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PATOLOGIA MOLECULAR

El desarrollo reciente de técnicas de biologia molecular y la expansion acelerada del
conocimiento de las bases genéticas y moleculares de las enfermedades humanas, han
tenido un impacto significativo en Anatomia Patologica. Aunque no es facil resumir ni
sistematizar este impacto, es posible visualizar en Anatomia Patoldgica dos areas propias
de la especialidad que han experimentado un gran desarrollo debido a la incorporacion de
principios y técnicas relacionados con la biologia molecular, éstas son el conocimiento de

la patogenia de enfermedades humanas y el diagndstico en patologia.

En la medida que los patdlogos han participado en el estudio de las bases genéticas y
moleculares de las enfermedades humanas se ha producido no s6lo una mejor comprension
de muchos de estos fendmenos, sino que, ademas, ha permitido el desarrollo de nuevas
herramientas diagnosticas en Anatomia Patologica y la creacion de una sub-especialidad en
esta disciplina, la Patologia Molecular. La Patologia Molecular es una subespecialidad
incipiente en Anatomia Patologica que se define por las técnicas que se utilizan en ella y
por los elementos que se analizan, basicamente acidos ribonucleico (ARN) vy
desoxirribonucleico (ADN), a partir de muestras de tejidos (especimenes de biopsias o

autopsias) o células (examenes citoldgicos).



ESPECIMENES T TECNICAS USADAS
EN PATOLOGIA MOLECULAR

Las pautas del manejo de los especimenes y las técnicas de biologia molecular que se
utilizan en Patologia Molecular han sido desarrolladas en laboratorios de investigacion.
Estas han sido adaptadas a las muestras propias del trabajo andtomo-patoldgico, es decir a
muestras de tejidos y citoldgicas, ya sean especimenes frescos sin ningun tipo de fijacion, o
muestras preservadas en diversos fijadores y bajo diversas condiciones.

El ADN en su forma pura es estable a temperatura ambiente por afios. Sin embargo, las
endonucleasas presentes en las células pueden degradar el ADN en fragmentos pequefios,
interfiriendo con los resultados de su examen. Aunque el ARN también es estable en forma
pura, se degrada muy facilmente en presencia de la enzima ribonucleasa, que se encuentra
en altas cantidades en algunos tejidos e incluso esta presente en el medio ambiente. La
fijacion con alcohol de las muestras citologicas es 6ptima para la preservacion de ADN y

de ellas es posible extraer ARN.

La fijacion en formalina, el fijador de uso rutinario en muestras de tejidos en Anatomia
Patoldgica, produce degradacion y fragmentacion del ADN y ARN de tal manera que sélo
es posible amplificar mediante PCR fragmentos cortos (<250 pares de bases nitrogenadas)
de cada uno de ellos. Sin embargo, la preservacion oOptima de los tejidos para
procedimientos de biologia molecular es su congelacion inmediata después de obtenidos y
la preservacion a lo menos a -70°C. Por ello, es aconsejable establecer en los laboratorios
de Anatomia Patoldgica bancos de tejidos, especialmente de tumores y los correspondientes
tejidos normales, de tal manera que este material se encuentre disponible para los estudios

que requieran de analisis moleculares.



Las técnicas propias del trabajo en Patologia Molecular son todas aquellas que forman parte

del arsenal de la biologia molecular como lo que se muestra en la tabla:

Tabla 1. Técnicas de biologia molecular usadas en Patologia Molecular

Técnica Informacién Obrenida Ventajas y Desventajas Ejemplos de Eximenes Clinicos
“Southern Bloc" Presencia, tamafio y estructura Relativamente lento y trabajoso; deil Monoclonalidad de linfocives T o B; andlisis
dzun gen para informacién de tamao y dz translocaciones de sarcomas y linfomas
ESLTUCHILra; SeTiCuantitative
"Skat”, "doc” 0 Presendia y cantidad de un gen Ripido y mis cuantitativo que Amplificacién de N-M¥C en neuroblastomas
"spot blot” o fragmento de transcripcion “Southen” o "Northern blows™;
sin informacién de ramafio o estructura
Amplificacitn de Presencia de un gen o ARNm; Muy rdpido y sensible; requiere Deteccidn de rranslocaciones y otras
dcidos nudeicos puede ser combinade con gel conocimiento previo del gen o mutaciones; agenves infecriosos
(PCR, PCR-TR) de eleatroforesis "Southemn blot” el fragmento de transcripcitm;
pueds ser cuantitarivo
Electroforesisen gel ~ Visualizar directamente ADN Evita la complcjidad de la hibridacién,  Evaluacidén de fragmentos amplificados
o cADN amplificado aunque por esta razén puede ser de un gen
menos especificn
Hibridacidn i site ~ Presencia de un gen o fragmento  Las preservacidn de las caracteristicas Andlisis de translocaciones cromosomales;
de transcripcidn en un rejido, histaparolégicas y citoldgicas permite dereccion de ADN o ARNm de agentes
células aisladas o cariotipos correlacionar los resultades con bos tipos infecciosos
especficos de células
Secuenciacidn Secuencia de un gen o fragmente  Obrencidn de la mejor resolucidn Andlisis de mutacion de genes
de transcripeidn (cADN) posible de un gen o fragmento de (ej. BRCANMBRCAZ, TPS3, exc)
transcripcidn; acrualmente cara y
trabajosa
"Western blot”™ Presencia y tamafio de proveinas  Andlisis del producto final del gen m&s~ Examen de distrofia muscular de Duchenne
que del propio gen; relarivamente
trabajoso
Andlisis de prowina  Término precoz de rranscripcién  Téenicamente costosa y trabajosa Mutaciones en genes cales como BRCAS,
truncada o sineesis de proteinas APC, erc




Entre otras técnicas, los métodos de aislamiento de células o tejidos utilizando
procedimientos de microdiseccion han sido de gran importancia en el desarrollo de la
Patologia Molecular, incentivando significativamente la participacion de los anatomo-
patélogos en las investigaciones de alteraciones moleculares y genéticas de los tejidos
normales y anormales, y estimulando su capacitacion en técnicas mas propias de la biologia

molecular.

La microdiseccion de tejidos es una técnica que permite establecer una correlacion exacta
entre las caracteristicas citoldgicas e histopatoldgicas de los especimenes y los resultados
de los andlisis genéticos y moleculares. Mediante ella es posible aislar poblaciones
celulares especificas desde un conjunto heterogéneo de células mediante la visualizacion

directa al microscopio.
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Las técnicas de microdiseccion disponibles se basan en la manipulacion directa o
a través de aparatos de micromanipulacion o de un sistema semi-automatizado
basado en energia laser infrarroja (“laser capture microdissection, LCM"). Las
células microdisecadas han sido utilizadas exitosamente en el estudio de
alteraciones genéticas y moleculares del cancer mediante analisis de ADN, estudio
de expresion de genes en diversos tejidos mediante examen de ARN y mas
recientemente en estudios de proteinas. La aplicacion de técnicas de
microdiseccion ha cumplido, ademas, un papel relevante en la identificacién de
nuevos genes supresores de tumores y de multiples regiones cromosomales con
deleciones frecuentes en diversas neoplasias y sus lesiones precursoras, las que
son candidatas a contener genes supresores de tumores aun no identificados.
Ademas, la microdiseccion ha permitido la deteccion de nuevos genes importantes
en el desarrollo de neoplasias a través de la deteccion de nuevos fragmentos de

transcripcion (ARN mensajero) y de proteinas alteradas en celulas tumorales.

IMPACTO DE LA BIOLOGIA MOLECULAR
EN EL DIAGNOSTICO EN ANATOMIA PATOLOGICA

Los exdmenes de diagnostico molecular disponibles actualmente en Patologia Molecular
han sido desarrollados inicialmente privilegiando la sensibilidad y la especificidad, con la
esperanza que la incorporacion en el futuro de técnicas automatizadas permita disminuir su
costo y tiempo de ejecucién. EI nimero de examenes de diagnostico que emplean técnicas
y principios de biologia molecular ha ido aumentando en los Gltimos afios. Aungue existen
diversos productos comercialmente disponibles, s6lo unos pocos han completado el proceso
de aprobacion de la Administracion de Alimentos y Drogas de Estados Unidos (Food and
Drug Administration, FDA). Por lo tanto, los propios laboratorios deben desarrollar y

validar la mayoria de los examenes de diagnoéstico molecular con utilidad clinica.



En cada andlisis de diagndstico molecular existen varias técnicas de biologia molecular
disponibles. La eleccion de la técnica mas apropiada para un determinado examen de
diagndstico debe ser muy cuidadosa y basarse en el conocimiento acabado de las ventajas y
desventajas de cada técnica, en el equipamiento del laboratorio y en la experiencia de sus
integrantes. En la Tabla 1 se ilustran los métodos méas importantes de biologia molecular
aplicados a Patologia Molecular, y se indican las ventajas y desventajas de las técnicas de
uso més frecuente. En la actualidad, los examenes de diagndstico molecular disponibles en
Patologia Molecular estan referidos principalmente a la deteccion de microorganismos, al
diagndstico de enfermedades hereditarias y al diagnostico auxiliar de neoplasias,
especialmente en lo referente a estudios de predisposicion genética, estudio de poblacion de
riesgo, diagnostico de determinados canceres, estudio de micrometastasis, seleccion de

terapias y evaluacion del prondstico de la enfermedad.
l. Patologia molecular en el diagnoéstico de enfermedades infecciosas.

El diagndstico utilizando métodos de biologia molecular ha tenido un gran impacto en
el diagndstico y manejo de las enfermedades infecciosas. Estos métodos han sido
desarrollados con el objeto de mejorar la sensibilidad y especificidad de los métodos
tradicionales de diagnostico microbiolégico, como asimismo acelerar el diagndstico en
casos de microorganismos de dificil cultivo o lento crecimiento. Este desarrollo se ha
extendido al diagnostico en Patologia Molecular, en la cual se han implementado
técnicas de diagndstico de virus, bacterias, hongos y protozoos en muestras de tejidos y
celulas aisladas. Estas técnicas estan referidas fundamentalmente a métodos de

hibridacion in situ y amplificacién por PCR de los &cidos nucleicos.

Varios tipos virus pueden ser detectados en muestras de tejidos y células aisladas
mediante la utilizacion de técnicas de biologia molecular, tales como hibridacion in
situ de ARN y ADN, y amplificacion por PCR. La lista de agentes virales que han sido
detectados mediante estas técnicas en especimenes de tejidos y que tendrian
importancia clinica incluye a adenovirus, citomegalovirus, Epstein-Barr, hepatitis B y

C, y subtipos de virus papiloma humano (VPH).


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-98872001000700014#t1

Los métodos de biologia molecular han demostrado gran utilidad en microbiologia
tanto en la deteccion de bacterias directamente en muestras clinicas, como en la
confirmacion de los cultivos que de ellas se obtienen. Mientras muchas de estas
determinaciones se realizan en muestras tan diversas como expectoracion, lavado
broncoalveolar, liquido céfalo-raquideo, orina, aspirado faringeo, liquido articular y
peritoneal, etc, s6lo un nimero limitado de estas determinaciones tiene utilidad préactica
en muestras de tejidos en la actualidad. Una de las determinaciones de bacterias mas
difundidas en Patologia Molecular es la determinacién de micobacteris en tejidos,
especialmente Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium aviu.

La deteccion de micobacterias al microscopio en los tejidos se caracteriza por una muy
baja sensibilidad y se requiere de una gran cantidad de bacilos (a lo menos
10* micobacterias/mL). El diagndstico de infeccion de micobacterias con técnicas de
biologia molecular, especialmente mediante amplificacion por PCR de sus secuencias
de ADN, se considera un método de gran utilidad en el diagnostico de infecciones por

estas bacterias, debido a su rapidez, alta sensibilidad y gran especificidad.

I. Patologia molecular en el diagndéstico de enfermedades hereditarias.
Las técnicas de biologia molecular han sido empleadas en forma creciente en el
diagnostico de maltiples enfermedades humanas. La informacion actualizada de

las enfermedades que pueden ser detectadas mediante técnicas moleculares.

El analisis de la secuencia del genoma humano sin duda incrementara la lista de
enfermedades en las cuales se identifiquen las alteraciones genéticas
responsables y los examenes que permitan su deteccion. Aunque casi la
totalidad de estos exdmenes se realizan en muestras de sangre de los individuos
afectados o con sospecha de poseer la enfermedad y aln no corresponden
estrictamente al campo de la Patologia Molecular, sin duda en el futuro éstos

también se aplicaran a muestras de tejidos o células aisladas de los mismos.



I11. Patologia molecular en el diagnéstico de neoplasias.

Este campo es sin duda una de las areas de la Patologia Molecular que ha
experimentado el desarrollo més acelerado en los ultimos afios, ayudando
ademas en forma significativa a la incorporacion de los anatomo-patélogos al
estudio y aplicacion de los principios y las técnicas de biologia molecular.

Revisaremos brevemente el estado actual de sus aspectos mas importantes.

Determinacién de predisposicion genética para el desarrollo de neoplasias.

Los avances recientes en el descubrimiento de los genes que tienen un papel importante en
el desarrollo de las neoplasias humanas estan revolucionando el campo de la practica
clinica del estudio de riesgo de desarrollo de cancer. Los examenes del material genético,
junto a la historia familiar de cancer de los individuos, se estan utilizando progresivamente
como un método de diagnostico de los sindromes hereditarios relacionados al desarrollo de
cancer en individuos portadores de neoplasias, como asimismo en la estimacion de la
susceptibilidad al desarrollo de un cancer en individuos sin neoplasias pero que pertenecen

a familias con alto riesgo.

En la actualidad hay un grupo limitado de exadmenes de determinados genes que se
consideran como parte del diagnostico de rutina de familias con sindromes de cancer
hereditarios, tales como el gen APC en la poliposis coli adenomatosa, gen RET en neoplasia
endocrina multiple tipo 2a, gen RB1 en retinoblastoma familiar, gen VHL en sindrome de
von-Hippel-Lindau, genes  encargados de la  reparacion del ADN
(hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hPMS2) en el sindrome de Lynch o cancer de colon no-
poliposo hereditario (HNPCC), gen TP53 en sindrome de Li-Fraumeni, gen MEN-1 en
neoplasia endocrina multiple tipo 1, y genes BRCAL1y BRCA2 en el sindrome de cancer

hereditario de ovario y mama.

Mientras que la mayoria de la mutaciones de los genes responsables de los sindromes
hereditarios de cancer son analizadas en ADN extraido de leucocitos sanguineos, el ADN
obtenido de tejidos frescos o de archivos (fijados en formalina e incluidos en parafina)

también puede ser utilizado, especialmente en casos en que muestra de sangre o tejido no



pueda ser obtenida. El andlisis especifico del tejido tumoral también puede proveer de
informacion para el diagnostico de condiciones que confieran susceptibilidad heredada al
desarrollo de neoplasias.

Deteccion precoz de cancer con métodos moleculares.

Se considera que la mayoria de las neoplasias humanas serian precedidas por lesiones
precursoras, las que presentarian caracteristicas morfoldgicas, histopatologicas y genéticas
definidas. Sin embargo, estas lesiones preneoplasicas y su secuencia han sido determinadas
con certeza sélo en algunas neoplasias humanas, especialmente en aquellas de origen

epitelial (carcinomas).

La aplicacion de principios y técnicas de biologia molecular al diagnostico precoz del
cancer estd actualmente sélo en el plano de la investigacion cientifica. Debido a que la
identificacion de las neoplasias incipientes y sus lesiones precursoras corresponden al
ambito de la Anatomia Patoldgica, el papel de los anatomo-pat6logos es fundamental en la
caracterizacion de las alteraciones moleculares de estas lesiones, como asimismo en el
disefio de estrategias de deteccion precoz de cancer que las utilicen. A pesar de que la
investigacion en esta area del conocimiento ha sido intensa en la Gltima década, en la
actualidad existen mas interrogantes que respuestas. ¢De qué manera la biologia molecular
producira un impacto en la deteccién precoz del cancer? ;Pueden las caracteristicas
genéticas de las células tumorales o precursoras de cancer ser utilizadas como marcadores
de diagndstico precoz de cancer? ;Cual es la sensibilidad y especificidad de estos
marcadores para el estudio de poblacion de riesgo de contraer una neoplasia? Aunque adn
no existen respuestas definitivas a estas interrogantes, revisaremos muy brevemente los
avances fundamentales en este campo con especial referencia a su impacto en Anatomia

Patoldgica.

Se ha determinado que las lesiones precursoras presentan alteraciones genéticas de

similares caracteristicas, pero en menor cuantia, que los tumores que originan. Asi en los



carcinomas pulmonares y orofaringeos se ha observado que las lesiones displésicas
presentan deleciones cromosomales (principalmente cromosomas 3p, 9p y 8p) que
afectarian a los mismos genes supresores de tumores que los correspondientes tumores

invasores, pero en menor extension.

El conocimiento de las alteraciones genéticas presentes en lesiones precursoras asociadas a
carcinomas infiltrantes se ha extendido al analisis del mismo tipo de lesiones precursoras
presentes en individuos sin cancer, pero con riesgo de adquirir la enfermedad. Asi por
ejemplo, se han detectado frecuentes deleciones cromosomales de las mismas
caracteristicas que las detectadas en los tumores infiltrantes en hiperplasias ductales
atipicas de mama en mujeres sin cancer. Estos y otros hallazgos han confirmado el
principio de la existencia de las lesiones precursoras de las neoplasias, especialmente de
origen epitelial (carcinomas), y ha permitido postular la utilidad de las alteraciones
moleculares como marcadores bioldgicos que permitan ayudar a predecir el riesgo de
desarrollo de neoplasias humanas, especialmente en poblacion de riesgo, ya sea por

susceptibilidad genética o por la adopcion de conductas de riesgo.

Este tipo de estudios han sido aplicados también a otros especimenes de tipo clinico como:
muestra citologica obtenida por puncion de aguja fina en cancer de mama; lavado
bronquioloalveolar y esputo en cancer de pulmén; Papanicolaou en cancer de cuello
uterino; jugo pancreatico en cancer de pancreas; deposiciones en cancer de colon; orina en

cancer de la vejiga; y, sangre en canceres de pulmén, mama, higado, etc.
Diagndstico de tipos especificos de neoplasias.

En la ultima década, la utilizacion de técnicas de biologia molecular en el diagnéstico de
neoplasias humanas ha experimentado un gran desarrollo. En la actualidad, dos tipos de
andlisis forman parte del arsenal diagndstico de Patologia Molecular, éstos son el estudio de
traslocacion de cromosomas en el diagndstico de sarcomas y neoplasias hematoldgicas, y

los estudios de clonalidad en el diagnostico de linfomas.



a)

b)

Traslocacion de cromosomas en sarcomas y neoplasias hematolégicas:

Ciertos sarcomas se caracterizan por traslocaciones cromosomales especificas y
recurrentes. Estas traslocaciones producen nuevos genes, denominados genes de
fusién, algunos de los cuales por su especificidad y alta frecuencia en determinados
sarcomas han llegado a definir y reclasificar a algunos de estos tumores.

Los datos obtenidos indican que los genes de fusibn producidos por las
traslocaciones cromosomales serian eventos iniciadores y tal vez, al menos en
algunos sarcomas, el Unico evento molecular necesario para su desarrollo. La
presencia de los genes de fusion puede ser estudiada mediante amplificacion por
PCR, mientras que la presencia de las traslocaciones por técnicas de hibridacion de
ADN. Aunque los especimenes optimos son las muestras de tejidos frescos
congelados, las técnicas de PCR han sido aplicadas con éxito a ARN extraido de
tejido sometido a procesamiento de rutina en laboratorios de Anatomia Patoldgica

mediante fijacion en formalina.

Anadlisis de clonalidad en proliferaciones linfoides:

Una de las aplicaciones de los principios y técnicas de biologia molecular en el
diagnostico de neoplasias la constituye el estudio de clonalidad de las poblaciones
linfoides en el diagnostico diferencial de linfomas (monoclonales) y proliferaciones

linfoides reactivas (habitualmente policlonales).

Se conoce que los genes de las inmunoglobulinas y de los receptores T
experimentan un proceso fisioldégico de reordenacion en la medida que las células
linfoides B y T se diferencian de formas inmaduras a linfocitos maduros. Este
proceso de reordenacion génica afecta a los genes de las cadenas pesadas y livianas
de las inmunoglobulinas y a las cuatro cadenas (a, b, d, g) de los genes receptores T.
Debido a que las neoplasias son el producto de la proliferacion monoclonal de una
célula neoplasica progenitora, cualquier caracteristica genética propia de dicha
célula se reflejara en todas las células neoplasicas de dicho tumor. La células

linfoides policlonales se caracterizan por una poblacion heterogénea de células con



d)

igualmente reordenaciones heterogéneas de los genes de receptores de antigenos,
mientras que las células linfoides de proliferaciones monoclonales, que
habitualmente equivalen a linfomas, se caracterizan por homogeneidad monoclonal
en el reordenamiento de dichos genes. Se han desarrollado técnicas de PCR en este
tipo de estudios de clonalidad de las poblaciones linfoides, incluso en material de
biopsias de archivo, con y sin microdiseccion de tejidos.

Distincién de doble tumor primario o metastasis:

Aungue poco difundido, el empleo de principios y técnica de biologia molecular
puede aplicarse al diagnéstico diferencial entre la presencia de tumores primarios
maltiples (sincronicos o metacronicos) y de metastasis en casos seleccionados en
los cuales las técnicas convencionales de Anatomia Patoldgica no permiten hacer
esta distincion. En estos casos ciertas anormalidades genéticas (mutaciones
puntuales de oncogenes, deleciones cromosomales o fendmeno de inestabilidad

genética) pueden ser utilizadas en este diagnostico diferencial.

Estudio de metastasis:
La determinacion de la presencia de metastasis en una neoplasia es fundamental en
la etapificacion clinico-patoldgica de los casos, tanto para definir la conducta

terapéutica como para conocer el pronostico de la enfermedad.

Seleccion de terapias:

El desarrollo de terapias génicas basadas en el conocimiento de las anormalidades
genéticas mas importantes de una neoplasia aun se encuentran en el ambito de la
investigacion y experimentacion cientifica basica y clinica. Sin embargo, la
adopcién de terapias anti-tumorales mas convencionales, basadas en el
conocimiento de las anormalidades genéticas méas relevantes de una neoplasia, se

esta constituyendo en una realidad.



f) Determinacion del prondstico:
Aunque existen muchos estudios publicados en los que se ha encontrado una
correlacion positiva entre la presencia de determinadas alteraciones genéticas y el
pronostico de ciertas neoplasias, el resultado de muchos de estos estudios es
controvertido. La variabilidad de las técnicas y métodos de deteccién de las
alteraciones genéticas y de las series clinicas estudiadas explicarian en parte estas
discordancias. El progreso en el conocimiento de las alteraciones genéticas
asociadas a la progresion tumoral, especialmente la invasion de tejidos y el
desarrollo de metéstasis, sumado al desarrollo de técnicas de deteccion de
alteraciones genéticas mas estandarizadas con grados crecientes de automatizacion,
la mejor definicion de las series clinicas estudiadas y mayor uniformidad en el
tratamiento anti-neoplasico, permitiran establecer con mayor exactitud el valor

prondstico de las alteraciones genéticas en las neoplasias.



CONCLUSION

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular y la expansién acelerada del
conocimiento de las bases genéticas y moleculares de las enfermedades humanas han tenido
un impacto significativo en Anatomia Patoldgica. Este desarrollo, que debe acompafiarse de
la capacitacion de los anatomo-pat6logos en los principios y técnicas de la biologia
molecular, debiera incidir significativamente en el desarrollo del diagnoéstico anadtomo-
patoldgico y en el incremento de la investigacion cientifica en nuestra especialidad.



