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Resumen

La patologia ha ido evolucionando conjuntamente con los avances cientificos y tecnolégicos, siendo quiza la
disciplina oncoldgica donde estos avances se han incorporado mas rapidamente a la practica diaria. La patologia
molecular nace de los avances en la comprension del genoma humano y la subsecuente descripcion de los genomas
del cancer, asi como de la rapida simplificacion y abaratamiento de las técnicas moleculares. La patologia molecular
ofrece no solo una descripcion mas comprehensiva de las caracteristicas del cancer, sino que también le otorga al
médico encargado del tratamiento, un abanico de debilidades del cincer que son blancos terapéuticos.
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Abstract

The pathology has evolved together with scientific and technological advances, perhaps being the oncology
discipline where these advances have been incorporated more quickly into daily practice. Molecular pathology
stems from advances in the understanding of the human genome and the subsequent description of cancer genomes,
as well as from the rapid simplification and cheapening of molecular techniques. Molecular pathology offers not
only a more comprehensive description of the characteristics of cancer, but also provides the treating physician with
arange of cancer weaknesses that are therapeutic targets.

Keywords: Molecular pathology, genomics, genetics, next-generation sequencing.

I.Evolucion d 1a patologia

Los primeros registros del cancer se remontan a
2625 a.C. La compilacién de enseflanzas en papiro del
médico egipcio Imhotep, describe y da soluciones a miticas
enfermedades del pasado. En sus escritos médicos, relataun
caso especial: donde el cancer es tomado por primera vez
como una enfermedad, describiéndolo como una “masa
abultada en el pecho” sin cura aparente'”.

Alrededor de 440 a.C., Herodoto relata el caso de
Atosa, reina de Persia, quien padecia de una extrafia
enfermedad y la presencia de un bulto sangrante en el pecho,
forma maligna de cancer de mama‘.

Dos milenios después, en la época de Hipocrates, se
emplea la primera palabra para designar al cancer: karkinos;
significado de cangrejo en griego. Otra palabra griega en la
historia del cancer es onkos, empleada para designar una
masa o peso. Hipdcrates emplea la teoria de los cuatro
fluidos para presentar la enfermedad: sangre, bilis negra,

bilis amarilla y flema. Se considera que en el organismo en
homeostasis, los cuatro fluidos se mantenian en equilibrio
perfecto y, en la enfermedad, el exceso de uno de ellos
perturba el equilibrio®.

Galeno, en su obra De tumoribus praeter natum,
describe diversas lesiones tumorales considerando al cancer
como un estado maligno sistémico, una sobredosis interna
de bilis negra. calificada como inflamatoria, en la que el
cancer invade ganglios linfaticos®.

Alrededor del siglo XVII, Leeuwenhoek desarrolla
el primer microscopio empleado para analiza de manera
descriptiva todo aquello que podia tocar. Estudia anatomica-
mente la epidermis, el cabello y uiias, los dientes y la
estructura muscular. En el afio 1674 descubre los globulos
rojos en la sangre®.

En el siglo XIX, Virchow atiende la anomalia
sanguinea de una mujer de cincuenta afios. La sangre de la
paciente presentaba un crecimiento explosivo de gldbulos
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blancos formadores de pastosos y densos cimulos de pus en
el bazo. Al analizarlo microscopicamente, se observaba la
preponderancia de globulos blancos sobre globulos rojos.
Adicional a ello, present6 una serie de sintomas como el
agrandamiento masivo del bazo y ausencia de cualquier
foco de pus en el cuerpo. Virchow nombra a ésta patologia
“weisses blut” o sangre blanca, como descripcion exacta de
millones de glébulos blancos vistos bajo el microscopio.
Con el paso del tiempo, dicho término es cambiado a “leuce-
mia” proveniente de laraiz griega “leukos” o blanco®.

Sin una idea sélida sobre lo ocurrido, Virchow se
concentrd en estudiar las células bajo el microscopio.
Considerando que el cuerpo humano estaba formado por
células y que éstas solo nacian de otras células, propone el
apotegma “omnis cellula e cellula” y planted la hipotesis de
“la naturaleza del crecimiento humano”. De esta teoria
surgen dos ideas sobre el mecanismo de crecimiento celular:
por el incremento de la cantidad de estas (hiperplasia) o por
el aumento de su tamaifio (hipertrofia). Con éstos y muchos
descubrimientos, Virchow deja una huella en casi todos los
campos de la patologia®. Con el trabajo de Virchow surge la
biologia celular la cual a su vez va a dar lugar a la patologia.

II. Evolucion de la patologia
y técnicas diagndsticas

Histologia:

Precursora en los estudios y técnicas diagnosticas,
estudia la composicion, estructura y caracteristicas de los
tejidos. Provee de informacion bioldgica de manera simple
y eficiente. Permite hacer el diagndstico y buscar criterios
de prondsticos en cualquier estadio del cancer. Asiste en el
reconocimiento de las alteraciones morfoldgicas relacio-
nandola directamente con la proliferacion celular (mitosis),
desviacion nuclear, asi como la expresion de la inestabilidad
cromosdmica®.

Histoquimica

Se basa en la utilizacion de una amplia gama de
cromdgenos muy especificos, provocando reacciones
quimicas e inmunoldgicas. Permite identificar y localizar
compuestos o radicales quimicos a nivel celular y tisular.
Esta enfocada en el estudio microscépico de la morfologia'y
anatomia celular que caracterizan los tejidos bioldgicos
mediante microscopia dptica®.

Inmunohistoquimica

Técnica fundamentada en el uso de anticuerpos para
identificar marcadores tumorales, reconociendo en la
reaccion antigeno-anticuerpo. Es aplicada en el estudio de
diferentes patologias y en la investigacion médica. Juega un
trascendental en el estudio de hematopatologias,
neuropatologias y patologias oncoldgicas. En la oncologia,
la inmunohistoquimica ayuda a diferenciar los tumores

clasificandolos en primarios o secundarios metastasicos. Si
son metastasicos contribuye con la identificacion del tumor
primario, excluyendo diferentes posibilidades que dieron

origen a la metastasis”.

FISH (Hibridacion fluorescente in situ)

Importante en el estudio de anomalias cromosomi-
cas y distintas mutaciones genéticas. Permite localizar un
gen especifico dentro de los cromosomas de un individuo.
Presenta alta sensibilidad y especificidad posibilitando el
analisis de células en gran niimero, tanto en metafase como
en interface. Ademas, posibilita la identificacion de cam-
bios estructurales mas sutiles debajo de la resolucion de la
citogenética convencional.

Utiliza fragmentos de secuencias de ADN marcados
(ondas) con fluorescencia para localizar una secuencia
complementaria en el ADN de la muestra. La eleccion del
tipo de sonda varia de acuerdo a la funcion especifica de la
secuencia que se desea detectar. Entre los tipos de sondas se
tienen: sondas de locus especificos, sondas alfoides o cen-

troméricas de repeticion y sondas de cromosomas enteros®.

PCRyRT-PCR

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es la
técnica encargada de amplificar suficiente ADN in vifro por
larepeticion de la reaccidn de elongacion a partir de primers
especifico con el uso de ADN polimerasa. Es 1til en muchas
areas de la biologia y la medicina, como la investigacion en
biologia molecular, aplicdndose a multiples usos, desde la
clonacion y estudio de la expresion genética, hasta la
busqueda de polimorfismos genéticos. También posee
actividad significativa en la identificacion de patégenos
durante infecciones y a generar perfiles forenses de ADN a
partir de pequefias muestras de ADN.

Por otra parte, el RT-PCR o PCR de transcripcion
inversa, permite el uso de ARN como molde para transcribir
ADN complementario, utilizando la transcriptasa inversa.
Es una de las técnicas mas sensibles, econdmicas y de facil
aplicacién para determinar la presencia de ARN de
cualquier tipo en cualquier ser vivo. Para el éxito de la RT-
PCR es 9Primordial la calidad y pureza de la cadena ADN
modelo®.

Secuenciamiento

Implica determinar las secuencias de nucledtidos de
un fragmento de ADN. Hace casi 40 afios la investigacion
bioldgica se revoluciond a partir de la secuenciacion de
Sanger. Esta técnica se hace atin mas amplia con la introduc-
cion de los métodos de secuenciacion de préxima
generacion (NGS) implementada en el 2005.

Los métodos de secuenciacion masiva desarrollados
después del método de Sanger, llamados de proxima
generacion, permiten secuenciar cantidades enormes de
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ADN. Su principal ventaja rapida en la capacidad de
secuenciamiento en gran cantidad de ADN, en poco tiempo
y a un costo relativamente bajo. Permite determinar en un
solo experimento la secuencia de una o varias moléculas de
ADN con un tamafio total significativamente mayor que 1
millén de pares de bases.

Mediante la secuenciacidon masiva, generalmente se
busca caracterizar variantes germinales y somaticas en
pacientes individuales y, en cohortes con gran numero de
casos, identificar mutaciones tumorales drivers, mutaciones
que predispongan al cancer en la linea germinal o aquellas
relacionadas con factores ambientales""”.

II1. Patologia digital e inteligencia artificial

A diferencia de las técnicas moleculares, la digitali-
zacion de imagenes histologicas tuvo una incorporacion
mas lenta a la practica del patdlogo a pesar de las ventajas
ofrecidas. No fue hasta que la digitalizacion de imagenes fue
acompafiada de la inteligencia artificial que tuvo un amplio
uso porque facilité de una manera muy rapida la evaluacion
de biomarcadores y ademas, con los nuevos algoritmos que
incluian el “aprendizaje profundo” se pudo extraer parame-
tros de las imagenes histoldgicas que servian para
correlacionarlos con las caracteristicas bioldgicas y clinicas
de los tumores. Posteriormente, se desarrollaron algoritmos
que eran capaces de evaluar conjuntamente data histologica
con los datos moleculares, datos clinicos y hasta caracteris-
ticas radiologicas de los tumores para predecir el desenlace
y hasta para sugerir terapias especificas. La patologia digital

ha transformado la practica del diagnéstico patoldgico”" .

IV.Conceptos basicos en patologia
y genética molecular

Sobre expresion

Implica una cantidad excesiva de los niveles o patro-
nes de expresion normales. La expresion excesiva de un gen
causado por el incremento de la frecuencia de transcripcion
puede causar fenotipos mutantes, brindando una alternativa
de herramienta eficaz para la identificacion de componentes
de la via que podrian permanecer sin ser detectados
utilizando el analisis tradicional de pérdida de funcién. La
sobreexpresion intencional de genes individuales podria ser
unahsl)lerramienta util para conectar genes de vias bioldgi-
cas'”.

La sobreexpresion natural debido a la amplificacion
genética da como resultado a la resistencia farmacologica,
insecticidas o metales pesados. Sin embrago la sobreex-
presion de genes de tipo salvaje pueden causar fenotipos
mutantes.

Abundan fenotipos causados por sobreexpresion:
Caso de sobreexpresion natural por la amplificacion genéti-
ca.
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Amplificacion

Es el aumento del nimero de copias de un segmento
de ADN. Se puede usar como una herramienta de deteccion
en la era de la genética molecular, la amplificacion selectiva
de pequefias regiones cromosdmicas constituyd una
importante ventaja en comparaciéon con los fenotipos de
investigacion causados por reordenamientos cromosomicos
o aneuploidias macroscopicas. Ademas que cumple un rol
importante en la Identificacién de mutaciones que causan

fenotipos de interés".

Una célula cancerosa amplifica segmentos de ADN
en forma desordenada, como resultado de sefiales celulares
y en ocasiones debido a dafios causados por efectos ambien-
tales.

Tipos de mutaciones

Las mutaciones son cambios en la secuencia de ADN
que implican la alteracion del marco de lectura de la
informacion genética. Generalmente los tipos de mutacio-
nes relacionadas con el cancer pueden conllevar a una
pérdida o ganancia de funcion. Para la formacion de una
mutacion oncogénica es necesaria una mutacion activadora.
Las mutaciones activadoras afectan a los genes supresores
de tumores, mientras que los oncogenes adquieren este tipo
de mutaciones. Un ejemplo es el gen supresor de tumores
TP53 que codifica al gen p53, proteina de vital importancia
en la respuesta de los dafios en el ADN o respuesta al estrés
celular.

En los andlisis gendmicos del cancer, dependiendo
del rol que cumple una mutacién en la biologia celular
tumoral, las mutaciones caen en dos categorias: mutaciones
conductoras (drivers) y mutaciones pasajeras (passengers).

Las mutaciones pasajeras confieren una ventaja
adaptativa con respecto a otras células. Presentes en células
normales y cancerosas, no determinan el desarrollo del
cancer. Ocurren al azar sin promover el fenotipo tumoral, sin
conferir ventaja selectiva para el crecimiento. Se puede
decir que son “mutaciones pre-neoplasicas”.

Las mutaciones conductoras son requeridas para la
tumorigénesis. Ocurren en genes criticos, otorgando ven-
tajas selectivas a la célula tumoral. Estas ventajas son
imperceptibles pero en el transcurso de los afios deriva en
una formacion tumoral. En la direccion de las terapias, este
tipo de mutaciones son de interés.

Patologia molecular en la practica diaria

Como se describid en las secciones previas, la
patologia molecular se utiliza de rutina en los centros
oncoldgicos, lo que ha traido como consecuencia a su vez
que el patdlogo tenga una necesidad de educar a los otros
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especialistas en la importancia de las muestras biologicas y
en la interpretacion de los datos moleculares que proporcio-
nan.

La alta complejidad de los estudios moleculares
involucra pasos analiticos muy delicados y susceptibles a
degradacidn y contaminacion del material genético. La fase
pre analitica del analisis es muy importante. El DNAy RNA
se degradan por el proceso de fijacion del tejido. La
celularidad de la muestra debe ser buena, con buena repre-
sentacion de células tumorales, de lo contrario la poblacion
de ((:g’)lulas normales reduciran la fraccion de alelos muta-
dos™.

Por otra parte, cuando se evaliia expresion de genes
(RNA), el tiempo de isquemia fria es crucial. La “isquemia
fria” es el tiempo que transcurre entre la obtencién de la
muestra y el congelamiento. Un tiempo largo de isquemia
fria produce que muchos genes se dejen de expresar, en
tanto que otros comienzan a expresarse, produciendo un
sesgo en perfil de expresion genética”®. De igual manera, el
tiempo de “isquemia caliente” también produce alteracio-
nes en los perfiles de expresion genética. La isquemia
caliente es el tiempo que transcurre desde que el tejido al ser
removido y como consecuencia, deja de recibir el flujo
sanguineo, permanece a temperatura corporal ™.

Otro desafio es que el analisis molecular tiene que ser
realizado por personal altamente entrenado capaz de
identificar rapidamente variables que ocasionen problemas
durante el flujo del procesamiento de la muestra.

Por otro lado, mientras que las técnicas de secuen-
ciamiento son cada vez mas baratas, y alcanzables, la
interpretacion de los datos ha incrementado su complejidad.
Hay que usar plataformas bioinformaticas para entender el
significado de las mutaciones. Tipicamente, un tumor ma-
ligno puede contener miles de mutaciones que son solo
“ruido de fondo” (mutaciones pasajeras), y unas cuantas
mutaciones conductoras. Solo estas ultimas deberan ser
reportadas.

Por altimo, el patologo debe emitir un informe de
lectura amigable e interpretando los hallazgos. Este reporte
debe detallar la metodologia utilizada en el analisis
molecular. Asi mismo, también se puede agregar potencia-
les tratamientos o ensayos clinicos a los cuales podria ser
candidato el paciente de acuerdo a su perfil mutacional.

Patologia molecular y medicina de precisién
Bio-informatica:

Disciplina que usa herramientas computacionales
con el entendimiento y la apreciacion de datos bioldgicos.
Permite la obtencion de herramientas y recursos beneficio-
sos para la investigacion biomédica. Su potencial radica en
predecir procesos biologicos bajo diversas condiciones,

establecer relaciones evolutivas y determinar las funciones
de genes y proteinas. Para poder integrar la informacién
procedente de las biomoléculas es fundamental comprender
los procesos biologicos como tal.

Como consecuencia se obtiene una mejora en la
investigacion y en la capacidad para recuperar datos
gendmicos a partir de multiples bases de datos ademas de
poder desarrollar nuevas herramientas que ayuden en la
gestion y acceso a la informacion, optimizando las ya
existentes para éstos analisis.

Patologia molecular en la era
delainmunoterapia Pd-11

El ligando de muerte celular programada tipo 1, es
una proteina transmembrana perteneciente a la familia de
ligandos B7. Presenta potencial inmunoterapéutico
beneficioso para el tratamiento oncoldgico. La evaluacion
se fundamenta en que dicho ligando se encuentra
sobrexpresado en la superficie tumoral en varios tipos de
cancer. La via PD-L1, otorga una resistencia adaptativa, la
cual permite que las células cancerosas evadan el ataque del
sistema inmune sin ser reconocidas como sustancias
perjudiciales. Un ejemplo claro, se da en el carcinoma renal,
donde sus niveles de expresion se correlacionan con la
agresividad de éste™®.

Carga mutacional tumoral (TMB)

La carga mutacional tumoral es la medida del conte-
nido de mutaciones contenidas en las células tumorales.
Funciona como un biomarcador predictivo que en el
presente se esta estudiando para evaluar su asociacion con la
respuesta a terapia inmunoloégica del cancer. Conocer la
TMB puede ayudar a elegir el mejor tratamiento inmunote-
rapéutico en multiples tipos de tumor. Su importancia radica
en el posible inicio de una respuesta antitumoral a cargo de
células T mediante el reconocimiento de células cancerige-
nas con TMB alto".

Futuro
Biopsialiquida:

Herramienta no invasiva usada en el diagndstico y
seguimiento personalizado del cancer. Evalua la presencia
de células cancerosas o restos de ADN libre circulante en
varios tipos de fluidos biologicos para el descubrimiento de
biomarcadores. Permite la deteccion de tumores en estadios
tempranos, planificar el tratamiento y determinar su
eficacia. Asimismo, confiere la capacidad de averiguar si
hay reincidencia del cancer. En pacientes que ya tienen un
cancer su aplicacion es esencial para realizar un
seguimiento de la terapia oncologica. Aunque la biopsia
liquida tienen aun uso restringido a algunas patologias

89



DIAGNOSTICO Vol. 59(2) Abril - Junio 2020 e Patologia molecular del cancer  Doimi-Garcia F., y cols.

Evaluacion basada en el fenotipo

>

Evaluacion basada en el genotipo

>

Figura 1. Evolucion de las técnicas empleadas desde la patologia clasica hasta la patologia molecular.

puntuales como cancer de pulmoén, se espera que se vaya
incorporando a la rutina en mas neoplasias malignas®.

Metabolémica

El sufijo latino “-oma” significa “conjunto de”, por
ende las ciencias 0micas aportan una vision global de los
procesos bioldgicos y se caracterizan por analizar un gran
volumen de datos utilizando herramientas tanto del campo
de la biologia como de la bioinformatica. Permite la
comprension de la biologia celular y la fisiologia de
distintos sistemas biologicos. Tiene como objetivo detectar,
cuantificar y esclarecer estructuras de los metabolitos. Su
importancia radica en la identificacién de componentes
oportunos en el desarrollo de algunas enfermedades.

Hoy en dia la metabolémica emplea dos plataformas
tecnologicas modernas para la identificacion y cuantifica-
cion de metabolitos: La espectrometria de masas (MS) y la
resonancia magnética nuclear (RMN), estas estan apoyadas
en analisis quimiométricos que permiten establecer
patrones metabdlicos que reflejen un estado particular de un
individuo, como la presencia de una determinada

enfermedad o los efectos adversos de la administracion de
una droga. El estudio del metaboloma de los individuos o
fenotipeado metabdlico, representa una herramienta vital
para la medicina de precision debido a que aporta informa-
cién sobre las influencias de una gran variedad de factores,
que incluyen la genética subyacente, el estrés ambiental, el
estado nutricional y la actividad microbiana intestinal®".

Microbioma

El'ser humano est relacionado directamente con una
interaccidn constante entre el conjunto de células humanasy
microbianas. Se denomina microbioma al conjunto de
comunidades microbianas, incluyendo sus elementos
genéticos y metabolitos, asi como las interacciones que
establecen en el medio ambiente en el que se encuentra. La
técnica empleada para el estudio del microbioma es la
metagendmica, que ha permitido identificar estos
microorganismos en base al ADN obtenido de muestras de
diferentes entornos naturales sin necesidad de cultivarlas.
Estos ecosistemas microbianos se encuentran en el tracto
gastrointestinal, genitourinario y respiratorio, cavidad oral y
nasofaringea, y la piel®*,
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