y técnicas
que resultan relativamente costo-
sas. Pero los beneficios son varios:
utilizar el potencial humano que
egresa de las universidades, desa-
rrollar bases de datos aplicables
a estudio epidemiolégicos y rea-
lizar mejoras en el diagndstico y
los tratamientos. El desarrollo de
politicas en este sentido tendria un
impacto en la odontologia, tanto a
nivel de planes de estudios como
en la préctica clinica.
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quimica oral y docente del Posgrado de
Endodoncia, Universidad Latina de Costa
Rica; profesor de Biofarmacia, Andlisis de
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