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Patologia molecular:

La Patologia Molecular es la aplicacion de las técnicas moleculares al diagnostico
anatomopatoldgico de los tumores. La reciente secuenciacion del genoma humano
va a permitir el conocimiento de todos y cada uno de nuestros genes, lo que sin
duda dara un impulso definitivo a la Patologia Molecular, al facilitar el conocimiento
de la etiologia molecular de las enfermedades de origen genético, tanto
monogénicas como poligénicas. Entre estas Ultimas se encuentran algunas de las
enfermedades de mayor prevalencia y con un impacto social mas elevado, como la
diabetes, la arteriosclerosis y el cancer

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 incorporacién de principios y técnicas relacionados con la
biologia molecular, éstas son el conocimiento de la patogenia de enfermedades
humanas y el diagndstico en patologia.

La Patologia Molecular es una subespecialidad incipiente en Anatomia Patologica
gue se define por las técnicas que se utilizan en ella y por los elementos que se
analizan, basicamente acidos ribonucleico (ARN) y desoxirribonucleico (ADN), a
partir de muestras de tejidos (especimenes de biopsias 0 autopsias) o células
(exdmenes citoldgicos). Como se explicara en este articulo de revision, la Patologia
Molecular tiene en la actualidad una aplicacion practica limitada, aunque presenta
un gran potencial de desarrollo en el diagndstico de laboratorio en medicina.

ESPECIMENES TECNICAS USADAS EN PATOLOGIA MOLECULAR
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 Optima para la preservaciéon de ADN y de ellas es posible extraer ARN1. La
fijacion en formalina, el fijador de uso rutinario en muestras de tejidos en Anatomia
Patoldgica, produce degradacion y fragmentacién del ADN y ARN de tal manera
gue solo es posible amplificar mediante PCR fragmentos cortos (<250 pares de
bases nitrogenadas) de cada uno de ellos. Sin embargo, la preservacion 6ptima de
los tejidos para procedimientos de biologia molecular es su congelacién inmediata
después de obtenidos y la preservacion alo menos a -70°C. Por ello, es aconsejable
establecer en los laboratorios de Anatomia Patolégica bancos de tejidos,
especialmente de tumores y los correspondientes tejidos normales, de tal manera



gue este material se encuentre disponible para los estudios que requieran de
andlisis moleculares.

Las técnicas propias del trabajo en Patologia Molecular son todas aquellas que
forman parte del arsenal de la biologia molecular. Entre otras técnicas, los métodos
de aislamiento de células o tejidos utilizando procedimientos de microdiseccidén han
sido de gran importancia en el desarrollo de la Patologia Molecular, incentivando
significativamente la participacién 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.

Tabla 1. Técnicas de biologia melecular usadas en Patologia Molecular
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Las técnicas de micro diseccion disponibles se basan en la manipulacién directa o
a través de aparatos de micro manipulacion o de un sistema semi-automatizado
basado en energia laser infrarroja ("laser capture microdissection, LCM"). Las
células micro disecadas han sido utlizadas exitosamente en el estudio de
alteraciones genéticas y moleculares del cancer mediante andlisis de ADN, estudio
de expresion de genes en diversos tejidos mediante examen de ARN y mas

recientemente en estudios de proteinas.

La micro diseccion ha permitido la deteccién 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 células tumorales.
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Figura 1. Esgquema en 2l gua se representa la microdiseccidén de tejido ¥ algunas técnicas de biclogia molecular que ==
puaden realizar a partir de este tipo de material. Paneles superiores: microfotografias con ejemploe de microdiseccion
de un carcinoma infiltranta {antes v después). Paneles inferiores: izquierda, ejemplo de estudio de delecidén o pérdida
de heterocigocidad en una regidn del cromosoma 3p con un marcador microsatélite meadiante de amplificacidén por
PCR v electroforasis (L, linfocitos; H, epitelic bronguial con hiperplasia; T, carcinoma escamoso pulmonar): centro,
andlisis de mutacidn dal codon 12 del gen K-RAS mediante amplificacion por PCR v uso de enzimas de restriccion
("RFLP, restriction fragment lenght polymorphism™) (L, linfocitos: D, epitelio bronguial con displasia; CIS, carcinoma in
site bronguial; T, carcinoma pulmenar): deracha, secuenciacién de parte del exon 5 del gen TPE3 en el qua se
muestra mutacién puntuzl en el coden 177, CCC a TCC (L, linfocitos: T, carcinoma pulmonar).



IMPACTO DE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN EL DIAGNOSTICOEN
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 ejecucion.

En cada andlisis de diagnéstico molecular existen varias técnicas de biologia
molecular disponibles. La eleccién de la técnica mas apropiada para un determinado
examen de diagnostico 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.

Patologia molecular en el diagnéstico de enfermedades infecciosas.

El diagnéstico utilizando métodos de biologia molecular ha tenido un gran impacto
en el diagnodstico 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 diagndstico microbiolégico, como asimismo acelerar el
diagnéstico en casos de microorganismos de dificil cultivo o lento crecimiento. Este
desarrollo se ha extendido al diagnéstico en Patologia Molecular, en la cual se han
implementado técnicas de diagndstico de virus, bacterias, hongos y protozoos en
muestras de tejidos y células aisladas. Estas técnicas estan referidas

Tabla 2. Microorganismos que pueden ser detectados mediante hibridacién o
amplificacién (PCR) de dcidos nucleicos en muestras de tejidos o citolégicas

Microorganismo Técnica
Bacterias Legionella pneumopbila PCR
Chlamydia prewmoniae PCR
Mycoplasma prieumoniae PCR
Mycobacterium tuberculosis PCR
Mycobacterinm avium PCR
Otras especies de mycobacierium PCR
Barionelia belsenae PCR
Hongos Preumocystis carinii PCR
Cryptococcus neoformans PCR
Candida albicans PCR
Aspergillus sp Hibridacion in situ de ADN / PCR
Virus Virus papiloma humano (sub-tipos) Hibridacion in site y en fase liquida de ADN/ PCR
Adenovins Hibridacion in sitw de ADN / PCR
Citomegalovinus PCR
Epsiein-Barr Hibridacitn in sifi de ARN/ PCR
Hepatitis By C Hibridacitn in situ de ARN/ PCR-transcriptasa reversa




fundamentalmente a métodos de hibridacion in situ y amplificacién por PCR de los
acidos nucleicos

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
bronco alveolar, liquido céfalo-raquideo, orina, aspirado faringeo, liquido articular y
peritoneal, etc, sélo un nimero limitado de estas determinaciones tiene utilidad
practica en muestras de tejidos en la actualidad. Una de las determinaciones de
bacterias mas difundidas en Patologia Molecular es la determinacion de
micobacteris en tejidos, especialmente Mycobacterium tuberculosis 'y
Mycobacterium avium. La deteccidon 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 100000 micobacterias/mL). El diagnéstico 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.

Los métodos basados en la amplificacion de secuencias de ADN mediante PCR
serian también herramientas Utiles en el diagnéstico de micosis en muestras de
tejidos o citologias. Existen varios estudios en los que se ha demostrado la
identificacién exitosa de hongos mediante PCR, especialmente en especimenes
citolégicos, tales como Aspergillus sp (lavados bronquiolo-alveolares), Criptococo
(tejido pulmonar), Candida sp (sangre y orina), y Pneumocystis carinii
(expectoracion, lavado bronquiolo-alveolar, aspirados nasofaringeos y tejido
pulmonar). El incremento significativo de las infecciones por Pneumocystis carinii
en las ultimas décadas estimul6 el desarrollo de exdmenes rapidos y sensibles de
diagnéstico basados en la deteccion de sus secuencias génicas mediante PCR.
Algunos de los estudios han reportado 100% de sensibilidad y especificidad, en
comparacion con los métodos tradicionales, especialmente en el grupo de pacientes
VIH positivos.

Il. Patologia molecular en el diagnostico de enfermedades hereditarias. Las técnicas
de biologia molecular han sido empleadas en forma creciente en el diagnostico de
multiples enfermedades humanas.

[ll. Patologia molecular en el diagndstico de neoplasias. Este campo es sin duda
una de las areas de la Patologia Molecular que ha experimentado el desarrollo mas
acelerado en los udltimos afios, ayudando ademas en forma significativa a la
incorporacion de los anatomo-patologos al estudio y aplicacion de los principios y
las técnicas de biologia molecular.



Determinacién de predisposicién genética para el desarrollo de neoplasias

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 estimacién de la susceptibilidad al
desarrollo de un cancer en individuos sin neoplasias pero que pertenecen a familias
con alto riesgo.

Mientras que la mayoria de las 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 informaciéon para el diagnoéstico de condiciones
gue confieran susceptibilidad heredada al desarrollo de neoplasias. Este es el caso
de la enfermedad conocida como sindrome de Lynch o cancer colorrectal no-
poliposo hereditario, en el cual el andlisis del tumor permite identificar la
inestabilidad de secuencias microsatélites de ADN, también denominada errores de
replicacion. En este analisis el ADN extraido de tejido normal y de tumor deben ser
analizados mediante amplificacion por PCR para identificar el fendmeno de
inestabilidad de microsatélites, fendmeno que sugiere un defecto en los
mecanismos de reparacion de ADN.

Bat-25 Bat-26
” bl . > jEEs ‘I
- ® ol
i ¥ | :‘_ r 'l J % F
Linfocitos Cancer da Colon Linfocitos Céncer de Colon

Figura 2. Estudio del fendmena de inestabilidad gendtica o error de replicacion en cancer de colon. Ambos paneles,
amplificacion por PCR v electroforesis de secuencias microsatélites BAT-25 v BAT-25 en ADMN extraido de linfocitos
normales sanguineas v de células turmnorales de cdncer de colon. Flechas a la izquisrda de ambos paneles musastran
posicidn de las secuencias normales v flachas 2 la derecha de los mismos indican secusncias anormalas propias de |z
inestabilidad genstica. El fendmeno de inestabilidad gensética en esta neoplasia puede estar asociado 2 mutacian de

genes encargados de la reparacion dal ADM.



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 morfolégicas, histopatolégicas y genéticas
definidas. Sin embargo, estas lesiones pre neoplasicas y su secuencia han sido
determinadas con certeza solo en algunas neoplasias humanas, especialmente
en aquellas de origen epitelial (carcinomas). La aplicaciéon de principios y
técnicas de biologia molecular al diagnéstico precoz del cancer esta actualmente
sélo en el plano de la investigacion cientifica. Debido a que la identificacién de
las neoplasias incipientes y sus lesiones precursoras corresponden al ambito de
la Anatomia Patoldgica, el papel de los anatomo-patdlogos 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.
Precoz Intermedio Tardio
>
Epitelic Normal Displasia Carcinoma in s'tu  Carcinoma Invasor
rou Sate
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Deleciones 3p/9p
Inestabilided Genética
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Figura 3. Ejemplo de modelo secuencial dz origen de una neoplasia. Resumen de |2 progresidn de alteraciones
histopatoldgicas (microfotografias) y genéticas en el desarrollo de carcinoma escamoso de pulmén. Las alteracionas
moleculares pueden comenzar precozmente {epitelioc bronguial histoldgicamente normal o con zlteraciones minimas),
en estadios intermedios (displasia del epitelio bronguial); o relativamente tardios (carcinoma in situ o tumeor
infiltrante).



El conocimiento de las alteraciones genéticas presentes en lesiones precursoras
asociadas a carcinomas infiltrantes se ha extendido al andlisis 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.

Una de las aplicaciones del conocimiento de las alteraciones genéticas en las
lesiones precursoras humanas la constituye la evaluacion de su utilidad como
control de la progresion o regresion de las mismas, y para el monitoreo de
terapias quimio-preventivas.

Diagnéstico de tipos especificos de neoplasias

a) Translocacion de cromosomas en sarcomas y neoplasias hematolégicas.
Ciertos sarcomas se caracterizan por translocaciones cromosomales
especificas y recurrentes. Estas translocaciones producen nuevos genes,
denominados genes de fusion, algunos de los cuales por su especificidad y
alta frecuencia en determinados sarcomas han llegado a definir y reclasificar
a algunos de estos tumores

Tabla 3. Traslocaciones cromosomales mds frecuentes en sarcomas

Tumor Translocacién Genes de Fusiin Frecuencia Estimada™
(%)
Sarcoma de Ewing / Tumor neuroectodérmico perifénico  of11;22)(q24;q12) EWS-FLI1 95
Sarcoma de Ewing / Tumor neurcectodérmico periférico  1{21;22)(q22,q12) EWS-ERG 3
Tumor desmoplisico de células redondas pequefias t{11;22)(p13:q12) EWS-WTI *99
Liposarcoma mixoide / células pequefias 12;16)(q13pl 1) TLS-CHOP 95
Condrosarcoma mixoide extra-esquelérico t(9:22)(q22:q12) EWS-CHMN 75
Condrosarcoma mixoide extra-esquelérico % 17)g22iql 1) TAFZN-CHN 25
Sarcoma sinovial X 18)ipl 1:ql1) SYT-55X1 63
Sarcoma sinovial :18)plliqll) SYT-55X2 35
Rabdomiosarcoma alveolar t{2:13)g35:q14) PAXE-FEHR 73
Rabdomiosarcoma alveolar t{1:13){pitug1 4} PAXT-FEHR 1]
Dermarofibrosarcoma protuberans t{17:22)(q226:q13) COLIAL-PDGFB =09

*Frecuencia aproximada para cada categoria. Las frecuencias pueden variar de acuerdo a los méodos de
deteccion wtilizados.



Las traslocaciones cromosomales son también frecuentes en neoplasias
hematoldgicas (linfomas y leucemias), algunas de las cuales son también utilizadas
con fines diagndsticos. Muchos linfomas no-Hodgkin presentan traslocaciones
cromosomales especificas, las cuales forman parte integral del diagnéstico y
clasificacién de estas neoplasias.

Tabla 4. Traslocaciones cromosomales mds frecuentes en linfomas no-Hodgkin

Tumor Translocacién Genes de Fusién Frecuencia Estimada *
(%)
Células B
Centro folicular t(14:18)(q32;931) IgH-BCL2 %
Burkitt ((8;14)(q24:432) MYCIgH 75
t(2;8)(q1 2:q24) Igk-MYC 16
(8;22)(q12;q24) MYC-lgl 9
Células de manto (11;14){q13:q32) CCNDI-IgH 70
Linfoplasmocitico 9;14)(p13;432) PAX5-IgH 50
Difuso de células grandes (3q27) BCL6 40
Zona marginal (11;18)(q21:q21) - 35
Células T
Anaplistico de células grandes (2;5)(p23:q35) NMP-ALK 35

*Frecuencia aproximada para cada categoria. Las frecuencias pueden variar de acuerdo a los métodos de
deteccion utilizados.
-- Genes comprometidos no han sido ain identificados.

b) Andlisis de clonalidad en proliferaciones linfoides. Una de las aplicaciones de los
principios y técnicas de biologia molecular en el diagnéstico de neoplasias la
constituye el estudio de clonalidad de las poblaciones linfoides en el diagndstico
diferencial de linfomas (monoclonales) y proliferaciones linfoides reactivas
(habitualmente policlonales).

c) Distincion de doble tumor primario o metastasis. Aunque poco difundido, el
empleo de principios y técnica de biologia molecular puede aplicarse al diagndstico
diferencial entre la presencia de tumores primarios mdultiples (sincrénicos o
metacronicos) y de metastasis en casos seleccionados en los cuales las técnicas
convencionales de Anatomia Patologica no permiten hacer esta distincion.



d) Estudio de metéastasis. La determinacion de la presencia de metastasis en una
neoplasia es fundamental en la etapificacion clinico-patologica de los casos, tanto
para definir la conducta terapéutica como para conocer el pronostico de la
enfermedad.

e) Seleccién de terapias. El desarrollo de terapias génicas basadas en el
conocimiento de las anormalidades genéticas mas importantes de una neoplasia
aun se encuentra en el ambito de la investigacion y experimentacion cientifica
bésica y clinica. Sin embargo, la adopcion de terapias anti-tumorales mas
convencionales, basadas en el conocimiento de las anormalidades genéticas mas
relevantes de una neoplasia, se esta constituyendo en una realidad. Un ejemplo de
esto lo constituye el desarrollo de terapias basadas en anticuerpos anti-proteina
HER-2/neu producto del gen del mismo nombre, cuya anormalidad genética mas
relevante, la amplificacion génica, esta presente en aproximadamente el 40% de los
carcinomas de mama.

f) Determinacion del prondstico El resultado de muchos de estos estudios es
controvertido. La variabilidad de las técnicas y métodos de deteccion 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 metastasis, 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 prondéstico de las alteraciones genéticas en las neoplasias.
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