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Prefaciu

Este libro es el resultado de toda la informacion dictada por
docentes de diferentes disciplinas en el Primer Curso de Patologia
Molecular Diagndstica, Terapéutica e Investigativa, en la que parti-
ciparon docentes de la Facultad de Medicina de la UdelaR, Uruguay,
en conjunto con docentes de la Universidad de Minho (UM), Braga,
Portugal y del Hospital del Cancer de Barretos, Facultad de Medicina
SP, Brasil. Ha sido nuestra intencion brindar informacion accesible,
basada en el conocimiento cientifico académico. La informacion brin-
dada en el texto contribuye a fomentar la comprension de temas de
gran interés como es la Patologia de las diversas enfermedades, y
sus aspectos moleculares con impacto en el diagnéstico, prondstico y
terapéutica mas especifica, personalizada y racional de los pacientes.

Queremos agradecer a quienes han hecho posible este texto- Co-
misién Sectorial de Educacion Permanente-UDELAR.

El mismo esta dedicado a todos los alumnos y especialistas de
disciplinas afines a la Patologia Molecular.

Drs. Ana Marifio, Omar Alonso, Raul Pisabarro.




Prof. Agregada Dra. Ana Marifio

El desarrollo reciente de técnicas de biologia molecular y la expan-
sion acelerada del conocimiento de las bases genéticas y moleculares
de las enfermedades humanas, han tenido un impacto significativo
en Anatomia Patoldgica. 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: estas 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 gené-
ticas y moleculares de las enfermedades humanas se ha producido
no sélo una mejor comprensiéon de muchos de estos fenédmenos, sino
que, ademas, ha permitido el desarrollo de nuevas herramientas
diagndsticas en Anatomia Patoldgica y la creacion de una especia-
lidad en esta disciplina, la Patologia Inmunomolecular. La Patologia
Inmunomolecular es una especialidad que se define por predecir
el diagndstico y la terapéutica de Enfermedades Oncoldgicas y no
Oncoldégicas determinada por técnicas especializadas que se utilizan
en ella y por los elementos que se analizan, basicamente reacciones
antigeno anticuerpo mediante inmunohistoquimica, inmunoflores-
cencia, estudio de acidos ribonucleico (ARN) y desoxirribonucleico
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(ADN), a partir de muestras de tejidos (especimenes de biopsias o
autopsias) o células (examenes citoldgicos).

El concepto de la Anatomia Patoldgica en las ultimas décadas ha
experimentado un notable cambio, mutando de una patologia casi
exclusivamente morfoldgica a un diagndstico apoyado en métodos
de estudio inmunobioldgicos, basado en técnicas que analizan la Pa-
tologia diagndstica, pronodstica y terapéutica desde una perspectiva
mas objetiva y precisa.

El avance de la Anatomia Patolégica en los uitimos 30 afios ha
sido acelerado, sumado al hecho de nuevos métodos terapéuticos
en patologia oncoldgica que apuestan a una terapia mas racional y
personalizada, siendo en estos casos el diagndstico inmunopatoldégico
el eje o guia en el cual se sustenta este tipo de terapia.

En este contexto se crean y desarrollan areas especializadas que
estudian la Patologia imunomolecular constituyéndose en un desafio
para el Patélogo dado que implica un conocimiento profundo de ésta
area de la Patologia y una especializacién tanto en el desarrollo de
dichas técnicas como en la interpretacién de las mismas.

El campo de la Inmunobiopatologia ha cambiado el concepto de la
Patologia como disciplina morfolégica realizando el diagnéstico me-
diante la utilizacién de métodos moleculares que permiten inclusive
la extraccion de ADN de tacos parafinados determinando la alteracion
genética causante de la enfermedad morfoldgica.

En el momento actual es uno de los campos mas prometedores
en la medicina diagnostica y terapéutica de este proximo siglo.

La Patologia Molecular permite mediante diferentes técnicas diag-
nosticas (inmunohistoquimica, inmunofiorescencia, CISH, FISH, ex-
traccién de ADN mediante microdiseccion de tejido “in situ”. ) realizar
un diagnéstico preciso de enfermedades oncologicas, infecciosas y
degenerativas, colabora en la Patologia del Trasplante y en la inmu-
nodeteccion de las células regenerativas o “stem cells”.

Permite predecir el prondstico de la enfermedad con mayor certe-
za, asi como una terapéutica especifica o terapia “target" en Patologia
Oncoldgica e infecciosa.



, Metudnlugias EmplEadas En
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Prof. Agregada Dra. Ana Marifio
Prof. Agregada Dra. Cristina Tourifio

IMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica es la deteccion de los antigenos en los
tejidos mediante el uso de anticuerpos a través de reacciones es-
pecificas e interacciones antigeno anticuerpos a través de la cual se
visualiza con coloraciones especiales la misma.

La inmunohistoquimica es una herramienta fundamental en el
diagnostico patoldgico y en la investigacion médica. Las técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacion, sobre muestras
tisulares o citoldgicas, de determinantes antigénicos caracteristicos
de distintas lineas de diferenciacién y funcionalismo celular.

La aplicacién directa de anticuerpos policlonales o monoclonales
sobre secciones tisulares permite la localizacién microanatémica de
su expresion y su correlacidén con los parametros morfolégicos, au-
mentando la sensibilidad y especificidad del estudio y proporcionando
informacion adicional esencial en muchos casos. En las Gltimas dé-
cadas la utilizacion de la IHQ ha sido progresivamente creciente y se
ha consolidado como tecnologia esencial en el diagndstico patoldgico
de rutina. En general y muy especialmente en patologia oncoldgica,
son cada vez mas las patologias cuyo diagnéstico y clasificacion re-
quiere IHQ. La incorporacién de nuevos protocolos de recuperacion
antigénica y la afluencia constante de nuevos anticuerpos estan am-
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pliando notablemente el ambito de aplicacion con nuevas utilidades en
diagndstico y prondstico. En el momento actual existen mas de 2500
anticuerpos en el mercado que el especialista en esta disciplina debe
conocer todas sus interacciones posibles. En fase de investigacion y
desarrollo existen numerosos anticuerpos.

La IHQ requiere una metodologia de laboratorio muy distinta de la del
laboratorio clasico de anatomia patoldgica y, para su correcta utilizacién,
es indispensable conocer en profundidad sus ventajas y limitaciones. Es
fundamental disponer de una amplia bateria de anticuerpos que permita
trabajar con paneles amplios protocolizados y actualizados. La eleccion
de un panel de anticuerpos inapropiado o excesivamente limitado puede
llevar a conclusiones insuficientes o erréneas.

El panel inicial de estudio debe elaborarlo el patélogo en funcidn
de la clinica y del estudio morfoldgico previo y, siempre que sea po-
sible, debe incluir distintos anticuerpos para cada una de las lineas
de diferenciacion que se investigan.

El personal técnico y Médico debe estar especificamente entrenado
en el manejo y evaluacion de los distintos anticuerpos y disponer de
informacién apropiada acerca de su sensibilidad y especificidad, del
método de evaluacién de resultados y de su posible trascendencia
clinica. La interpretacion debe efectuarse siempre conjuntamente
con el contexto clinico y los hallazgos morfoldgicos.

Es importante conocer las posibles causas de falsos positivos y
falsos negativos con los distintos anticuerpos y seguir una sistematica
meticulosa de controles negativos y positivos en cada proceso de la-
boratorio. Los anticuerpos de nueva incorporacién requieren siempre
un enfoque critico y cauto en las primeras fases de utilizacién ya que
la presunta especificidad y sensibilidad inicial puede modificarse al
acumular experiencia y publicaciones.

Un aspecto elemental, pero esencial, es la preservacién del tejido
desde el momento de su obtencién. La inmensa mayoria de técnicas
de IHQ pueden aplicarse a tejido fijado e incluido en parafina con
buenos resultados, siempre que la fijacion tisular, su procesado e
inclusién se realicen correctamente.

La utilizacion de métodos o reactivos inapropiados en el trata-
miento tisular previo a la IHQ determina pérdidas de antigenicidad
que limitaran o impediran la obtencidn de resultados fiables. Existen
numerosos métodos de deteccién de antigenos por inmunohistoqui-
mica que no detallaremos.

El ideal es aquel método que esté basado en parametros de inves-
tigacion certeros y que tenga el grado de sensibilidad requerido.
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Prof. Agregada Dra. Ana Marifio
Prof. Agregada Dra. Cristina Tourifio

La evolucion de la Oncologia en las ultimas décadas y los avances
en Patologia molecular han incorporado modificaciones sustancia-
les, cuantitativas y cualitativas, en la informacién que se espera del
patélogo, configurando progresivamente un nuevo escenario en los
laboratorios de Patologia con complejidad tecnologica y especializa-
cién crecientes.

La metodologia de estudio de piezas quirurgicas oncolégicas debe
proporcionar, ademas del diagndstico, la totalidad de los parametros
morfolégicos y moleculares necesarios para el seguimiento del pa-
ciente y las decisiones terapéuticas.

INMUNOFLUORESCENCIA

La microscopia de inmunofluorescencia es una técnica de in-
munohistoquimica que consiste en conjugar colorantes fluorescen-
tes (isotiocianato de fluoresceina, rodamina B de lisamina o acido
1-dimetilaminonaftalen-5-sulfénico) con anticuerpos o antigenos,
exponiendo después este conjugado a los anticuerpos o antigenos
correspondientes en cortes de tejidos, frotis de microorganismos o
de células, o cultivo de tejidos en capa Unica. Cuando la reaccidn es
positiva y se expone a la luz ultravioleta se producird fluorescencia
observable bajo el microscopio de inmunofluorescencia.

Se utiliza en los tejidos neopldsicos, en patologia del trasplante, en
pacientes con patologia infecciosa, regenerativa y por depdsitos.
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HIBRIDIZACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Es un proceso técnico que detecta a los cromosomas o porcio-
nes de ellos, con moléculas fluorescentes. Esta técnica es util para
identificar anomalias cromosémicas y elaborar mapas génicos y
genéticos.

Esta técnica permite la visualizacién de genes y fragmentos de
ADN en los cromosomas durante todas las etapas del ciclo celular. El
proceso involucra marcar fluorescentemente las sondas de ADN, un
paso de hibridizacion y finalmente la visualizacidén de la secuencia
usando microscopia de fluorescencia. El FISH se utiliza para estudios
de mapas genéticos y para el analisis de cambios en los cromosomas,
como los que ocurren en las células cancerosas (1, 2).

La utilizacidon del FISH puede ser realizada en tejido formalizado
y deparafinado o en citologia. La técnica de FISH (Hibridizacion in
situ fluorescente) permite en el caso de la Patologia oncoldgica de-
terminar el oncogén implicado, la traslocacién genética o la mutacién
del mismo. En la mayoria de los casos esto es indispensable para un
correcto diagndstico y para un adecuado tratamiento.

La técnica de FISH es aplicable a una variedad muy importante
de patologias pudiendo ser realizada sobre tejido fresco congelado,
citologia, tejido previamente fijado en formalina e incluso material
de banco.

La técnica de FISH para la deteccién de translocaciones se basa
en la utilizacién de sondas, marcada con diferentes fluorocromos.
Segun la estrategia empleada, se distinguen dos tipos de sondas:
sondas de fusidn o colocalizacién y sondas de separacién o “split”
(también llamadas “break-apart”). En las primeras se emplea una
sonda especifica para cada uno de los loci involucrados en la trans-
locacién, de tal manera que la presencia de dicha translocacién
producird una yuxtaposicién de sefiales (roja y verde juntas o color
amarillo si hay una gran superposicion). Las sondas “split”, por el
contrario, van dirigidas contra regiones que flanquean el punto de
rotura de un mismo gen; por tanto, en ndcleos normales las sefales
se yuxtaponen, mientras que aparecen sefales separadas en nucleos
que portan alguna translocacion que afecte dicho gen. Las sondas
“split” son muy Utiles para el estudio de translocaciones en los que
los genes diana presentan multiples posibles “partners”, como es el
caso de MYC, BCL6 o ALK; de otra manera, hay que realizar varios
FISH con sondas de fusion especificas para cada uno de los posibles
“partners”. Por supuesto, ambas estrategias se pueden combinar.
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La técnica de FISH es algo mas problemdtica sobre tejidos parafi-
nados, por lo que podemos recurrir a su realizacion sobre improntas
o citologias. Por este motivo, es de amplia utilizacién en hematopa-
tologia. Sin embargo, es evidente que no en todos los casos vamos
a disponer de este tipo de muestras, como por ejemplo en biopsias
endoscdpicas, y por otra parte, perderiamos la oportunidad de rea-
lizar estudios retrospectivos. Los problemas que la técnica de FISH
sobre parafina suelen plantear son de dos tipos: técnicos (sefial de
hibridacion débil o poco reproducible debido a la interferencia que
suponen la fijacidon e inclusién en parafina), y de interpretacién de
los resultados. Para solucionar estos problemas, hay autores que
abogan por la realizacién de FISH sobre nicleos celulares aislados,
extraidos de secciones gruesas de parafina. Nosotros preferimos
realizar la técnica directamente sobre cortes de 3 micras; de esta
manera, la translocacion se estudia en su contexto histoldgico, el
procedimiento es mas rapido y menos engorroso y se pueden estu-
diar biopsias pequefias.

La técnica de FISH posee un enorme potencial de aplicaciones
en hematopatologia. Permite detectar translocaciones y otras alte-
raciones genéticas de interés diagndstico y prondstico en material
anatomopatoldgico de rutina, con ventajas sobre otras técnicas mo-
leculares. Ademas, requiere escasa cantidad de material y posibilita
la realizacién de estudios retrospectivos. Todo esto, junto con la
creciente disponibilidad de sondas comerciales, abre grandes posi-
bilidades de aplicacion.

Esta técnica puede ser combinada con la técnica de Inmunohis-
toquimica (IHQ) poniendo de manifiesto alteraciones cromosdémicas
numeéricas o traslocaciones en patologia oncoldgica. Ambas técnicas
son analogas excepto en cuanto a que FISH utiliza pruebas de ADN,
a diferencia de la IHQ que utiliza anticuerpos (3, 4).

Ambas técnicas son correlacionables y sumatorias en el diagndsti-
co de rutina. Mientras que la IHQ permite evidenciar la sobrexpresion
proteica, la técnica de FISH pone de manifiesto la alteracién del ADN
(amplificacion, delecciéon, mutacién o tras locacion) lo que permite
en definitiva realizar un diagnostico objetivo y de certeza. Compa-
rado con otras técnica de biologia molecular (PCR, CGH-array etc.
), la técnica de FISH es de relativo bajo costo, mas sencilla, mejor
reproductibilidad y mas objetiva.

Las principales aplicaciones de la técnica FISH (“Fluorescence In
Situ Hybridization”) en el drea de la Patologia Oncoldgica e Infecciosa
General. La técnica FISH presenta indudables ventajas sobre otras
técnicas de analisis genético. A diferencia de la citogenética conven-
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cional, no requiere células en divisidn (cultivo celular previo), sino
que pueden utilizarse nucleos en interface.

Esto es fundamental para el estudio de los tumores con bajo indi-
ce de proliferacién celular. Al igual que la PCR, la técnica de FISH se
puede realizar sobre tejido fijado e incluido en parafina, algo esencial
para su plena incorporacién en el laboratorio de Anatomia Patoldgica.
Ademas presenta algunas ventajas adicionales sobre la PCR: permite
la deteccion de anomalias como monosomias o trisomias, que no
pueden ser estudiadas por PCR, y es muy util para la deteccién de
translocaciones con puntos de rotura variables y dispersos. Esta téc-
nica es ideal pues permite un estudio concomitante de la morfologia
celular asociado a alteraciones moleculares.

La patologia oncoldgica es una de las principales causas de
muerte en el Uruguay vy las principales aplicaciones de la técnica de
FISH son en el area de la hematooncologia, leucemias, linfomas,
tumores soélidos en general, en el cancer de mama y en el melano-
ma.

Aplicaciones en Hematopatologia

La utilizacion de la técnica de FISH ha aumentado en los Ultimos
afos en hematologia como complemento de la citogenética conven-
cional en el diagnéstico, prondstico y seguimiento de las neoplasias
hematoldgicas.

En algunos casos es fundamental para establecer el diagndstico de
ciertas hemopatias (leucemias, linfomas). En otros casos es impor-
tante para determinar el prondstico de la entidad (SMD, leucemias,
linfomas). (5, 6, 7)

En ciertas patologias, como en la leucemia mieloide promielocitica,
es indispensable para el diagnéstico e impone un tratamiento espe-
cifico vinculado a la alteracion molecular presente en esta entidad.
Ademas, tanto en esta entidad como en otras entidades es fundamen-
tal para el seguimiento y evaluacion de la respuesta al tratamiento.

La aplicacion de la técnica FISH en el estudio de los linfomas,
reside en su importancia diagndstica para la deteccion de transloca-
ciones. Translocacion t(14,;18). La translocacion t(14;18)(q32;q21)
se encuentra en alrededor del 90% de ios linfomas foliculares y en
aproximadamente el 30% de los linfomas B difusos de células gran-
des. Esta translocacion afecta al gen de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas (IgH) en el cromosoma 14 y al gen BCL2 en el
cromosoma 18. Cuando el punto de rotura en el cromosoma 18 se
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sitta en una de las dos regiones clasicas, MBR (“major breakpoint
region”) o, mas raramente, MCR (“minor cluster region”), la trans-
locacion puede ser detectada por PCR. Sin embargo, en un 30-40%
de los casos de linfoma folicular el punto de rotura se sitlia en otras
regiones. Esto supone que cuando utilizamos PCR estamos expuestos
a ese mismo porcentaje de falsos negativos. La técnica de FISH no
presenta ese problema y puede detectar practicamente todos los ca-
sos con t(14;18). Translocacion t(11;14). - Lat(11;14)(q13;q32) es el
marcador genético caracteristico del linfoma del manto, aunque puede
encontrarse también en un 20% de mielomas. En esta translocacién
el gen de la ciclina D1, localizado en la regién BCL1 del cromosoma
11, se yuxtapone al gen de IgH en el cromosoma 14. La técnica de
eleccion para detectar t(11;14) es FISH, aunque se puede optar por la
demostracion indirecta de la translocacién mediante inmunohistoqui-
mica para ciclina D1. Con PCR sélo se detecta la mitad de los casos,
aquellos en los que el punto de rotura en el locus BCL1 se sitta en la
regién denominada MTC (“major translocation cluster”). Translocacién
t(8,14). - La t(8;14)(q24;932) se detecta en aproximadamente el
80% de los linfomas de Burkitt. Conlleva la yuxtaposicion del onco-
gén C-MYC (cromosoma 8) al gen de IgH (cromosoma 14). Dada la
variabilidad en los puntos de rotura, la PCR no es adecuada para el
estudio de esta translocacion; las técnicas mas sensibles son FISH y
Southern blot. Esta Ultima técnica, sin embargo, requiere mas tiempo
de procesamiento y la utilizacién de material radioactivo, es costosa
y resulta muy laboriosa, por lo que lo mas practico es la realizacién
de FISH. Translocacién t(11;18). - La t(11;18)(q21;q21) es la mas
frecuente en el linfoma MALT (casi el 50% de los casos). Produce la
fusion del gen API2, inhibidor de apoptosis, con MLT, gen con funcidn
desconocida. En el linfoma MALT gastrico, esta translocacién se asocia
con falta de respuesta al tratamiento con antibidticos y con un menor
riesgo de transformacioén a linfoma B de células grandes. Debido a
la variabilidad en los puntos de rotura, las técnicas empleadas para
su deteccion son FISH y RT-PCR. Sin embargo, la técnica de eleccién
para su deteccidn es el FISH, ya que puede realizarse sobre biopsias
endoscopicas incluidas en parafina, fuente habitual de diagndstico
de esta entidad.

Otra aplicacién de la FISH, de gran relevancia diagndstica y pro-
nostica, es en el estudio de las leucemias. En las leucemias agudas
(LA) el estudio citogenético permite identificar diferentes entidades
clinico-citogenéticas.

En las LAM (Leucemias Agudas Mieloblasticas):

- Translocacioén t(8;21): determina un prondstico favorable en
adultos en las LAM M2,
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- Translocaciént(15;17) esta translocacidn es altamente especifica
de la leucemia aguda promielocitica (LAP) o LAM M3. Como ya fue
mencionado, el hallazgo de esta translocacidn tiene implicancias
terapéuticas ya que la LAP con esta translocacién es sensible al
tratamiento con &cido transrretinoico o triéxido de arsénico.

- Alteraciones del cromosoma 16: En la LA mielomonocitica con
eosinofilia (LMA-M4Eo) pueden existir alteraciones del cromo-
soma 16 vinculadas con buena respuesta al tratamiento. La
mayoria de los pacientes presenta una inversion del cromosoma
16 inv(16) y algunos la t(16;16). (8, 9, 10)

En las LA linfoblasticas:
- hiperdiploidia que tiene buen prondstico

- translocacion t(9;22) que tiene mal prondstico con implicancias
terapéuticas.

También, en el estudio de losSindromes Mieloproliferativos
Cronicos tiene gran aplicacién. La citogenética es diagnodstica en la
Leucemia Mieloide Croénica (LMC), siendo la translocacién t(9;22) Ph
+ tipica de la LMC, permitiendo valorar la respuesta al tratamiento
que puede ir desde una respuesta nula (>95% Ph+) hasta respuesta
completa (0%Ph+). También permite saber si existe evolucién clonal
que tiene pronostico peyorativo. En la Policitemia Vera pueden pre-
sentarse como alteraciones citogenéticas: +8;+9; en la Mielofibrosis
Idiomatica: +8;-7; del(7q); del(11q),; del(13q) y del(20g). En el
caso de la Trombocitemia Esencial no se han identificado alteraciones
constantes.

En la Leucemia Linfoide Crénica el empleo de FISH ha au-
mentado la sensibilidad para detectar translocaciones, delecciones
o trisomias cromosoémicas. Los pacientes con un cariotipo normal
tienen un mejor prondstico. La deleccion del(13)(q14) se asocia a
larga sobrevida; la trisomia del cromosoma 12 se asocia a prondstico
intermedio; del (11)(q23) y del (17)(p13) se asocian a mal prondstico,
progresion de la enfermedad y corta sobrevida. A su vez los pacien-
tes con alteraciones citogenéticas complejas (mas de 3 alteraciones)
tienen un prondstico mas desfavorable que el resto.

En el Mieloma Multiple, Ia aplicacidon de la técnica de FISH
permite la deteccion de alteraciones cromosémicas en células en
interface con una incidencia que llega a 90%. La de/(13) se ha re-
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conocido como el principal dato de laboratorio pre-terapéutico con
pronostico adverso.

Otra aplicacién, de gran utilidad, es en el estudio de los pacientes
portadores de Sindromes Mielodisplasicos (SMD). Estos se de-
finen como un grupo de entidades malignas adquiridas que afectan
a la célula madre hematopoyetica y que comparten la alteracion
en la produccidon ineficiente de células sanguineas maduras. Una
caracteristica de los SMD es el riesgo variable de transformacion
leucémica (leucemia mieloide aguda), tal progresidén parece estar
determinado por la inestabilidad genética como de modificaciones
epigeneticas. El diagndéstico de los SMD se establece por las carac-
teristicas del aspirado y/o biopsia de medula dsea; en algunos casos
las alteraciones citoldgicos son sutiles creando un desafio en excluir
causas no neoplasicas de displasia celular. En estos casos el estudio
genético se presenta como un medio alternativo de confirmacion
diagndstica, asi como consideraciones prongsticas y de manejo de
la enfermedad. Es asi, que en 1999 la OMS (Organizacién Mundial
de la Salud) crea una nueva clasificacién modificando la clasificacién
anterior (clasificacion FAB) mediante la incorporaciéon de una nueva
vision morfoldgica y de los hallazgos citogenéticos. Las alteraciones
citogenéticas en los SMD tienen un importante valor prondstico,
predicen la supervivencia y la progresion a la LA, siendo una de las
variables utilizadas en el indice pronodstico internacional (IPI). Su
incidencia es de 30 a 50% en los SMD primarios. Siendo mayor de
un 80% en los secundarios y frecuentemente se observan anomalias
multiples. Los pacientes que cursan con cariotipo normal presentan
mejor prondstico que aquellos que presentan una o mas anomalias
cariotipicas. Sin embargo, existen excepciones a esta regla ya que el
sindrome 5g- v la presencia aislada de 20g- y -Y tiene relativamente
buen prondstico. En cambio las alteraciones aisladas: Trisomia 8 (+8),
isocromosoma 17 (iso17q), del (12p) y sobre todo monosomia del
7 (-7) determinan un prondstico desfavorable, asi como también la
presencia de multiples alteraciones cromosomicas (cariotipo complejo
con 3 o mas anormalidades). Tomando en cuenta estas alteracio-
nes los pacientes con SMD se distribuyen en tres grupos de riesgo:
(I) prondstico pobre: anormalidades de cromosoma 7 (pérdidas
totales o parciales), anormalidades cariotipicas complejas (>3 anor-
malidades); (II) buen pronéstico: cariotipo normal, 5q-, 20qg-, -Y;
(I11) prondstico intermedio: otras anormalidades. Los hallazgos cito-
genéticos pueden predecir la evolucion y las caracteristicas clinicas de
la enfermedad. El sindrome 5g- es una forma de anemia refractaria,
que predomina en el sexo femenino, con megacariocitos atipicos, hi-
poplasia eritroide, gran dependencia a las transfusiones y bajo riesgo
de transformacién leucémica con una prolongada sobrevida. Aunque
solo el sindrome 5qg- se ha reconocido como una entidad dentro de
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los SMD segun la OMS, otras aberraciones cromosémicas se han
ligado con las caracteristicas de presentacion y evolucion la enfer-
medad. Por ejemplo, el isocromosoma 17 (iso 17q) puede asociarse
con hallazgos mieloproliferativos y pobre respuesta terapéutica; la
Trisomia 8predomina en el sexo masculino y la inv(3)(gq21g26. 2) se
asocia con trombocitosis y displasia megacariocitica asi como pobre
respuesta terapéutica. (11, 12, 13).

Aungue el anélisis citogenético convencional continGia siendo la
técnica Standard tanto con propdsito diagnéstico y/o prondstico,
existe un interés creciente en la aplicacidon de técnicas mas sensibles
como la FISH. Las ventajas de esta técnica incluyen su uso tanto
para muestras de sangre periférica como de medula o6sea, la opor-
tunidad de analizar células en interface y no solamente células en
division y la capacidad de analizar un nimero mayor de células que
con las técnicas convencionales. Cuando los cambios cromosdmicos
solo estan presentes en un pequefio grupo de células neopldsicas,
situacién comun en los SMD, la FISH ofrece un incremento en la
sensibilidad sobre las técnicas convencionales. Varios grupos han
utilizado “paneles” de sondas para identificar las anormalidades més
frecuentes en los SMD, como aquellas que involucran los cromoso-
mas 5, 7, 8, 11, 13 y 20. El andlisis por FISH revela en ocasiones
anormalidades citogenéticas que no son reconocidas por el andlisis
en metafase. Muchas de las anormalidades detectadas por FISH no
son reconocidas por el analisis convencional, incluso algunas de las
que se incluyen en el IPI (ej. Monosomia 7 y trisomia 8). Dado que
los defectos moleculares especificos son mas importantes que el
lugar en donde ocurre y el cambio morfoldgico que determina en la
estructura del cromosoma, es probable que en el futuro la técnica de
FISH se incorpore obligatoriamente al algoritmo terapéutico, diag-
néstico y prondstico. Es de destacar que la mayoria de los autores
jerarquizan el hecho que: debe verse a la citogenética convencional
y a la técnica de FISH como técnicas complementarias en el analisis
de las hemopatias malignas con el fin de determinar un prondstico
y con ello definir un tratamiento acorde a la severidad de la enfer-
medad. (14, 15, 16).

Otra aplicacién de la técnica de FISH en hemato-oncologia esta
relacionada con la posibilidad de seguimiento de quimeras post
trasplante de progenitores hematopoyéticos en caso que donante y
receptor sean de sexo diferente. Esto es muy importante para el se-
guimiento y evolucién de los pacientes trasplantados. (17, 18, 19).
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1. 2. Aplicaciones en Oncologia

Recientemente la FISH ha tenido un impacto en el prondstico y
tratamiento del cancer de mama en aquellos pacientes en los que
se determina mediante IHQ una intensa positividad en la expresidn
de la proteina HER-2/Neu. Correlacionando estos hallazgos IHQ con
FISH se ha podido evidenciar la amplificacion genética del gen HER-2/
Neu. Dicha amplificacién permite efectuar una terapia celular blanco
especifica (cell target specific therapy). La técnica de FISH ha sido
validada como una técnica de screening en cancer de mama para
la seleccidn de aquellas pacientes que se beneficiaran con la tera-
péutica con el trastuzumab, dado que un resultado positivo intenso
identifica las pacientes que responderan a la quimioterapia con esta
droga. Uno de los kit utilizados en el estudio de FISH para cancer
de mama es el denominado kit PathVysion que emplea dos pruebas,
una para el cromosoma 17 y otra para el gen Her-2/ Neu, el nivel de
la amplificacion del gene Her-2/ Neu es cuantificado por el radio de
las copias genéticas del Her- 2/Neu por cromosoma 17 y el radio de
2. 0 es definido como resultado positivo

Alrededor Del 25 al 30 % de los casos de tumores presentan po-
lisomias en el cromosoma 17 esto es lo que valida la utilizacion del
método de FISH como método de screening de alto beneficio en la
seleccion de pacientes que se beneficiaran con la terapéutica con el
trastuzumab. Esto finalmente permite una terapéutica mas racional
y personalizada del cancer de mama hoy dia.

1. 3. Aplicaciones en Dermatologia

Dentro de los factores prondsticos en el Melanoma Maligno (MM),
el indice de Breslow es el mas fiable, independiente y reproducible.
Sin embargo en la practica diaria, a escala individual, es imposible
predecir la evolucién de la enfermedad. El MM es considerado un
cancer heterogéneo con una tasa de progresion impredecible. Se
espera que en el futuro estudios genéticos e inmunohistoquimicos
permitan establecer un prondstico mas confiable y un tratamiento
mas eficaz.

Recientemente, la identificacion de altas tasas de mutacién en
el gen BRAF ha centrado la atencién no solo por su importancia en
el desarrollo del MM sino por sus posibles aplicaciones terapéuticas.
Sin embargo las implicancias pronédsticas de dicha alteraciéon son
controvertidas.



26 // PatoLoGgia MoLECULAR EN EL D1aGNOSTICO ONCOLOGICO...

1. 4. Aplicaciones en Patologia Infecciosa

La técnica de FISH ha sido implementada con éxito en el campo
de la microbiologia basica (deteccidén de mutaciones puntuales en el
genoma bacteriano) y aplicada (diagnostico etiolégico en casos de
meningitis aguda supurada). Se trata de un método rapido, relativa-
mente barato y que no requiere de una infraestructura muy compleja
para su aplicacién. A diferencia de los procedimentos basados en la
amplificacién de acidos nucléicos, en la FISH, el riesgo de contami-
nacion genético es menor.

El estudio de agentes virales como Epstein-Barr y HTLV tiene re-
levancia por su asociacion con enfermedades hemato-oncoldgicas y
el de bacterias como Helicobacter pylori por su relaciéon con linfoma
MALT. Helicobacter pylori es un patdgeno digestivo asociado con Ul-
cera péptica, gastritis crénica, linfoma de la mucosa géastrica (MALT)
y adenocarcinoma gastrico. Este agente infecta a mas del 90% de
las personas que habitan en zonas menos desarrolladas y los meca-
nismos de transmisién solo se conocen parcialmente.

La aparicién de cepas resistentes a claritromicina ha surgido como
un problema importante en el momento de elegir el tratamiento en
los individuos infectados con este agente. La infeccidn con estas cepas
resistentes se asocia con fallas terapeuticas. (20, 21, 22).

El virus de Epstein-Barr (EBV) integra la familia Herpesviridae,
subfamilia Gammaherpesvirinae. La particula viral de 250nm presenta
una envoltura compleja formada por lipidos y proteinas. Tiene una
capside icosaédrica integrada por 162 capsdémeros. El genoma es
ADN de doble cadena y lineal.

La infeccidon con EBV en individuos con algdn tipo de inmuno-
deficiencia se asocia con el desarrollo de linfoma de Burkitt, otros
linfomas como Enfermedad de Hodgkin, carcinoma nasofaringeo y
leiomiosarcoma. La expresion de genes virales tendria potencial on-
cogénico en las células eucariotas infectadas, sobre todo en aquellas
en las cuales el genoma viral esta integrado en forma de provirus.
Los eventos que determinan este estado también contribuirian con
el desarrollo de las alteraciones genéticas responsables de la onco-
génesis. (23, 24).
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TECNICA DE HIBRIDACION IN SITU TIPO
CROMOGENICA O CISH

Es utilizada para la deteccion de secuencias de acido nucleico en
los tejidos, células o aberraciones cromosdmicas.

Esta técnica se utiliza para determinar la presencia o ausencia de
un determinado gene, amplificacidon genética, traslocacion cromoso-
mica o el cambio en el nimero de cromosomas Consiste en medir el
numero de copias del gen aplicando una nueva técnica de hibrida-
cién in situ tipo cromogénica o CISH. Intentamos determinar si esta
técnica es mas precisa que el método de rutina inmunohistoquimico.
La nueva técnica de CISH podria aplicarse como método complemen-
tario de rutina en los casos de inmunohistoquimica dudosos, ya que
no supone un gran costo adicional y esto nos permitira seleccionar
mejor a las pacientes cuando las sometemos al tratamiento, en el
caso del cancer de mama.

TECNICA DE MICRO DISECCION DE TEJIDO

Entre otras técnicas, los métodos de aislamiento de células o te-
jidos utilizando procedimientos de micro diseccién han sido de gran
importancia en el desarrollo de la Patologia Molecular, incentivando
significativamente la participacion de los anatomo-patblogos espe-
cialistas en Inmunobiopatologia en las investigaciones de alteracio-
nes moleculares y genéticas de los tejidos normales y anormales, y
estimulando su capacitacion en técnicas mas propias de la biologia
molecular. La micro diseccioén de tejidos es una técnica que permite
establecer una correlacion exacta entre las caracteristicas citologicas
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 visualizacién
directa al microscopio. Las técnicas de micro diseccién 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 utilizadas exitosamente en el estudio de
alteraciones genéticas y moleculares del cdncer mediante analisis
de ADN, estudio de expresién de genes en diversos tejidos median-
te examen de ARN y mas recientemente en estudios de proteinas.
La aplicacion de técnicas de micro diseccion ha cumplido, ademas,
un papel relevante en la identificacion de nuevos genes supresores
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de tumores y de multiples regiones cromosomales con delecciones
frecuentes en diversas neoplasias y sus lesiones precursoras, las
que son candidatas a contener genes supresores de tumores aln no
identificados. Ademas, 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 trascripcion (ARN mensajero)
y de proteinas alteradas en células tumorales. Puede ser aplicada en
un sinfin de tumores y abre un gran campo en la Patologia Oncolégica
diagndstica y terapéutica.



- Biologia molecular y su
~ implicancia en la anatomia
‘ patologica actual

Prof. Agregada Dra. Ana Marifio

La Patologia Molecular necesita irremediablemente de técnicas
auxiliares de diagndstico que muestren objetividad en su andlisis para
constituirse en una herramienta certera de apoyo a la morfologia.

Basado en este principio la mayoria de los exdamenes o técnicas de
gque se dispone se han desarrollado enfatizando los aspectos vincula-
dos a la sensibilidad y especificidad de los métodos. En el caso de las
técnicas de inmunohistoquimica hemos asistido a la automatizacion
de las mismas en los diversos Laboratorios del mundo, disminuyendo
los tiempos empleados en la lectura diagndstica de la muestras y
también con un costo beneficio mejor para los Servicios hospitalarios.
A pesar de que existen diversos métodos y productos a través de los
cuales pueden obtenerse resultados moieculares en referencia a las
distintas enfermedades, s6lo unos pocos han completado el proceso
de aprobacion de la Administracion de Alimentos y Drogas de Estados
Unidos (Food and Drug Administration, FDA).

Seleccionar cual de las técnicas disponibles es la que mas se
ajusta a la necesidad de ese Laboratorio se basa en el principio de
que es el propio Laboratorio el cual debe ajustar los protocolos y
validar sus procedimientos. Cual es la técnica mas apropiada para
una determinada entidad nosoldgica debe ser basado en el estudio
minucioso de la entidad, su diagndstico morfolégico previo, el inmu-
nofenotipo determinado de esa entidad y el conocimiento certero del
redindimiento diagnostico de la técnica molecular que seleccionamos.
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La mayoria de los examenes o técnicas de diagndstico disponibles
en Patologia Molecular estan destinados a determinar alteraciones
cromosémicas mutacionales en Patologia Oncoldgica, alteraciones
cromosomicas familiares que permiten incursionar en el “consejo
Genético” al grupo familiar y a la determinacion de productos vira-
les o microorganismos causantes de una determinada Patologia. Por
otra parte se ha avanzado en los estudios moleculares que permiten
predecir el pronostico y evolucion de las enfermedades, fundamen-
talmente en Patologia Oncomolecular y también en la posibilidad de
evaluar respuestas terapéuticas con las denominadas terapias “blan-
co” o especificas asi como el estudio de micrometastasis y progresién
tumoral(24, 25, 26).

CONTRIBUCION DE LA PATOLOGIA MOLECULAR EN EL
DIAGNOSTICO DE LAS DIVERSAS ENFERMEDADES

El cancer es en cierta medida la consecuencia del aumento de la
expectativa de vida registrado en la mayoria de las comunidades que
habitan el planeta, apareciendo fundamentalmente en poblaciones
por encima de la cuarta década de la vida. Al aumentar la expectativa
de vida la incidencia de enfermedades cardiovasculares y oncolégicas
también han aumentado, lo cual hace que debamos emplear metodo-
logias que nos permitan un diagnédstico precoz de estas enfermedades
0 en etapas tempranas para poder obtener su curacion. Es asi que los
factores de riesgo de los diferentes canceres, su biologia, su genética,
la predisposicién poblacional a padecerio debe incluir estrategias y
disefios de prevencion en esa y para esa poblacion determinada. El
mavyor esfuerzo debe estar dirigido a la prevencién de la Patologia
Oncoldgica estableciendo programas sanitarios eficientes y eficaces
gue permitan determinar grupos de riego y detectar la enfermedad
en sus fases inciales.

A modo de ejemplo la poblacion japonesa tradicionalmente pa-
decio6 de una alta incidencia de Cancer gastrico, vinculado a factores
ambientales, en la alimentacién y tipos de alimentos consumidos.
Recién en las Ultimas décadas se logré disminuir la mortalidad por
este tipo de tumor debido fundamentalmente a programas sanitarios
que incluyen el screening poblacional con deteccién precoz y en fase
curable de la enfermedad.

En el Uruguay el cancer de mama es el tumor maligno mas comdn
en la mama, y es la neoplasia maligna no cutdnea mas comudn en
mujeres. Una mujer que viva 90 afios tiene una probabilidad entre
ocho de presentar un cancer de mama. En el periodo entre el afio
1998 y el 2003 en Uruguay se diagnosticé un promedio de 1653
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casos de cancer de mama, donde se encontrd un promedio de 628
muertes por afio a causa de dicha patologia. Si bien la incidencia del
cancer de mama permanece estable en el Uruguay, la mortalidad ha
disminuido debido a estudios que permiten una deteccién precoz,
al control y vigilancia mas frecuente que tiene la poblacién urugua-
ya, todo lo cual permite detectar la patologia en estados iniciales y
estas etapas iniciales son curables. Debido a esto se observd que
hubo una tendencia a la baja de la mortalidad de mujeres, esto fue
gracias a los controles y a las nuevas modalidades terapéuticas. La
frecuencia de esta enfermedad en las mujeres ha llevado a hacer
estudios intensivos de los factores de riesgo de desarrollar cancer
de mama para tener claves sobre su etiologia. Desde el punto de
vista molecular y de acuerdo a la expresiéon de varias proteinas,
se ha dividido al cancer de mama en 5 subtipos: Luminal A- este
subtipo expresa receptores de estrégeno, y es el subtipo mas fre-
cuente de cancer de mama, se asocia con un mejor prondstico y es
menos agresivo que el subtipo basal o el que sobre expresa Her2/
neu. Luminal B-. Los tumores del subtipo Luminal B tienen algunas
caracteristicas similares con los tumores que son negativos para el
Receptor estrogénico, con un incremento en las mutaciones del P53,
una proteina anti oncogénica. Los pacientes con patrén Luminal B
tienen una sobrevida libre de enfermedad muy corta al igual que la
sobrevida global. HER2/neu (sobreexpresion)- Este grupo es habi-
tualmente resistente a la terapia endocrina y se trata a menudo con
trastuzumab. Esta variante debe siempre ser correlacionada con la
hibridizacidn “in situ” fluorescente (FISH) cuando el resultado de la
expresion de la proteina Her-2Neu es 2+ de acuerdo a un protocolo
de interpretacion de la expresion preestablecido y estandarizado.
Basal-like- El subtipo Basal-like o basal mioepitelial. Estudios sobre
la expresion genética de citoqueratinas, caracterizaron la expresion
de genes en el grupo de cdncer de mama basal asociado con células
mioepiteliales. El hallazgo clinico mas significativo revelé que este
subtipo es el mas agresivo y con menor tiempo libre de enfermedad.
Subtipo normal “breast-like tumour” definido por las similitudes de
expresion con el tejido normal y lesiones benignas.

Estos subtipos varian en términos de diferentes etnias, evolucién
clinica, sobrevida y respuesta terapéutica. Esto sugiere que el cdncer
de mama no es una Unica entidad sino un grupo muy heterogéneo de
enfermedades manifestadas por diferencias moleculares, histopatolé-
gicas y clinicas que pueden originarse de lineas celulares diferentes o
“stem celis”. Los estudios genético moleculares tan (tiles como FISH
o Hibridizacién “in situ” cromogénica (CISH), son muy importantes
de incorporar en la rutina diagndstica del cancer de mama.
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La Oncologia Traslacional como disciplina es joven dado que tiene
alrededor de unos 10 aflos, sin embargo ha podido en este tiempo
aportar nuevos conocimientos en Patologia Oncoldgica, es asi que ha
permitido en la investigacion e interaccién de lo clinico basico avanzar
sobre el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales identificando
que grupo de pacientes responderan o no a un determinado tratamien-
to. Sobre farmacos concretos que actuan sobre una determinada diana
sabremos si serdn eficaces o no. Los avances en Patologia Molecular
nos han permitido estudiar la familia de los micro RNA implicados en
la patogénesis del cancer humano. Entre las dianas de los microRNA
estdn mensajeros que codifican para diversas proteinas reguladoras
del ciclo celular, angiogénesis, apoptosis, desarrollo, diferenciacién
celular y proteinas supresoras de tumores.

El estudio de los microRNA en cuanto a su sobreexpresion, muta-
cién o deficiencia determinada mediante métodos moleculares permite
su utilizaciéon como posibles dianas terapéuticas.

En Patologia infecciosa es posible determinar mediante técnicas
de Patologia Molecular tales como hibridacion in situ de ARN y ADN,
inmunoflorescencia de tejidos la presencia de virus, bacterias, hongos.

A modo de ejemplo: Virus de hepatitis By C, adenovirus, citome-
galovirus, virus de Epstein-Barr y virus del papiloma humano. Existen
varios archivos como el GeneTest TM con mas de 700 enfermedades
hereditarias y no hereditarias registradas para las cuales existe diag-
néstico molecular. La secuenciacién del genoma humano incrementara
la lista de enfermedades en las que puede identificarse claramente
los tipos de genes implicados. (30, 31, 32, 33, 34).

ENFERMEDADES ONCOI;éGICAS CON IMPLICANCIA O
PREDISPOSICION GENETICA

Los examenes del material genético, junto a la historia familiar de
cancer de los individuos, se estan utilizando progresivamente como
un método de diagndstico de los sindromes hereditarios relacionados
al desarrollo de cancer en individuos portadores de neoplasias, como
asimismo en la estimacion de la susceptibilidad al desarrolio de un
cancer en individuos sin neoplasias pero que pertenecen a familias con
alto riesgo. En la actualidad hay un grupo limitado de exdmenes de
determinados genes que se consideran como parte del diagnostico de
rutina de familias con sindromes de cancer hereditarios, como el gen
APC en la poliposis coli adenomatosa, gen RET en neoplasia endocri-
na multiple tipo 2a, gen RB1 en retinoblastoma familiar, gen VHL en
sindrome de von-Hippel-Lindau, genes encargados de la reparacion
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del ADN (hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hPMS2) en el sindrome de Lynch
o cancer de colon no-poliposo hereditario (HNPCC), gen TP53 en sin-
drome de Li-Fraumeni, gen MEN-1 en neoplasia endocrina multiple
tipo 1, y genes BRCA1 y BRCA?2 en el sindrome de cancer hereditario
de ovario y mama, asi como la asociacién de cancer de endometrio
de tipo I o tipo II y otras neoplasias. También el estudio genético de
predisposicion a cancer de rifion en determinados grupos familiares.
El estudio de las mutaciones de BRAF y RAS en familias de riesgo
de padecer melanoma cutaneo. En el momento actual existen dos
posibles formas de estudiar este tipo de mutaciones, ya sea mediante
el analisis de células o mediante [a obtencion de muestras tisulares,
inclusive material previamente parafinado. Las muestras permiten
el estudio de ADN extraido por microdiseccidon de tejido. En varios
canceres el anadlisis del tumor permite identificar la inestabilidad de
secuencias microsatélites de ADN, también denominada errores de
replicacion. (35, 36, 37, 38).

ETAPA PRECOZ Y DETECCION TEMPRANA DEL CANCER
CON METODOS MOLECULARES

Se considera que la mayoria de las neoplasias humanas serian pre-
cedidas por lesiones precursoras, las que presentarian caracteristicas
morfoldgicas, histopatoldgicas y genéticas definidas. Estas lesiones
preneoplasicas y su secuencia han sido determinadas con certeza solo
en algunas neoplasias humanas, especialmente en aquellas de origen
epitelial (carcinomas). Un modelo de ello ampliamente estudiado
por Nakamura y Morson es la secuencia de la lesidn adenomatosa
de colon y la posibilidad de evolucionar a un carcinoma. De manera
que realizando la reseccion de las lesiones adenomatosas de cual-
guier tipo de colon estariamos previniendo el desarrollo de un tipo de
neoplasia de este 6rgano. La secuencia displasia-carcinoma ha sido
ampliamente estudiada e investigada también en otros érganos como
el pulmon, orofaringe, sinunasal, cérvix y tracto urinario. También
las lesiones precursoras del cancer presentan alteraciones genéticas
demostradas y la gran mayoria de ellas presenta rutas genéticas
alteradas muy similares a la de los tumores desarrollados a los que
dan origen. Asi en los carcinomas pulmonares y orofaringeos se ha
observado que las lesiones displasicas presentan deleciones cromo-
somales (principalmente cromosomas 3p, 9p y 8p) que afectarian a
los mismos genes supresores de tumores que los correspondientes
tumores invasores, pero en menor extension. En cancer de colon,
los adenomas tienen una alta frecuencia de mutaciones del coddn
12 del gen K-RAS. Las mutaciones del gen TP53 que se detectan
en las displasias en el esdfago de Barrett, la lesidn precursora del
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adenocarcinoma de esoéfago, seria la misma que la detectada en los
tumores adyacentes. En el caso de lesiones melanicas es imperante
determinar las mutaciones de BRAF y también en algunas lesiones
dérmicas dependiendo de la topografia de las mismas la mutacion de
c-Kit. En el carcinoma escamoso del pulmén, la alteracidn se iniciaria
con pequefias deleciones del cromosoma 3p y del cromosoma 9p en
lesiones epiteliales con alteraciones minimas, seguidas de deleciones
del cromosoma 8p, para posteriormente en las displasias acumularse
otras deleciones cromosomales y mutacién del gen TP53. En céncer
de colon la secuencia seria iniciada por inactivaciéon del gen APC,
seguida por mutacion del gen K-RAS, inactivacidén de los genes DCC
y TP53. (39, 40, 41). Si bien estos estudios se realizan en muestras
congeladas de Banco también puede ser extraido el ADN, ARN y pos-
teriormente estudio de PCR en muestras parafinadas que previamente
fueron fijadas en formalina. (42, 43). En tumores hematoldgicos tam-
bién se emplean estas técnicas con éxito tanto en Linformas como en
Leucemias. La secuenciacion genética es muy importante en algunos
linfornas como el Linfoma de Burkitt, el Linfoma Difuso a grandes
células B, los linfomas foliculares, el linfoma del manto y el linfoma
MALT. Si bien han sido descritas las denominadas firmas genéticas
en estos tipos de Linfomas, es importante saber que hay Linfomas
como el Linfoma de Burkitt y el Difuso a grandes células B en los
cuales existe una zona gris tanto desde el punto de vista morfoldgi-
co, fenotipico y genético. Esta zona gris hace que en algunos casos
sea imposible aun diferenciarlos dado que inclusive desde el punto
de vista genético presentan superposiciéon de anomalias idénticas en
mas 65 genes. También este tipo de dificultad diagndstica persiste en
muchas neoplasias hematoldgicas y no hematoldgicas pues hay varios
canceres humanos que presentan las mismas mutaciones genéticas.

También es importante el estudio genético en Enfermedades poli-
clonales que simulan neoplasias hematoldgicas y que no han podido
ser diagnosticadas mediante el inmunofenotipo. Existe una variedad
de enfermedades denominadas “borderline” donde solo el estudio
geneético puede realizar un diagndstico de certeza, teniendo en cuenta
que en ocasiones ni siquiera el estudio de secuenciacion permite arri-
bar al diagndstico preciso. Muchas veces continla siendo la evolucién
de la enfermedad v la falta de respuesta terapéutica lo que indica al
Clinico la biologia de la dolencia. Las traslocaciones cromosdmicas
en los linfomas foliculares en vinculacidén a la apoptosis debido a Ia
ulacion anémala del gen BCL-2 podria en cierta medida explicar su
resistencia a la quimioterapia en algunos casos. También el estudio
de traslocaciones permite evaluar la presencia de enfermedad minima
residual de algunas neoplasias hematologicas, lo cual no es detectable
por los métodos utilizados en la Patologia convencional permitiendo
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de esta manera establecer un prondstico evolutivo y una respuesta
terapéutica acorde. (44, 45).

DETERMINACION DEL PRONOSTICO Y “CONSEJO
GENETICO EN CANCER HUMANO”

Aungue existen muchos estudios publicados en los que se ha en-
contrado una correlacion positiva entre la presencia de determinadas
alteraciones genéticas y el prondstico de ciertas neoplasias, el resul-
tado de muchos de estos estudios es controvertido. La variabilidad
de las técnicas y métodos de deteccidn de las alteraciones genéticas
y de las series clinicas estudiadas explicarian en parte estas discor-
dancias. 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 automatizacién, la mejor definicién 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. Es por todo ello que el
“consejo genético” en cancer y la informacion de la metodologia dis-
ponible debe ser realizado por especialistas que conozcan claramente
el alcance de cada uno de los métodos a emplear, no creando falsas
expectativas en los pacientes y en su familia. La busqueda de nuevos
biomarcadores moleculares predictivos de respuesta terapéutica se
hace pues fundamental para mejorar el tratamiento del cancer tanto
en los pacientes portadores de tumores malignos en este siglo como
en el futuro teniendo presente que el céncer es la enfermedad de
este siglo y que aproximadamente una de cada tres personas sanas
padecera un cancer durante el transcurso de su vida.

El desarrollo de las 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
la Anatomia Patoldgica y en especial en la Patologia Oncomolecular.
La busqueda de nuevos biomarcadores moleculares con implicancias
pronosticas y terapéuticas es un desafio diario para los especialistas
e investigadores en el mundo.

Este impacto tan acelerado de la tecnologia e interpretacion en
Patologia Molecular debe acompafiarse de la capacitacién de los Mé-
dicos Anatomopatdlogos en los principios y técnicas de la biologia
molecular constituyéndose en un nuevo campo de desarrolio de la
especialidad lo cual implica la formacion de recursos humanos espe-
cificos en esta area. El Patélogo debe ademas sumar colaboradores
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de otras areas integrandose a los equipos diagndsticos moleculares,
Bidlogos Moleculares, areas vinculadas a la Quimica, a la genética y
a las Ciencias Bioldgicas.

La Inmunobiopatologia es considerada una disciplina aparte con
nuevos desafios en el campo diagnostico, prondstico y terapéutico de
la Patologia posibilitando el incremento de la investigacion cientifica.



Prof. Dr. Cristovam Scapulatempo Neto

La Anatomia Patoldgica y el estudio de los tejidos de diferen-
tes maneras comienza desde épocas remotas, sin embargo fueron
estos autores que mencionamos a continuacién quienes jerarquizan
la disciplina e introducen y reconocen la Patologia Molecular como
una disciplina aparte que debe ser ejercida por especialistas en la
misma.

Esto abre un campo de desarrollo impensable al Médico Anatomo
Patélogo dado que es el Unico especialista capaz de analizar el tejido
alterado en la histologia y reconocer la lesién. Es por ello que la lectura
de las diversas técnicas que componen la Patologia Molecular deben
ser leidas por Médicos Patdlogos. Estos Patdlogos deben capacitarse
activamente en las Bases Moleculares de las Enfermedades y conocer
a la perfeccion las diversas técnicas y estudios que hoy disponemos
para el avance de la disciplina.

Sin embargo en el campo Molecular es imprescindible la asocia-
cion con otros especialistas como Bidlogos, Quimicos y Bioquimicos
para poder ampliar el conocimiento y el espectro de las Técnicas
Moleculares.

Es asi que en primer lugar Giamovanni Battista Morgagni (1761),
Fundador de la Anatomia Patoldgica moderna estudia sobre las topo-
grafias y las causas de las Enfermedades, describiendo la forma en
que los pacientes mueren a través de la necropsia.
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El reconocido Rudolf Virchow, padre de la Patologia celular solidi-
fico la teoria de la Patologia celular con el concepto de que todas las
células provienen de células aportando inclusive hoy las bases para
la patologia regenerativa. A modo de ejemplo, leucocitosis, leucemia.

Anatomia Patolégica en Oncologia

Desde tiempos remotos las Enfermedades deben por protocolo
ser clasificadas en primer lugar siguiendo las Clasificaciones Inter-
nacionales como la utilizada por la mayoria de los Patélogos en el
mundo la de la WHO lo cual permite manejar la misma terminologia,
en segundo lugar debemos siempre gradar la enfermedad, atender
la presencia o ausencia de infiltracién angiolinfatica y perineural por
los tumores y la extensiéon de estas neoplasia teniendo en cuenta
el TNM, donde T es tumor, N ganglios linfaticos y M metastasis. Ba-
sados en estos parametros podemos establecer un pronodstico, una
efectividad en la Terapéutica quirtrgica y en alguna otra orientacién
terapéutica complementaria.

El diagndstico Molecular es un nuevo paradigma en el diagndstico
del cancer lo cual hace imprescindible la creacién de Servicios de
Patologia Molecular.
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1. Diagnostico clinico 2. Diagnéstico Morfologico |l 3. Diagnostico Molecular

¢Por qué la necesidad de crear Servicios de Patologia Molecular
con cometidos académicos, investigativos y asistenciales?

- Para clasificar adecuadamente las neoplasias.
- Para establecer factores prondsticos.

- Para validacion de factores predictivos de respuesta a determina-
dos fdrmacos. Es asi que el estudio combinado de la morfologia,
citogenética y oncogenética permite terapéuticas mas racionales
y personalizadas.
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Citogenética
/
Oncogenética
/
Medicina
Personalizada

La citogenética permite el estudio del cariotipo convencional y asf
identificar las anormalidades cromosdmicas que son caracteristicas
de leucemias, linfomas y tumores sdlidos.
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Citotogenética Molecular - FISH y CISH

Las técnicas de Hibridizacion in situ Fluorescente y la de Hibridi-
zacion in situ cromogénica son dos técnicas Moleculares altamente
sensibles y especificas en el diagnostico, prondstico y como ayuda
en la eleccion terapéutica de Tumores sélidos y neoplasias hemato-

l6gicas. (46. 47, 48).

ALK

HER-2

BCR/ABL 1FG

Con la técnica de FISH podemos identificar las alteraciones cro-
mosdmicas en los diferentes tumores como por ejemplo:

Sarcoma de Ewing a través de las siguientes mutaciones cro-

mosoémicas encontradas:

EWSR1 - EWS gene breakpoint region 1
BREAK APART PROBES

EWS/Flil: 85%

EWS/ERG-1; 10%

EWS/ETV-1
EWS/FEV
EWS/E1AF

Tumor desmoplasico de células pequefias y redondas

EWS/WT-1

Rabdomiossarcoma alveolar

FKHREWSR1 -

Sarcoma de células claras

EWS gene breakpoint region 1
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Sarcoma Sinovial t(X: 18)

5518
SYT-S5X1
SYT-S5X2

FISH DUAL FUSION PROBES

IgH/MYC Linfoma de Burkitt
IgH/Bcl-2 Linfoma folicular

IgH/CCND1 Linfoma de células do manto
IgH/MALT1 Linfoma MALT

Diagndstico Molecular en Enfermedades Hereditarias o Sindromes
asociados a Céncer. El Servicio de Patologia Molecular del Hospital
Barretos cuenta con la posibilidad de estudiar las diferentes entidades
Oncoldgicas que a continuacién mencionamos.

1. Sindrome de predisposicdo para cancer de mama y de ovario.
Screening de mutaciones puntuales y grandes delecciones en los
genesBRCA1 e BRCA2

2. Poliposis Adenomatosa Familiar (APC). Screening de mutaciones
puntuales comprometendo los genes APC.

3. Sindrome de Lynch ou HNPCC. Estudio por IHQ e MSI y scree-
ning de mutaciones comprometendo los genes MLH1, MSH2, MSH6
e PMS2.

4. Sindrome Li-Fraumeni. Screening de mutaciones puntuales
comprometendo el gen TP53

5. Cancer Gastrico difuso Hereditario. Screening de mutaciones
puntuales comprometendo el gen CDH1

6. Diagnostico Molecular para Decisiones Terapéuticas Screenig de
hotspot mutacional em el gen KRAS (Panitumumab and Cetuximab
response) y status de MSI (5-FU response)

7. KRAS (cédons 12 e 13): mutado en 30-40% de los Carcinomas
colorrectales CCR

8. Cancer de Pulmodn - No Células Pequenas. Screening de hotspot
mutations de los genes EGFR e KRAS (Erlotinib, Gefitinib)

EGFR: exdns 18, 19, 20 e 21.
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ADENOCARCINOMA DE PULMON
Estudio molecular disponible para: ALK-EGFR

NO MUTATION
DETECTED

Crizotinib:

Potente y selectivo inibidor competitivo oral de MET e ALK quinasas
y sus variantes oncogénicas.

Crizotinib:

Phase 2 Study of Crizotinib in ALK+ NSCL.C

Best Response of Indicator Lesions

St gy

R [} | "..-I




DiacnOsTICO Motecuar // 43

Preterapia Posterapia

CRIZOTINIB: Inhibidor Tirosin quinasa con muy buena respuesta
terapéutica.

Patient
Day -7 Day +14

re 3 Dramatc response to crzotneb in 2 ALK rearranged NSCLC patrent.
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EGFR: FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, ErbB-1 o
HER1 en el ser humano) es el receptor de la superficie de la célula
de los miembros de la familia del factor de crecimiento epidérmico
(familia EGF) de los ligandos de las proteinas extracelulares. El factor
de crecimiento epidérmico es un miembro de la familia de receptores
ErbB, una subfamilia relacionada con los receptores tirosino-quinasa:
EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), Her 3 (ErbB-3) y Her 4 (ErbB-
4). Las mutaciones que afectan a la eEl EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico) se encuentra en |la superficie celular y se acti-
va mediante la union de sus ligandos especificos, incluyendo el factor
de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento transformante
alfa (TGFa). El ErbB2 no tiene ningun ligando de activacion directo
conocido, y puede estar en un estado activado constitutivamente o
hacerse activo mediante heterodimerizacion con otros miembros de
la familia como el EGFR. (49)

Tras la activacién del factor de crecimiento por sus ligandos, el EGFR
sufre una transicion de una forma monomérica inactiva a una forma
homodimérica activa - aunque hay algunas pruebas que demuestran
que los dimeros inactivos pre-formados también pueden existir antes
de la unién del ligando. Ademas de la formacion de homodimeros
después de la unién del ligando, el EGFR puede unirse a otro miembro
de la familia de receptores ErbB, como el ErbB2/Her2/neu, para crear
un heterodimero activado. También hay pruebas que sugieren que
se forman grupos de EGFRs activados, aunque no esta claro si esta
agrupacion es importante para activarse por si sola o si ocurre como
consecuencia de la activacién de los dimeros individuales. (50).

La dimerizacion del EGFR estimula la actividad intrinseca de la
proteina intracelular tirosina quinasa. Como resultado, en el dominio
C-terminal del EGFR se produce la auto-fosforilacién de varios resi-
duos de tirosina (Y), como Y992, Y1045, Y1068, Y1148 y Y1173. Esta
auto-fosforilacién provoca la activacion en cascada y la sefializacién
por varias otras proteinas que se asocian con las tirosinas fosforiladas
mediante la unién en los dominios SH2 de la fosfotirosina. (51, 52,
53, 54). Estas proteinas de sefializacién inician cascadas de trans-
duccidén de varias sefiales, principalmente la MAPK, AKT y las vias de
INK, que conducen a la sintesis de ADN y a la proliferacién celular.
Estas proteinas modulan fenotipos tales como la migracién celular,
la adhesién y proliferacién. La activacién del receptor es importante
para la respuesta inmune innata en la piel humana. El dominio de la
quinasa del EGFR también puede cruzar residuos de tirosina fosfo-
rilada de otros receptores con los que esta unido, y puede activarse
de esta manera.
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Sobreexpresado en el 40-80% de EGFR en tejidos tumorales de
pacientes con NSCLC. (55, 56, 57).

Correlacionado con un pobre prondéstico.

SATURN: PFS Stratified
by Biomarker Status

Median PFS, wk

Biomarker Status Erlotinib Placebo P

EGFRIHC+ 12.3 1.1 <.0001
EGFRIHC- 11.0 9.0 1768
EGFR mutation 446 13.0 <.0001
EGFR wild-type 12.0 8.9 0185
KRAS mutation 9.3 6.3 2246
KRAS wild-type 12.3 11.4 .0009

Brugger . et al. J Cfin Onc. 2011:29:4113-4120.

Contexto actual mundial en el abordaje de cancer de pulmén

Luego del diagndstico de Adenocarcinoma pulmonar a través del
estudio histomorfoldgico utilizando la Clasificacion y los estadios de
acuerdo a la WHOdebemos realizar la inmunohistoquimica y técnicas
de FISH para informacion terapéutica.

NEOPLASIAS BRONCOPUMONARES Y PEURA
- CLASIFICACION DE LOS TUMORES PULMONARES
- CARCINOMA BRONCOGENO
- CARCINOMA EPIDERMOIDE
- ADENOCARCINOMA
CARCINOMA BRONQUILO-ALVEOLAR
- CARCINOMA ANAPLASICO
- CARCINOMA MICROCITICO U OAT-CELL
- MESOTELIOMA
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DIAGNOSTICO DE TIPO HISTOLOGICO EN BIOPSIAS
PEQUENAS

2: Inmunohistoquimica

- Carcinoma escamoso: P63, CK 5-6, CK 34BE12, desmo-
colina positivas

- Adenocarcinoma: CK7, TTF1, napsina A, proteina de sur-
factante positivas

- CK 20 en algunos ADC mucosecretores

- Si tenemos muy poco material: panel pequefio: TTF1-
P63

CARCINOMA BRONCOGENO: Clasificacion (OMS)
C. PULMONAR NO MICROCITICO (CPNM): 70-75%
- Carcinoma Epidermoide: 25-30%
- Adenocarcinoma: 30-35% (Incluido el C. Bronquiolo)
- Carcinoma de Células Grandes: 10-15%
C. PULMONAR MICROCITICO (CPM): 20-25%
PATRONES COMBINADOS: 5-10%
- C. Epidermoide + Adenocarcinoma

Una vez concluido el diagndstico de tipo histoldgico de carcinoma
pulmonar el paciente debe ser referido al Oncélogo para iniciar la

terapéutica con TKIs (Erlotinib/Gefitinib)

El pre-requisito es el hallazgo de mutaciones en los exones18, 19,
20 e 21 del gen EGFR y en KRAS 12/13 por sequenciamento directo.
Debe buscarse el test mas sensible, con el menor costo y menor

tiempo posible para la rutina diagndstica.



Linfoma del manto

Prof. Dr. Roberto Pinto Paes

El linfoma del manto (LM) es un linfoma no Hodgkin (LNH) de
células B, de agresividad intermedia, que representa el 7-8% de
todos los LNH del adulto en Estados Unidos y Europa (1). Se trata
de una neoplasia incurable, con una mediana de supervivencia glo-
bal de unos 3 afios, con una supervivencia libre de enfermedad de
aproximadamente un afio con los tratamientos convencionales. Una
variante rara del LM es la blastoide que en algunos estudios parece
tener un comportamiento mas agresivo, con una mediana de super-
vivencia de unos 18 meses.

Es una enfermedad propia de personas mayores, con una mar-
cada predominancia en el sexo masculino (75% de los pacientes
son varones). La mayoria de los pacientes (en un 70% de los casos)
presentan en el momento del diagndstico estadio IV, con afectacion
de diversos 6rganos como los ganglios linfaticos, bazo, anillo de
Waldayer, médula dsea e incluso estructuras extraganglionares como
el tracto gastrointestinal, dando lugar a la poliposis linfomatoidea.
(58, 59, 60).

ANATOMIA PATOLOGICA

Se trata de una neoplasia de células neoplasicas monomorfas de
fenotipo B y de talla pequeiia o intermedia, de nlcleo irregular, que
remedan los centrocitos foliculares. Las células neoplasicas proceden
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de la zona del manto de los foliculos linfoides. Desde el punto de vista
histopatoldgico puede presentar un patrén de crecimiento difuso (lo
mas frecuente), nodular, mixto o bien un crecimiento limitado a la
zona del manto folicular (en este Ultimo caso indica mejor prondstico,
con un curso clinico indolente). Estad formado por células linfoides
monomorfas de talla pequefia y/o intermedia, con nucleo irregular
o hendido (remedan los centrocitos), y con ausencia o escasez de
células grandes transformadas de tipo inmunoblasto o centroblasto.
El indice mitotico puede ser elevado. En algunos casos existe una
variante de LM, denominado blastoide, que suele presentar diversas
alteraciones genéticas que le confiere un curso clinico mas agresivo.
(61, 62).

TABLA |

INMUNOFENOTIPO DE LAS CELULAS NEOPLASICAS DEL
LINFOMA DEL MANTO

Antigeno comun leucocitario o CD45 +
Antigenos de la clase B (CD19/20/22/79a) +
CD5 +

CD10 -

Cbh 23 -

Inmunoglobulinas de superficie (tg M/D, con restriccion
de cadenas Lambda) +

Ciclina D1 intranuclear + (clave para el diagnostico)

ALTERACIONES GENETICAS

La alteracidon genética caracteristica del LM es la presencia de la
traslocacion t(11;14) (q13;932), que da lugar a una sobreexpresion
del gen de la ciclina D1, que es una proteina reguladora clave del
ciclo celular. El LM es una neoplasia de células B, puesto que presenta
un reordenamiento monoclonal de los genes de las cadenas pesadas
de las inmunoglobulinas (PCR IgH+). La ausencia de mutaciones hi-
persomaticas de los genes de las regiones variables de las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas (IgHV), indican que el origen de
las células del LM son pre-centrogerminal, El LM presenta un curso
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moderadamente agresivo con una mediana de superviencia global
de unos 36 meses, aunque la variante blastoide suele presentar un
curso clinico mas agresivo con una mediana de supervivencia de 18
meses. Tiene a infiltrar la MO y el BAZO.

MO CEL Linf manto:CEL B PLASMOCITO CEL B
PRECURSORA VIRGEN MEMORIA

F3

¢
0.

odine G

LM clésico
Q;."Q ‘ 839 . g*’ 3
@V& ‘ ”*‘i‘“‘

¥ I
""?f"?ii

55 ‘ﬁ_u aﬁa

LM de células pequefas LM blastico

Fotos: Dr. Wolfran Klaper, de Kiel.
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LINFOMA DEL MANTO SOBREVIDA
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CITOMETRIA DE FLUJO EN LINFOMA DE CELULAS DE
MANTO

Schematic evolution of mantle cell ymphoma (Jares et al): - In-
activation of DNA damage pathways from ATM mutations may lead to
genetic instability and risk of secondary genetic events. Rare cases
of “in situ” MCL have been recognized (Agel 2008).

TRATAMIENTO EN EL LINFOMA DEL MANTO

El LM es una neoplasia incurable, aunque en las tltimas dos déca-
das ha habido algunos avances en su tratamiento como la inclusién
de nuevos esquemas de poliquimioterapia, la inclusién del anticuerpo
monoclonal anti-CD20 (rituximab) e incluso los trasplantes de médula
Osea autodlogo y alogénico tras quimioterapias de alta dosis como el
esquema BEAM.

ESTADIOS LOCALIZADOS (ESTADIOS I 'Y II)

Los LM en estadios localizados son infrecuentes, y el tratamiento
mas optimo para estos pacientes es desconocido. En estos raros casos
existen dos posibilidades terapéuticas, sin que exista ninglin ensayo
clinico aleatorizado fase III que haya comparado la eficacia de estas
dos opciones terapéuticas:

1. Radioterapia de campo afecto. Consiste en la utilizacién ex-
clusiva de radioterapia externa, sin la adicién de ningun farmaco
quimioterapico.

2. Quimioterapia abreviada seguida de radioterapia de campo
afecto. En esta opcién combinada, se inicia por 3-4 ciclos de poliqui-
mioterapia, por lo general con esquema R-CHOP (rituximab, ciclofos-



52 // PatoLocia MoLecuLar EN EL D1aGNOSTICO ONCOLAGICO. ..

famida, vincristina, adriamicina y prednisona), para continuar con la
radioterapia externa de campo afecto.

ESTADIOS AVANZADOS (ESTADIOS III Y 1V)

La mayoria de los pacientes presentan estadios diseminados en
el momento del diagndstico. El tratamiento de los LM avanzados es
también controvertido. Los pacientes con LM avanzado deberia cla-
sificarse en dos grandes grupos

1. No candidatos al trasplante de médula dsea autdlogo: Se trata
de la mayoria de los pacientes con LM avanzado, con una edad mayor
de 65 afios y/o presencia de comorbilidad severa que contraindique
el trasplante de médula dsea. En estos pacientes la Unica opcidn de
tratamiento son los regimenes de poliquimioterapia que incluyan el
anticuerpo monoclonal anti-CD20 (rituximab).

2. Candidatos al trasplante autdlogo de médula o6sea: los pa-
cientes candidatos al trasplante son pacientes jovenes (menores de
65 afios), con buen estado general (PS menor de 2) y ausencia de
comorbilidad importante.

TRATAMIENTO DE LAS RECIDIVAS

En los casos de los pacientes no candidatos al trasplante de médula
6sea se puede emplear una segunda linea de tratamiento con otro
esquema de poliquimioterapia diferente al empleado en primera linea.



Aportes de la Citometria de
Flujo en el Diagnastico

de los Linfomas del Manto y
sus diagnasticos diferenciales

Prof. Agregada Dra. Daniela Lens

Linfoma de célula B compuesto por células linfoides de pequefio
a mediano tamafio y nucleo irregular, caracteristica: traslocacion del
CCNDI a IgH - t(11, 14)

Linfomas representados segun su frecuencia

= Diffuse large B-cell 37%
= Follicular 29%
MALT lymphoma 8%
Mantie cell lymphoma 7%
A CLLSLL 12%
= Primary med large B-cell 3%
» High Grade B, NOS 2.5%
Burkitt 0.8%

FOLLICULAR Y u Splenic marginal zone 0.9%

LYMPHOMA

® Nodal marginal zone 2%

Lymphoplasmacytic 1.4%
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Situacion actual de inmunofenotipaje en Sindromes Linfo
Proliferativos (SLP) mediante citometria de flujo.

El Inmunofenotipo es esencial para el diagndstico de las neopla-
sias linfoides. (63, 64, 65, 66).

Los patrones de expresion de antigenos han contribuido sustan-
cialmente a la clasificacion WHO

Dado la disponibilidad de la Citometria de Flujo, actualmente en
fa mayoria de estos desérdenes se tiene la informacidén de Sangre
Periférica 0 MO antes que se proceda a la biopsia del tejido.

OBJETIVOS DEL INMUNOFENOTIPO EN SLP

1. determinar la estirpe B, T o NK de la proliferacion linfoide
. diferenciarlos de procesos reactivos: CLONALIDAD

. distinguir entre SLP "maduros” o inmaduros

. reconocer subgrupos distintos

caracterizar entidades clinico-patoldgicas definidas
determinar factores prondsticos

ouhwN

Muestras utilizables para el diagndstico

1. Sangre y MO.

2. Liquidos bioldgicos: LCR, liquidos de cavidades serosas
3. Tejido: Ganglio, Bazo, Higado, Tiroides, etc

4. PAAF

Diagnostico esquematico en Enfermedades Hematoldgicas

Clinical symptoms Laboratory
and signs findings
Morphology + cytochemistry

Immunophenotyping
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FENOTIPO en los Linfomas

immupephenotypes of comimon B-celi NHL

MUNOPHENOTYPLC PATTERNS OF DIFFERENT] | Tabte2
TYPES OF B-CLPD (0rfao e1 ai, 1n: 81" thumana Press, 2004)
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Perfil inmunofenotipico en el Linfoma de células del Manto por
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CD5+ B-cell disorders: options for
differential diagnosis
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El modelo euroflow
Ha permitido y pérmite:

Utilizacién de un mayor numero de parametros (10) y nuevos
softwares de analisis.

Generacion de nuevos anticuerpos
Protocolizacidn total de la técnica por 7 paises europeos

Generacion de bancos de datos que nos permite comparar el re-
sultado de los pacientes contra los de las diferentes entidades y nos
dice a qué entidad se asemeja mas y el rango de error diagnostico
estadistico.

La CF estandarizada y validada:
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La CF estandarlzada 2 vahdada
un ejemplo : ; ;

f Euroflow Co_nsorﬁum .

Euroflow Consortium
Flow cytometry for fast and sensitive diagnosis

 EuroFlow B-CLPD panel:
summary and perspecﬂves

TB-CLPD panel allows unequvvocal classmcqhon
~of :most mature B-cell mahgnanc:es accor‘dmg to
WHO classn‘lcahon |

AH duffer‘enﬂal dlognoses ach:eved efﬁcnenﬂy
excep'l' for 'l'he following 1 vs- 1 comparisons: -

FL vs DLBC : : :
CMZLvslPL

. LPLwsDLBCL

| mzLvsDLBCL e
qswﬂwm
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CONCLUSION

La citometria de flujo multiparamétrica permitird diagnosticar los
linfomas del manto con alta sensibilidad y especificidad (67).



Screening en Cancer Eervical: |
Nueva Era Nuevos Paradigmas

Prof. Adhemar Longatto-Filho, PhD.
Scientific Researcher -

Laboratory of Mecial Investigation (LIM)
Faculty of Medicine University of Sao Paulo.

Puntos importantes que han implicado una reduccién efectiva del

cancer cervical en Brasil:
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Determinacion politica de vigilancia.

Organizacién instrumental de puestos.

Sistema de trazabilidad.

Adiestramiento y ensefianza a profesionales de la salud.
Adecuada remuneracion por los test seleccionados.

Reproducibilidad de los test utilizados. Cancer cervical-Tipos
Histologicos(WHO-FIGO).

El tipo histologico mas frecuente es el carcinoma epidermoide
(90%), seguido a distancia por el adenocarcinoma (10%). A conti-
nuacién se enumeran los tipos histolégicos conocidos.

- Tumores epiteliales

- Carcinoma epidermoide (90%), - No queratinizante de células
grandes, - Queratinizante de células grandes, - De células pe-
quefias

- Verrucoso Adenocarcinoma (<10%)

- Mucinoso, -Papilar, - Endometroide, - De células claras, - Ade-
noide quistico, - Carcinoma adenoescamoso

- Carcinoma de células pediculadas
- Tumores mesenquimales.

- Muy raros, - Sarcoma del estroma endocervical, - Carcinocar-
cinoma

- Adenosarcoma, - Leiomiosarcoma, - Rabdomiosarcoma embrio-
nario, -Tumores del conducto de Gartner

- Neuroendocrinos (microcitico), - Otros: - Metastasicos, - Linfo-
mas, - Melanomas, - Carcinoide

El cdncer de cuello uterino constituye la primera causa de muerte
por cancer en el mundo, con una incidencia de medio millén de casos
al afio; incidencia que varia en los distintos grupos poblacionales,
pero cuya mayor mortalidad radica en los paises en vias de desarro-
llo, en donde la conjuncion de factores sociales, politicos, culturales
y econémicos, sumado al inadecuado registro y desconocimiento de
la enfermedad, le han convertido en un problema de salud publica.
(68, 69, 70). En la actualidad la biologia molecular y la genética del
cancer hacen parte primordial de las herramientas de vanguardia
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para combatir este flagelo. S6lo el conocimiento y la investigacién
de los mecanismos implicados en la carcinogénesis asociada al virus
del papiloma humano (VPH) han de generar mejores herramientas
diagnésticas, al tiempo que brindaran nuevos blancos para la inter-
vencion terapéutica oportuna. Se define ciclo celular como el lapso
de tiempo comprendido entre dos divisiones mitdticas (interfase),
compuesto por los periodos GO (punto de quiescencia del ciclo ce-
lular); G1 (sintesis de &cido ribonucleico y proteinas); S (sintesis y
replicacion del acido desoxiribonucleico), y G2 (periodo de transicidon
de la fase S al inicio de la mitosis La proliferacion celular es estric-
tamente regulada por un delicado balance entre sefiales activadoras
e inhibitorias, papel desempefiado por la interaccién de proteinas
como las ciclinas, las quinasas dependientes de ciclinas (CDK por
sus siglas en inglés) y los inhibidores de las quinasas dependientes
de ciclinas (CDKI). Las CDK no son activas en forma auténoma, sino
que requieren su asociacion a subunidades reguladoras (ciclinas)
como paso inicial para la activacion del ciclo celular; subunidades
reguladoras que poseen la caracteristica de ser ciclicamente sinteti-
zadas y destruidas por actividad proteolitica (de ahi su nombre). En
contraparte, el control negativo sobre el ciclo celular es ejercido por
los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKI); la
expresion de estos inhibidores es mediada por la activacion de genes
supresores tumorales (p53 y pRb) en los puntos de control del ciclo
celular, encargados de detenerlo en caso de existir una falla. Asi pues,
el proceso de transformacion tumoral de una célula, es el resultado
del compromiso en los mecanismos reguladores del ciclo celular, ya
sea de forma congénita o adquirida, determinando la apariciéon de
un clon celular inmortal, en continua transformacion y con capacidad
metastasica. El VPH es un virus ADN de doble cadena circular, con
capside icosaédrica, fuertemente ligado como factor causal del can-
cer de cérvix con fundamento en evidencia epidemioldgica y soporte
bioldgico plausible. Existen mas de 80 tipos distintos de VPH, de los
cuales, al menos 25 afectan al tracto genital femenino vy, de acuerdo
a su asociacion con lesiones preinvasivas y cancer, se agrupan en:
alto (tipos 16, 18, 45, 56), moderado (tipos 31, 33, 35,51, 52) y bajo
riesgo (tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44), siendo el VPH 16 el responsable
hasta en el 50% de todos los cancer cervicales. El genoma del VPH
posee 8000bp de longitud y codifica ocho regiones de lectura abierta
(ORF por sus siglas en inglés) que regulan la sintesis de proteinas
tempranas (E1, E2, E5, E6, E7) y tardias (L1, L2) de acuerdo a su
expresién durante el ciclo de vida viral (68, 69, 70, 71).
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INCIDENCIA Y MORTALIDAD POR CANCER CERVICAL
EN LATINOAMERICA

Figure 1. Cervical cancer age-standardised incidence and mortality rates in Latin America and the
Caribbean, 2002°
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El screening luego de la vacunacién debe seguir siendo realizada,
la vacuna protege solo de las cepas HPVs 16 y 18 que son las res-
ponsables de causar carcinoma en alrededor del 75%. (71, 72).

Por lo tanto se debe tener en cuenta que la vacunacion no tiene
una eficacia del 100%

Tener en cuenta que la vacuna debe ser aplicada en pacientes
jovenes como pre exposicion al virus del HPV, como profilaxis

Muchas mujeres deben continuar en el programa de screening.
- Sensitivity of the Pap test is proportionalto the workload - -

;. The increased workload mean TC>

100 slides per.day, revising the FOV -
22 {TP} increases the chance of false -
~ * negative (p=0:8). :
. . Canger(Cancer Cytapathal) 201D.11875-82.. .
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Preparation and Staining of 'Sa'_rgpl'és S

Te Convérting a-cell suspension in liquid medium in a thin layer of
“cells stained {(13mmdlamieter),” =~ - LmeeTT T
e Processes 48 samples simultaneously - :

s Preparationand staining 48 samples approximately 58 minutes.

Global Positioning” or “Great Pap” System?

Consider the system as aGP Intelligent Pap Imaging™ The system

locates and selects up to 10 positions or FOVs.
Prepared for the conventional system selects 15 fields.

Station GS BD leads directly to these points (FOVS)

You can go off course (manual screen) at any time and Analysis

Station FocalPoint ™ GS will bring back the FOVs designated

BD FocalPoint™ GS Imaging System Technical Review of FOVs

The cytologist is responsible for the

evaluation of the entire area shownin
the field of vision
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RESULTADOS SOBRE LA IMPLEMENTACION DEL TEST
CON HC2

. Gynecologic Cytopathology |

- Implementing Human Papillomavirus
- Testing in a Public Health Hospital:
Challenges and Opportunmes

_ Table3 Dlsmbutlon ofscncltnm and <pec1t1ut} ot HC2 b‘, age:
as; compared w:th cy tologu al (HSIL endpomt) results and age

Eridpdlh{ CINZ -3 Semsitivity - Specificity
15-20years 0 T00%, p =026 61%, p=n 26
21-25years 0 100%, p=05 = S6%,p=
- 26-29years . 83%,p=07 . 33 p= 0 7

>30 years : © 91%, p < 0.0001-  70%, p < 0.0001

Blomarker positivity by histological grade of
cerwcal mtraeplthellal Iesnon

Study : j smqwkn : TWAL 'j ‘m e,
- : : Ki-67 - 2014 { 14%;7 ©O2M e 14718 (o7
ShiZO0Tetal [62] . . . . . . .. LpIeSEG D) L L 26T L. 1L el
: : : BD ProEx ¢ /L (0% : 34(%%) [ERERPLoNY
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. BDProExCople & . 3
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Pinto 2008 etal. {64) | . pléEe slelistor
| | . . BDPreEx< 1 32:60(87%0},
BDPm&L plb - 6192%).
: . X . Ki-67 . 11’79(|8“w' 15716945},
Halloush 2068 et al. {65] : previe 19:29 {66% 1519 (106#0s
L ek L apsamey. T 16:19B1%).
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Léui:emia Mieluidatrc’mica

Prof. Agregada Dra. Ana Marifo
Prof. Adjunta Dra. Julia Bernachin

Trastornos Mielo proliferativos cronicos (SMP)

- Leucemia mieloide crénica
- Policitemia vera

- Trombocitosis esencial

- Mielofibrosis primaria

Los SMP son desérdenes clonales de la stem cell hematopoyética
caracterizada por la proliferacion en Médula ésea (MO) de uno o mas
linajes mieloides. En su patogenia esta implicada la desregulacion de
la proliferacion y expansién de progenitores mieloides en MO. Esto es
debido a la desregulacién en la expresion de genes o anormalidades
genéticas. Una de las alteraciones mas importantes en las rutas
genéticas es la alteracion que se describe en la activacion de la sefial
de transduccién de la Tirosin-Kinasa. La Leucemia Mieloide Crénica
clinicamente se caracteriza por una leve predominancia en el sexo
masculino, fundamentalmente en pacientes que superan los 50
afios, con sintomatologia vinculada a astenia, anorexia, sudoracién
nocturna. Pueden aparecer otras manifestaciones clinicas como
dolores articulares, dolores éseos, hemorragias, hiperviscosidad. Los
pacientes asocian Esplenomegalia: 80-90%,Hepatomegalia: 1/3 de los
casos. El diagnéstico de Leucemia Mieloide Crénica debe sustentarse
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en la Clinica, Paraclinica, citomorfologia y genética molecular. Existe
leucocitosis granulocitica, mielemia, basofilia, disminucién de la
FA y esplenomegalia. Las lesiones histomorfologicas que sugieren
infiltracidon por LMC se caracterizan por médula dsea hipercelular
con celularidad Grado 4 , aumento franco de los neutrofilos y sus
precursores. Los blastos representan menos del 5% de las celulas.
Més de 10% de blastos indica transformacion a una fase blastica.
Los megacariocitos son pequefios, micromegacariocitos, discaridticos
con ntcleos hipolobulados, irregulares, pueden estar en cantidad
normal o levemente disminuidos, pero en el 50% de los pacientes,
los megacariocitos estan aumentados. Los precursores eritroides
generalmente estan disminuidos. El reticulo esta moderadamente
aumentado. Los eosindfilos pueden estar muy aumentados. En la
fase acelerada se observa displasia marcada de los granulocitos,
megacariocitos frecuentes y en grupos y aumento marcado del
reticulo; y en fase blastica se observan grupos de blastos similares
a lo que se encuentran en la leucemia aguda. En cerca del 70% de
los casos, los blastos son de la linea mieloide, pero la fase blastica
puede ser de tipo linfoblastico. Con técnicas de inmunohistoquimica
observamos que las células mieloides expresan mieloperoxidasa,
CD15, CD43 y CD33. Habitualmente es posible demostrar el
cromosoma Filadelfia (Phi) o bcr/abl, teniendo en cuenta que
alrededor de un 5% de las LMC son cromosoma Phi(-). Dentro de los
diagndsticos diferenciales planteables estén otros posibles Sindromes
Mielo Proliferativos Crdonicos o reacciones leucemoides. La LMC puede
tener una fase acelerada, una fase cronica o la aparicion de una crisis
blastica. En la LMC se expresa la translocacion cromosémica t (9;
22) (g34; ql11) que da lugar a la formacién del cromosoma Filadelfia
(Ph). A causa de esta translocacién se producen 2 nuevos genes
hibridos: el BCR-ABL en el cromosoma 22q- o cromosoma Ph y el gen
reciproco ABL-BCR en el cromosoma derivado 99+, el cual, aunque
transcripcionalmente activo, no parece desempefiar ninguna actividad
funcional en la enfermedad. La identificacion de enfermedad minima
residual mediante métodos moleculares es de vital importancia para
la evaluacidn precisa del estado evolutivo de la enfermedad. No se
conoce exactamente como se forma el cromosoma Ph ni qué tiempo
debe transcurrir para que ocurra progresion de la enfermedad. Se
propone la influencia de las altas dosis de radioterapia y la proximidad
de los genes BCR y ABL en las células hematopoyéticas en interfase
y se especula sobre la posible importancia de la duplicacién de
76kb identificada en el cromosoma 9 cerca del gen ABL y en el
cromosoma 22 cerca del gen BCR. (73,74,75).El cromosoma Ph
estd presente en el 95 % de los pacientes con LMC y cerca de un
tercio de los pacientes que aparentan tener un cariotipo normal,
lo tienen citogenéticamante oculto, pues expresan el BCR-ABL que
representa la expresion molecular del Ph. Con la aplicacién de las
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técnicas moleculares se reconoce que la translocacién entre los
cromosomas 22 y 9 es reciproca, ya que el cromosoma 9 transfiere
a su vez una pequefia porcion de sus brazos largos al cromosoma
22. Este material constituye el protooncogen ABL, que al unirse a la
regién BCR (breakpoint cluster region) del cromosoma 22, da origen
al oncogen BCR-ABL. Dependiendo del sitio de ruptura en el gen BCR,
se pueden formar 3 tipos de BCR-ABL; el gen hibrido predominante
en la LMC clasica es derivado de la disrupcidn en el punto de ruptura
mayor (M-BCR). El producto final de este gen es una proteina de
fusion citoplasmatica de 210 kd, la cual es responsable de la mayoria
de las anormalidades fenotipicas de la fase crénica; puede ser b3a2,
en el 55 % de los casos 6 b2a2 en el 40 %. Cuando el punto de
ruptura es en la region minima (m-BCR), sabiendo que es bastante
menos frecuente que ocurra se asocia a la forma neutrofilica de la
LMC, similar a la leucemia neutrofilica crénica, pero Ph-positiva y
asociada con el transcrito c3a2 del gen BCR-ABL (76,77,78). Una
porcién del gen ABL del cromosoma 9 se transloca y fusiona con
la porcidn restante del gen BCR en el cromosoma 22. El fragmento
translocado del cromosoma 9 produce un gen de fusion llamado
BCR-ABL. Posterior a ello puede determinarse la apariciéon de una
proteina mutante, una enzima llamada tirosina quinasa Bcr-Abl. La
proteina enzimatica anormal es el factor principal en la transformacion
de la célula madre de la médula de una célula normal en una célula
leucémica. En referencia a las vias moleculares en la LMC es conocido
que la kinasa BCR-ABL es creada por el gen BCR-ABL del Cromosoma
Phitadelphia. Si bien BCR-ABL es la via mas importante se han descrito
vias alternativas que también desempefian un rol fundamental en
la oncogénesis de esta enfermedad. En la terapéutica de la LMC, el
Dasatinib es utilizado como un inhibidor de kinasa oral, cuyo blanco
es BCR-ABL y la familia de kinasas. Habitualmente estd indicado en
pacientes adultos con LMC en fase crénica, acelerada o blastica ya
sea linfoide o mieloblastica, con intolerancia o resistencia al Imatinib.
En la LMC puede observarse resistencia al Imatinib por mutaciones
que mantienen BCR-ABL en la conformacion activa. Imatinib se une
solamente a la conformacion inactiva de BCR-ABL(77,78).

Los marcadores biologicos de origen genético tales como los
biomarcadores diagnosticos que definen la enfermedad con la mayor
discriminacion que sea posible, asociado al biomarcador prondstico que
nos define la evolucion de la enfermedad en ausencia de terapia v el
biomarcador predictivo el cual se asocia a una respuesta a determinada
terapia permiten en su conjunto agrupar la informacidn proporcionada
para el uso de una terapia individualizada en estas enfermedades.
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RUTA DE LA FUNCION REGULADORA TIROSIN QUINASA
EN LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

GRB2 se une a SH2 por la tirosinaY177, y de ahi va a RAS: pro-
teina reguladora de la proliferacién y la diferenciacion a través de las
cascadas de sefiales MAPK o SAPK/JUN. Es el centro de la ruta de
transmisién de sefiales mas importantes en la patogenia de la LMC

iva la ruta JAK-STAT (mitogénica)
Sobreexpresién de cMYC (proliferacion independiente de RAS)

Complejos multinuméricos con proteinas de adhesién (paxilina,
talina) y es capaz de unirse a F-actina, lo que sugiere una accion
directa sobre la funcién del citoesqueleto celular:

Redistribucion de la proteina hacia el citoplasma (se ancla por el
actin binding domain)

Genes implicados alt | Técnica de deteccidn

molecular / frecuencia

ABL 1 - FUSION BCR, RT-PCR,CARIOTIPO- | LEUCEMIA MIELOI-
ABL FISH- 100% DE CRONICA

SMP ATIPICOS DEFINIDOS MOLECULARMENTE

ALT ' FRECUEN-
GENES | ,ATkc | TECNICA A

MASTOSITOSIS | PDFGRA | FUSION RTF'I‘;iR' 100%

, CARIOTI-
LEC SMP PDFGRA | FUSION | GtLL 100%
MASTOSITOSIS MUT. | SECUEN-
CON C-KIT C-KIT | Dbsi6v | CIACION 100%
SMP FPEGR1 | FUSION CAF;ISTI' 100%
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Translocacién de los cromosomas 9y 22

Cromosomas normales Cromosomas de CML

22 Oncogen
| BCR-ABL

s 22 ?

|

Fragmento del 9 | :

BCR - ’ |
\ Cromosoma
Philadelphia

Fragmento del 22

Una porcidén del gen ABL del cromosoma 9 se transloca y fusiona
con la porcién restante del gen BCR en el cromosoma 22. El fragmento
translocado del cromosoma 9 produce un gen de fusion llamado BCR-
ABL. { El gen de fusién BCR-ABL dirige la produccion de una proteina
anormal. (mutante), una enzima llamada tirosina quinasa Bcr-Abl.

La proteina enzimatica anormal es el factor principal en la trans-
formacion de lacélula madre de la médula de una célula normal en
una célula leucémica.

Transcritos mMRNA BCR-AB

BCR-ABL oncogene
B E 1(9:22)(q34;q11)

i
i

99+

[ X34 & %
(SH2-binding} FE 3 obs sz’s

NEJM 2003;349: 1451-64




Aspectos moleculares
en el cancer gastrico

Prof. Agregada Dra. Ana Marifio
Dra. Natalia Maciel
Dr. Javier Cedrani

El cdncer gastrico (CG) es uno de los tumores mas frecuentes en
el mundo. El cancer de estémago es la segunda causa de mortalidad
por cancer en todo el mundo y el cuarto mas diagnosticado, con mas
de 1.000.000 de nuevos casos diagnosticados cada afio.

El prondstico del cancer de estdmago en etapa precoz, denomi-
nado carcinoma superficial o “early gastric cancer” es muy bueno
y puede ser curado con la reseccion quirdrgica. Se caracteriza por
tumores que comprometen la mucosa y o la submucosa con o sin
metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

Sin embargo cuando el tumor es avanzado superando la muscular
propia del érgano el prondstico es sensiblemente peor, la mediana de
supervivencia de los pacientes es de alrededor de 10 meses tras el
diagnéstico y terapéutica. Su diagnéstico precoz resulta dificil, pues la
mayoria de los pacientes no tienen sintomas en las fases incipientes
de la enfermedad. El cancer géastrico (CG) es uno de los tumores mas
frecuentes y es el segundo como causa de mortalidad en el mundo.
En el Uruguay ocupa el cuarto lugar en el hombre y se constituye en
una causa importante de muerte por cancer.

Es conocido que existen factores de riesgo para el desarrollo de
CG. Existen poblaciones en la cual este tumor tiene alta prevalencia
como en Japén, a pesar que los estudios de screening han determi-
nado un diagndstico en etapas tempranas de la enfermedad es decir
en la fase curable de la misma. El método de estudio mas difundido
es la videoendoscopia digestiva con biopsia y estudio histoldgico com-
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plementario de las lesiones. Existen lesiones tales como el eséfago
de Barrett o metaplasia mucosa del epitelio esofagico secundaria a
reflujo GE y esofagitis que estd claramente asociado con el ade-
nocarcinoma de la unién cardioesofagica mientras que la infeccion
por el Helicobacter pylori, la gastritis crénica atrofica y la metapla-
sia intestinal se asocian al adenocarcinoma gastrico (79,80,81). La
gastritis con atrofia y metaplasia intestinal generalmente se asocia a
infeccion por el Helicobacter pylori. Este gérmen penetra la barrera
mucosa provocando una estimulacién antigénica con presencia de
linfocitos T que se agrupan y estimulan la migracién de linfocitos B
que tienden a agruparse y formar acimulos. En condiciones normales
el estdmago no tiene infiltrados linfoides. La persistencia de la esti-
mulacion antigénica por la presencia del HP permite que la gastritis
cronica con componente folicular linfoide progrese y en algunos casos
esos pacientes pueden desarrollar Linfoma o Carcinoma Géstrico por
vias independientes.

De manera que esta es una enfermedad en la que se conoce el
estimulo que antecede la aparicién de la neoplasia por lo cual es
pasible de realizar prevencion. El tratamiento de erradicacion del
Helicobacter pylori es la mejor prevencion en estos casos con se-
guimiento evolutivo. Aproximadamente el 15 - 20% de los tumores
gastricos presentan expresién elevada de la proteina Her-2/Neu.
Existen publicaciones que sugieren que el cromosoma 7 polisomia
puede ser responsable de un mayor nimero de copias del gen
EGFR en carcinomas gastricos y que la amplificacion del gen HER2
puede ser la razoén principal para la sobreexpresién de la proteina
Her2/neu. Recientemente se han realizado estudios sobre la expresion
de Her-2/neu en cancer de estdmago. Este gen, conocido también
como Neu o HER/2, fue aislado inicialmente de neuroblastomas indu-
cidos en ratas por un agente quimico; codifica una proteina con acti-
vidad de tirosina- quinasa. El oncogén c-erbB-2 es uno de los genes
que codifican a estos receptores. Varios trabajos han demostrado
que la sobrevida total y el tiempo de aparicion de las recidivas en
pacientes portadores de estas neoplasias era menor en aquellos que
tenian mayores niveles de este oncogén, sugiriendo que el c-erbB-2
podria ser utilizado como factor prondstico (82). La mayoria de los
investigadores coincide en que la sobreexpresion estd relacionada
con una menor sobrevida y con una mayor diseminacion del tumor.
Se ha demostrado que la sobreexpresién de Her2/Neu se correlaciona
con la invasién tumoral y metastasis en los ganglios linfaticos, por lo
que indica un mal prondstico.

El gen c-erbB-2 produce un incremento en el potencial angiogé-
nico y metastasico. Recientemente se ha demostrado que los pa-
cientes mas jovenes muestran muy bajos niveles de amplificacion de
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Her2/neu (<5%) y frecuencia de sobreexpresion. La mayoria de
los reportes sefialan que los tumores gastricos clasificados como
de tipo intestinal sobreexpresan mas frecuentemente la proteina
Her2/neu (hasta 30%) que las variantes difusa (2-7%) o mixta
(20%). La asociacion de Her2/neu con un tipo especifico sugiere que
el cancer gastrico intestinal y tipo difuso se desarrollan a lo largo de
diferentes vias moleculares y apoya estudios anteriores que muestran
distintos patrones de alteraciones genéticas en canceres gastricos de
diferentes caracteristicas histopatologicas (83). También las muta-
ciones en K-RAS y BRAF en céncer gastrico esporadico deberian ser
determinadas pues tienen clara implicancia evolutiva y pronostica.
Los mismos deberian ser determinados en lesiones pre neoplasicas
que asientan en el estdmago asociados a la presencia de expresién
en CD44v6 vy el gen de la E catherina.

W

Figura 1 - CARCINOMA POBREMENTE Figura 2 - CARCINOMA BIEN
DIFERENCIADO DIFERENCIADO

Figura 3 - CK 20+




HERZ2 en cancer gastrico.
Analisis comparativo de tres anticuerpos
diferentes mediante las secciones de todo
el tejido y microarrays de tejidos

Prof. Dr Cristovam Scapulatempo Neto

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER GASTRICO-
DISTRIBUCION MUNDIAL
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INCIDENCIA Y MORTALIDAD GLOBOCAN 2008

Estnaled age-standardised Incidence and mortality rates men Estimated incidence. mortality and S-year prevaience: men
. Incidence Moramy

Frosiats | Cancer Number (%) ASR(W) Numder (%) ASR(W)

Luna: Up. oral caaty 160 20 77 7418 35

Nasophannx 23 03 13 12 02 07

Celorectum  othet pnanmx 8 10 42 50 12 30

Badder | Oesophagus 267 33 112 234 48 97

Stomach 135 4% 147 286 58 122

Stomach ! Colorectum 756 93 327 483 99 196

Koy :er 67 08 30 5 13 £

| Ganbladaer 65 08 27 5 11 23

Qesephagus, ! Pancreas 220 27 92 213 43 89

Loy Lannx 233 28 111 138 28 83

Lung 1212 150 546 1080 222 484

Loukaonua| Melanoma ot skin 73 09 35 3% 07 16

- Prostate 2475 306 1028 760 155 261

Hon-Hedgkin hrmphama 7 Testis 103 13 63 8 04 11

Pancreas Kigney 268 33 122 164 33 71

Biadder 388 48 157 181 37 67

Lip, cral cavily 8rain. nervous system 71 09 36 62 13 31

Tees { o 37 05 21 6 01 03

Hodgkin l,mphoma 43 05 25 13 03 07

Carer pnanym Non-Hodgkin ymphoma 197 24 23 118 24 54

- B naidency Yuttiple myeloma 78 10 35 66 13 28

Sran, neroous systemf WMeraky wr oA ann ka2 an

CANCER DE ESTOMAGO METASTASICO
Prondstico: La supervivencia media <1 afio
La supervivencia a 5 afios 5 a 20%
Supervivencia de 5 afios (Trial Magic 35% operable)

- El aumento de los casos proximales (JEG) y el aumento de la
histologia difusa.

- Alta proporcién con enfermedad localmente avanzada y me-
tastasica.

- La cirugia para el “fuera de intencién de cura” y resecable -
“Siempre".

- Multidisciplinario para todos.

- Tratamiento: cada nuevo medicamento, el método de adminis-
tracion, combinacidn se observaron beneficios significativos en
la SG (Meta anélisis JCO 2006 V24, 2903) (84).

c'C(jMO EVALUAR LA EXPRESION DE HER-2 EN EL
ESTOMAGO?

Diagnéstico: (biopsias endoscépicas) que deben ser:

- Mditiplas biopsias (8-10).
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- La ubicacion de la lesién debe ser cuidadosamente relatada.

- Pinzas mas grandes pueden proporcionar material mds ade-
cuado.

- Citologias de lavados son raramente adequados y no debem ser
utilizados para el diagnoéstico.

La tincion puede ser circunferencial,
lateral o basolateral

Recientemente, hay muchas publicaciones que evaltan el estado
del gen HER2 en el cancer gastrico utilizando TMA (85,86).

¢Qué tan confiables son estos estudios, dado el hecho de que la
expresion de HER2 en el estbmago es tan heterogénea?

¢Como seria la forma mas confiable para evaluar la expresion
del gen HER2?
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MATERIAL Y METODOS
Se estudiaron en el Hospital Barretos del Cancer

199 CANCERES DEL ESTOMAGO E DE LA UNION GASTRO-
ESOFAGICA

- TMA: 2 CILINDRQS DE 0, 6 mm DE DIAMETRO.

- CORTES DE BLOQUES DE PARAFINA DONDE FUERON SACADOS
LOS CILINDROS PARA HACER LO TMA.

- LOS CORTES DE LOS BLOQUES E LOS TMAS FUERAM SOMETI-
DOS A LA IMUNOISTOQUIMICA UTILIZANDO LOS SIGUINTES
ANTICUERPOS:

4B5 (Ventana), pré diluido
SP3 (Spring), 1/100 dilucion
HERCEPTEST (Dako) pré diluido

LOS CASOS FUERON EVALUADOS DE ACUERDO CON LOS CRI-
TERIOS DE LA CAP.

- TODOS LOS CASOS 2+ FUERAM SOMETIDOS A LA HIBRIDI-
ZACION IN SITU DE DOBLE MARCACION CON PLATA (HER2) Y
FOSFATASE ALCALINA (centromero del cromosoma 17), DISH
(Ventana)

- CUANDO HUBO DESACUERDO ENTRE LOS RESULTADOS DE LOS
ANTICUERPOS, TAMBIEN SE REALIZO EL DISH.
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ESTADISTICA

- LOS CASOS 1+ EN LA IHQ Y LOS CASOS 2+ SIN AMPLIFICA-
CION EN LO DISH FUERON CLASIFICADOS COMO HER2 NEGA-
TIVOS.

- LOS CASOS 3+ EN LA IHQ Y LOS 2+ CON AMPLIFICACION EN
LO DISH FUERON CLASIFICADOS COMO POSITIVOS.

- LA INTENSIDAD DE LOS ANTICUERPOS FUE MEDIDA CON EL
AREA SOBRE LA CURVA ROC.

- LA CONCORDANCIA DE LOS RESULTADOS DEL TMA Y DE LOS
CORTES DE TEJIDO FUE EVALUADA POR EL COEFICIENTE KA-
PPA.

RESULTADOS

Concordancia entre los TMA y las secciones de todo el tejido por
HercepTest, 4B5 y SP3

ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE EL VALOR DE “p” <0, 05.

Antibody Overall concordance (%0) Kappa coefficient (9595 CI)
HercepTest 97.4 0.75 (0.54: 0.96)
4BS 84.1 0.38(0.22:0.533)
SP3 85.6 0.56 (0.43:0.70)

CI, confidence interval

Whole-Tissue Section TMA
HER2
HercepTest 4BS SP3 HercepTest 4B3 SP3
gene status i
n (%) n (%) i (%) n (%) n (%) n (%)
Amplified 0(0) 6(30) 6(17.6) 3(7%) 3(100) 4 (26.6)
Not amplified [ 1 (100) 14(70)  28(82.4) 1(25) 0 (0) 11 (734
Total 1 (100) 20(100) 34 (100) 4 (100) 3(100) 15(100)
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A WHOLE-TISSUE SECTIONS
HercepTest 4B5 SP3
AUC 0.3 0.91 0.8
HercepTest -- »0.002 »0.035
4B3 » 0.002 -- »0.265
SP3 p0.035 p 0.265 --
B TMA
HercepTest 4BS SP3
AUC 0.71 0.79 0.80
HercepTesi -- p 0.058 p0.075
4B3 » 0.058 -- p0.714
SP3 p0.075 p0.714 --
C WHOLE-TISSUE SECTIONS
HercepTest 4B35 SP3
AUC 0.3 0.91 0.8
HercepTest 0.71 p0.572 »0.001 p0.013
TMA 4B3 0.79 »0.289 p0.027 p0.201
SP3 0.80 »20.265 »0.034 p0.244

AUC, area under the ROC curve: TN, tissue microarray.

La exactitud de los tres anticuerpos; comparacion de las areas
bajo la curva ROC en las secciones de todo el tejido (A), en TMA (B)
y en ambas muestras (C).

Los fragmentos tisulares em los que se evallia la muestra deben
medir entre 4 y 6 mm y luego de intervenido quirdrgicamente el
paciente se debe validar la THQ.



Melanoma aspectos
moleculares actuales

Prof. Agregada Dra. Ana Marifio

RELEVANCIA DEL TEMA

Historia: En el afio1806, Renné Laennec realiza la primera des-
cripcién del melanoma como entidad, sin embargo no es hasta el afio
1812 en que por primera vez aparece publicada la palabra melanoma,
término utilizado por Laennec. En el afio 1820, Willian Norris, habla
de enfermedad hereditaria familiar. Medio siglo antes de que Gregor
Johan Mendel describiera las leyes de la herencia (1869).

Aspectos Clinicos y Epidemioldgicos relevantes: El Melanoma
representa un verdadero problema sanitario dado que es uno de los
tumores malignos mas agresivos (79% muertes por cancer de piel)
Incidencia: 15x100.000 en los dltimos 50a. 8/100. 000/a en UE,
10/100. 000/a en USA >30/100. 000 en Australia, 1/68 americanos
tendra melanoma por lo cual representa una verdadera “epidemia”.

En Europa representa el 2. 5% de todos los canceres, el 1-2%
de muerte por cancer (5000 muertes por melanoma en Europa cada
afio) (87, 88, 89).

En Espafa la incidencia es de 15: 100. 000 habitantes, segun las
diferentes zonas, no habiendo un incremento de la mortalidad en
la misma proporcion (diagnéstico precoz). En referencia al sexo la
relacion: V=M; En <40a: M>V; En >45a: V>M Edad media: 45a.
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Aspectos microscopicos: Histologicamente el Melanoma se define
como un tumor maligno derivado de melanocitos (sobre todo epidér-
micos) con alta capacidad metastatizante.

Factores de riesgo: exposicion solar, quemaduras importantes,
fenotipo de piel y ojos claros, mas de 50 nevus, nevus displasicos,
imunosupresion, historia familiar, 8-12% se heredan (90).

Tipos Melanoma: Extension Superficial. (“Pagetoide”). Melanoma
Nodular, Lentigo Maligho Melanoma, Melanoma Lentiginoso Acral,
Melanoma Lentiginoso de Mucosas.

Formas infrecuentes de Melanoma: Melanoma Desmoplasico, Me-
lanoma Neurotrépico, Melanoma de células balonizadas, Melanoma
Nevoide. Estos tipos de Melanomas tienen escaso valor predictivo.

La variabilidad Clinica en Melanomas quiza sea debida a la dife-
rente susceptibilidad genética de los melanomas a la luz ultravioleta.

ASPECTOS INMUNO-MOLECULARES EN MELANOMA

Cambios Geondmicos en el nimero de copias de DNA en los
diferentes subgrupos de Melanomas: Los Melanomas cutaneos no
inducidos por dafio solar muestran alteraciones en P16, PTEN, con
aumento en el nimero de copias en (6p, 7, 8q, 17q, 20q). Los me-
lanomas cutédneos inducidos por dafio solar muestran alteraciones en
CCND1, aumento del numero de copias en 17q, 20g. Los melanomas
de las mucosas muestran amplificaciéon en 1 q31, 4q12, 12g14. Los
Melanomas acrales muestran alteraciones en 10g23 PTEN.

De manera que basados en las alteraciones genéticas se pueden
clasificar correctamente los melanomas en cuatro grupos con un
70% de precision:

1) 9p21: p16, 2) 12q14: CDK4, 3) 11q13: CCND1, 4) 10q23:
PTEN.

Si hacemos solo dos grupos de MM que surgen en piel con dafio
solar y sin dafio solar se pueden clasificar con 84% de precision.

Se han demostrado distintas vias genéticas en el desarrollo de
melanomas en relacién a la localizacion y exposicidn solar, estas vias
implican a CDK4 y CCND1 como oncogenes independientes en MM
sin mutaciones en BRAF o N-RAS (91).

MELANOMAS ACRAL Y MUCOSOS: alta frecuencia de amplifi-
caciones y pérdidas focales. MELANOMAS CON DANO CRONICO
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SOLAR (cara, personas afiosas, queratosis solares) Mutaciones no
BRAF e incremento en el nimero de copias de CCND1. MELANOMAS
SIN DANO CRONICO SOLAR: (pero intermiténtemente expuesto al
sol: tronco, brazos, piernas). Mutaciones BRAF y pérdidas del ch 10
(PTEN). Mutaciones en BRAF + pérdida de PTEN o mutaciones en
N-RAS. (Tipo mas comun).

Factores de valor prondstico clasicos:
Clinicos: Sexo, Localizacion anatoémica, Edad.

Patoldgicos: Tipo de Melanoma, Niveles de invasién (Clark) Es-
pesor tumoral (Breslow), Ulceracion.

Regresidn parcial / completa FCR / FCV Mitosis / mm2 Infiltracién
linfocitaria Satelitosis, Metastasis ganglionares, Metastasis a distancia.

Espesor del tumor (Breslow) Factores a tener en cuenta: Expan-
sién del tumor periadventicial. Medicion en un melanoma ulcerado.
Melanoma y nevus Melanoma y regresidn. Criterios de Regresion
Proliferacion Vascular. Fibrosis.

Presencia de melandfagos cuanti y cualitativo. Infiltrados
Inflamatorios(mononucleares). Regresion parcial o completa.

PROGRESION TUMORAL. HIPOTESIS DE CLARK(1980)

Existe una fase del melanoma con capacidad de invasion dérmica,
que no se asocia a la capacidad de metastatizar. Esta fase se deno-
mina: Fase de crecimiento radial caracterizada por tecas en dermis
papilar < 15 células basales epidérmicas y ausencia de mitosis.

Fase de crecimiento vertical caracterizada por tecas en dermis
papilar > 15 células, tecas > que las basales epidérmicas y presen-
cia de mitosis. Infiltracién de dermis reticular. Fase de Crecimiento
Vertical, proliferacion tumoral en dermis con capacidad metasta-
tizante, dificultad diagndstica en lesiones iniciales. Claves para el
Diagnostico: Nidos en dermis, mayores que en la epidermis. Mitosis
en melanocitos dérmicos.

La progresidn en tres fases clinico patoldgicas, radial, vertical y
fase de metastasis se encuentra relacionada con alteraciones en la
regulacion del ciclo celular y apoptosis. Cada fase en la progresion del
melanoma se caracteriza por un pérfil de expresién proteico especifico.
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Genes Relacionados con la Transicion Epitelio-Mesénquima Hi-
pétesis de la expresion alterada de caderinas durante la progresion
del melanoma:

En los Melanomas en Fase Radial se mantiene la expresion de
Caderina- E en los queratinocitos. Los melanomas en fase de cre-
cimiento radial pierden la expresion de Caderina-E escapando del
contro! de los queratinocitos.

Melanomas en fase de crecimiento vertical, en fases mas avan-
zadas del melanoma aparece expresién de Caderina N permitiendo
la interaccién del melanoma con células que la expresan como fibro-
-blastos y células endoteliales

En estos momentos, los criterios histoldgicos convencionales con
H&E siguen siendo los mas (tiles tanto para el diagnéstico como para
el pronostico del melanoma (espesor maximo de Breslow, ulceracion,
fase de crecimiento).

El espesor de Bresiow es el factor prondstico mas importante. Los
melanomas que expresan Bcl6 o pierden p16, tienen mayor capacidad
de producir metastasis y matan a los pacientes mas rapidamente.



Introducciaon al
Centro de Pesquisa en
Oncologia Molecular

Rui Manuel Reis, PhD
Hospital de Cancer de Barretos, Brasil

MISION

Generar conocimiento e innovacidén para la aplicacion de la On-
cologia Molecular en el control del cadncer. Teniendo como premisa
fundamental:

- El conocimiento de las diversas causas de los mecanismos bio-
légicos inmunes y genéticos de las enfermedades;

- Innovar en la deteccion, el diagndstico, tratamiento y prondstico
de las Enfermedades Oncolégicas;

- Aplicar la prevencién como herramienta principal en Oncopato-
logia y asistir al paciente en la enfermedad.

Para ello se requiere de una infraestructura acorde a las necesi-
dades de un Centro de Patologia Molecular, lo cual implica en primer
termino una planta fisica acorde a las técnicas que se desarrollaran
en el Centro y ubicada en un lugar gestratégico con sectores de cir-
culacién exclusiva del personal del Area.

Los equipos deben tener resguardo, con temperaturas adecuadas
a cada uno de los equipos con las especificaciones del distribuidor.
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Se deberan sefializar correctamente las diferentes areas y se
debera responsabilizar a los Médicos y Licenciados, asi como a los
Técnicos de los equipos del sector.

El area Molecular del Hospital Barretos cuenta con una completa
y moderna infraestructura de mas del 1000m? para los diferentes
Laboratorios de citogenética, genética molecular, biologia celular y
molecular, siendo capaz de viabilizar el desarrollo de diferentes lineas
de pesquisa en Oncologia Molecular.

Las diversas lineas de trabajo han sido en el afio 2012 fundamen-
taimente vinculadas a sefializacion celular, biomarcadores, Gendémica
funcional del céncer, cancer hereditario, medio ambiente y cancer,
tumores en pediatria y su gendmica y epigenética.

El Centro de Diagndstico Molecular incluye el estudio de la cito-
genética de la genética molecular y de Medicina Personalizada.

En el caso del Cancer de colon todos los casos nuevos que ingresan
al Hospital son incluidos para estudio de inestabilidad cromosémica y
microsatelitosis. Microsatelitosis del DNA haciendo uno a seis pares
de bases de secuencia larga repetitiva y microsatelitosis inestabilidad
estudiando MSS, microsatelitosis estable, MSI baja y MSI alta.

Inactivacion of Mismatch repair system — MMR

Mutacién o promotor en metilacion de MMR genes: MLH1;
MSH6; MSH2; PMS2

- Ocurrencia de mutaciones en la regulacion genética con
microsatelitosis en regions reguladoras : MSI Target Genes
- Carcinogénesis con mecanismos y vias de desregulaciéon
Diferentes terapias blanco
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Algoritmo de estudio:

Analisis de MSI-MSIH +: Historia clinica o familiar de Sindrome
de Lynch:mutaciones de BRAF y estudio de MMR consejo genético
y test molecular-Esporadico con o sin resitencia al 5 FLUORACILO.

MSI evaluacién mediante PCR multiple, marcadores monomorficos,
NR24, BAT25, BAT26.

Hallazgos de alteraciones genéticas en Cancer de colon en la po-
blacién brasilefia en estudios genéticos poblacionales

Céncer Colorretal - MSI

Ancestral proportions for testing population samples from
different continental origins using the HGDP-CEPH diversity
panal genetic data as training sets

African Eurapzan Asiatic Anveridian Brazilian controls’

Cancer Colorretal - MS|

Estimation of population assignment success and Brazilian

population
Popuiation assignment:
AFR EUR FAS NAM
fopulation of AFR crigin 100.00%: 0.00% 0.00% 0.00%
Poputation of EUR origin 0.00% 100.00% 0.00% 0.00%
Papulation of £AS acigin 0.00% 0ad% a6 9d% 2 62%
Populatson of NAW origin U.0C% 0.00% V.0u% 100.00%

8razikan Population

Individuals within GMVR 17.5% 69.7% 6% 6.8%

|dividuals outside QMVA 37.2% 29.6% 7.6% 5.6%
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Aportes de la Imagenologia
Molecular en la Investigacian
Clinica en Uruguay

Prof. Dr. Omar Alonso
Catedra de Medicina Nuclear, Co-director de CUDIM

Las Enfermedades coronarias y el cancer son los grandes desafios
de este siglo. Los diferentes especialistas Médicos debemos trabajar
en equipo para poder realizar prevencién y diagnostico precoz de
estas enfermedades.

MEDICINA
PREVENTIVA
L7CodIUd UC dilv llllpdCLU SaAlillaiiv
Conlleva el concepto
de:

Detectar enfermeda-
des clinicamente re-
levantes en etapa pre
sintomatica ol i b
Evidenciar a las drogas | i  faf Coronain | END
alcanzar su blanco ST decsdates oo bgedel 2% de g e 1 $im
Determinar si un pa-

ciente es candidato a
una droga especifica
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Emision de positrones

Positron ([37)

511 keV

Electron

\ | 511 keV

El radionucleido emite un positron. Este interactiia con un electrén.
La aniquilacién del par positron-electrén genera dos fotones de 511 keV
que son emitidos exactamente en 180 grados
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T. de semi o Rango del
Tsétopo desint. 52;:?21,‘ '?'?«7;':7)0 del Positrén en agua Produccién
(min) (FWHM en mm)
e 20.3 0.96 1.1 Ciclotron
BN 997 1.19 14 Ciclotron
50 2.03 170 15 Ciclotron
18¢ 109.8 0.64 1.0 Ciclotron
8Ga 67.8 1.89 1.7 Generador
82Rb 1.26 3.15 17 Generador

Ciclotron

#  Disefio vertical

Doble particula (protones y
deuterones), lo que ofrece amplio
rango de produccion de trazadores
Irradiacion simultanea de 2 blancos

Fuente de iones fija, de un disefio
sencillo y confiable

Operacién automatizada

Capacidad de producir nucleidos
para '8F, 1'CQ,, "CH,, "N, 50.
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PET/CT
CUDIM

¢S6lo puede evaluar el PET el consumo tisular de glucosa?

Blancos metabolicos de imagenes
moleculares: célula neoplasica

SHIP o couiERD
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Blancos moleculares: células de tumores

b
neuroendocrinos
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%Ga-DOTATATE

Alonso O. et al. World J Nud! Med 2013; 12(1):63.

También se han estudiado los receptores de somatostatinas en
el cancer de prostata y los receptores de céiulas neuroendocrinas
como blanco moleculares.
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Cancer de Prostata. Expresion de receptores de somatostatina.
Evaluacién mediante $8Ga-DOTATATE

Alonso O. et al. Clin Nucl Med 2011; 36:1063-64.

Células neuroendocrinas Y ng@HGI’ﬂClOH

neuroenddcrina en cancer de prostata

L PR - el et TP P Yot

o  Las células

neuroenddcrinas existen
normalmente en la
gldndula prostdtica y son .
independientes de la
accion androgénica.

< Probablemente jueguen ui
papel importante en el CP
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El carcinoma de prdstata es el tumor maligno més prevalente en
el vardn. (92) La glandula prostética normal estd constituida por tres
tipos celulares: el luminal o secretor, el basal y el neuroendocrino.
Las células neuroendocrinas se distribuyen en toda la extensién de
la glandula prostatica, con mayor frecuencia en los conductos que
en el tejido acinar. La diferenciacién neuroendocrina es un hallazgo
frecuente en los carcinomas prostaticos, en su mayoria de modo
focal, y en los casos en que la diferenciacidon es extensa, se asocia
con refractariedad a la terapia hormonal o enfermedad agresiva. Es
importante diferenciar este componente celular ya sea por técnicas
de inmunohistoquimica en el estudio patoldgico molecular y por mé-
todos de medicina nuclear.

Estos tumores tienen mayor frecuencia de metdstasis gangliona-
res locoregionales. Es en base a la posibilidad del marcaje de estas
biomoleculas que podemos desarrollar una medicina mas especifica
y personalizada.

Investigacion preclinica: caracterizacion Evolucion de la practica médica en el siglo XXI
bioldgica de nuevas biomoléculas en desarrolio

e ks oyt et
PRS- s S

Andhisis cndticos Autorradngrafias Camara PET/SPECT/CT
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Sebastian Rodriguez
Prof. Agregada Dra. Ana Marifio

Definicion

Los micro ARN (miARN) son una clase de ARN no codificante de
aproximadamente 18-24 nucleétidos, conservados desde el punto
de vista evolutivo y de pequefio tamafio. Son capaces de regular la
expresion génica por distintos mecanismos (93). Se expresan en el
nucleo de células eucariotas y pueden localizarse en intrones o exones
de genes codificantes de proteinas, o en regiones no codificantes del
genoma (94).

Solo se conoce la funcion biolégica de unos pocos miARNs y el
criterio establecido para clasificarios excluye le demostracion de su
funcion. Sin embargo, se propuso una clasificacién filogenética como
posible indicacion indirecta de su funcion (95).

Los ARN (ARNi) de interferencia son moléculas de RNA gue pre-
sentan la capacidad de interferir post-transcripcionaimente con el
ARNm (96). Los ARNi se clasifican en tres clases principales en base
a su origen o a los componentes a los cuales se acoplan. La primera
clase son los miARNSs, la segunda corresponde a los siARNs. Ambos
son generados a partir del mismo precursor (ARN doble cadena).
La tercera clase corresponde a ARNs asociados a la proteina Piwi
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(piARNS). Estas ultimas son de mayor tamafio (26 a 31 nucleétidos)
y se generan de forma independiente de Dicer.

Dichas moléculas conservadas filogenéticamente parecen haber
surgido como mecanismo de defensa contra los virus (97, 98).

Biogénesis

Luego de la activacién de la transcripcion, las ARN polimerasas
II o III intervienen generando una estructura de ARN en forma de
Horquilla constituyendo el transcripto primario del micro ARN (pri-
miR)5(93). Estos pueden estar contenidos en diferentes regiones gé-
nicas; intrénica, exdnica o en una regién no traducida (UTR) pri-miR,
al igual que el ARNm, se encuentra poliadenilado y tiene CAP en el
extremo 5'(99). Cada pri-miARN puede contener uno 0 mas miARN.
La mayoria estén organizados en grupos o “clusters” dentro de una
misma regién cromosdmica con patrones de expresién similares, por
lo que su transcripcion se realiza en forma de policistrones que estan
bajo la regulaciéon de un mismo promotor (100).

Dentro del ntcleo, el complejo Dosha/DGCRS8 se encarga de cortar
los extremos del pri-miR, dando lugar al precursor del miR maduro
(pre-miR), con un tamafio aproximado de 70-100 nucleotidos(94).
Dicho proceso permite que el factor nuclear de exportacion (Exportina
5) reconozca al pre-miARN vy lo transporte al citoplasma de manera
dependiente de RAN guanosina trifosfato, proteina nuclear relaciona-
da a Ras (Lund et. al., 2004) (101). En el citoplasma otro complejo
formado por ARNasa, Dicer y la proteina activadora de unién a ARN
(TRBP) se encargan de procesar y generar una molécula de ARN de
doble cadena de 19 a 25 nucleétidos.

Este duplex de ARN se asocia a un complejo proteico denominado
complejo silenciador inducido por ARN (RISC), cuyos componentes
mas importantes son la proteina Argonauta 6 (Ago 6). Este complejo
selecciona una de las dos cadenas para que actué como guia constitu-
yendo de esta manera el miARN maduro. La cadena complementaria
se degrada por accidn de una proteina del complejo RISC, Argonauta
2 (Ago 2)(102).
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Se piensa que Risc selecciona la cadena con menor estabilidad
termodinamica, como la cadena guia y degrada al mismo tiempo la
cadena complementaria. Sin embargo Ro y colaboradores mostraron
evidencias de que ambas cadenas son susceptibles de incorporarse
a Risc y co-existir en ciertos tejidos(103).
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MECANISMO DE ACCION

El complejo miR-RISC (miRISC) puede establecer un apareamien-
to de bases con una secuencia de 6 a 8 nucleotidos que se localiza
en la regién 3’ UTR del ARNm, denominado secuencia semilla (104,
105).

Esto conduce a la degradacion del ARNm o a la represién de su
traduccion, el grado de dicha asociacion parece ser uno de los de-
terminantes del mecanismo de represion

Si la asociacion es casi perfecta, entonces se procedera a la de-
gradacién del ARNm donde requiere la participacién de Ago 2.

Cuando la asociacién es menor entonces se procedera a la re-
presién de la traduccién. En dicho mecanismo actla Risc silenciando
o bloqueando el ARNm, este Ultimo ocurre con mayor frecuencia en
mamiferos. Se ha planteado que el bloqueo ocurre durante la tra-
duccién, ya sea en el inicio o en la elongacion.

La represion de la traduccién puede ocurrir al inhibirse el ensam-
blaje de la subunidad ribosomal 60s al complejo de iniciacion de la
traduccion (106).

Los ARNm que han sido silenciados por los mecanismos men-
cionados son secuestrados en estructuras denominadas cuerpos P.
En dichas estructuras estan presentes las enzimas encargadas de
la degradacion del CAP 5’; Dcpl/Dcp2 y la exonucleasa 3’-5' y las
que eliminan de manera progresiva la poliadenilacion en 3’ como el
complejo Ccrd4p/Pop2p/Not. El complejo Risc también se encuentra
en los cuerpos P (107).

Sin embargo, la accién de los miARNs no solo se limita a inhibir
la expresién génica, sino que de manera opuesta, su presencia y
asociacién a otros factores puede inducir e incrementar la traduccién
del transcripto sobre el que hacen efecto(108).
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Salido-Guadarrama |. et al. 193

5‘-GCGGUUAUAAAUG(iIl\(!:(ﬁ(ﬁI?llJ-s 5"AGGGAGACCAGUU(';ESiU|CA(TU|(|5-3'
3 -AAUAUCCAAUCCUGUGCUGCUA-£ 3 .UGAAGGUGGCCCCCCAAUACAC-S
Semilia Semilla
Complementariedad perfecta Complementariedad No perfecta

Identificacion de los miARNs

Para poder entender los miARNs y sus funciones, se requiere pre-
viamente el aislamiento e identificacion de los mismos expresados
en células y organismos de interés.

La clonacion de cDNA y posterior andlisis de las secuencia han
permitido la identificacion de cientos de miARNs en una gran diversi-
dad de especies. Mediante el desarrollado de numerosos algoritmos
matematicos que permitieron predecir miARNs a partir del genoma,
estimaron la existencia de 2000.

Los analisis mediante northern blot y microarray se utilizaron con
frecuencia para ensayar la expresién de ciertos miARNs en células
y tejidos especificos. La creacién de organismos mutantes permite
determinar la funcidon normal de dichas moléculas. Sin embargo dicho
analisis, no es aplicable a numerosos mamiferos.

Identificacion de los miRNAs en librerias de ARN de pequefio
tamafio

Las librerias de ADNc son una aproximacién utilizada para iden-
tificar miARNs de novo. Para trabajar con dichas moléculas, se uti-
lizd de un protocolo general para clonacion de ARNi. A pesar de ias
modificaciones realizadas en dicho protocoio, todas siguen el mismo
principio (poner figura): el ARN es separado en un gel de poliacrila-
mida desnaturalizante y se recoge la fraccion de un tamafio de 20-
25 pb. Luego los adaptadores 3’y 5’ se unen a los ARNSs, se realiza
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un RT-PCR y los fragmentos resultantes se clonan en vectores para
crear una libreria de ADNc. Luego, dichos clones son secuenciados y
analizan para determinar el orden gendémico.

Para la sintesis de |la primera hebra el adaptador 3’ necesita unirse
al miARN para introducir un sitio y de esa manera permitir la unién
del cebador utilizado en la transcriptasa reversa. Existen diversas
variantes para dicho paso, como desfosforilar antes del ligamiento los
ARNs de pequefio tamafio evitando de esta manera la recircularizacion
de miARNs. También el adaptador 3’ puede preadenilarse, evitando
desfosforilar los ARNs pequefios. Otra alternativa es que la unién del
adaptador 3’ puede sustituirse si se le ahade una cola de poli (A) a
los ARNs de pequefios tamafios usando una polimerasa poli(A).

Previamente a la transcripcion reversa, el adaptador 5’ se liga al
producto de ligamiento del adaptador 3’ purificado en gel. Posterior-
mente los cADNs amplificados por PCR se clonan en vectores para
incrementar la longitud de la secuencia informativa.

Para incrementar el numero medio de tags (pequefias secuen-
cias nucleotidicas de un segmento) de ARNs de pequefios tamafios
se emplea el andlisis en serie de expresién génica (SAGE), el cual
reduce los costos de secuencias de las librerias de ARN de pequefio
tamafio e incrementa el rendimiento.

Las técnicas de secuenciacion convencionales pueden remplazarse
por secuenciacién masiva (109).

Prediccion bioinformatica de genes de miARN

A partir del clonado de las secuencias el siguiente desafio consiste
en realizar una prediccion informatica. Para dicha prediccidén se han
desarrollado numerosas aproximaciones que pueden ser agrupadas en
base a: conservacion filogenética, estructura secundaria, estabilidad
termodindmica de las horquillas, etc.

Los primeros métodos de prediccion se basan en el criterio de
conservacion. Mediante el software MirScan se identificaron y alinea-
ron horqguilias conservadas en base a su similitud con miARNs. Otro
software basa en la conservacion es Snarloop, utilizado para estimar
214 candidatos de miARN en C. elegans. Mediante el software miR-
Seeker se estimaron 48 candidatos de miARN.

Xie et. al encontraron en regiones 3' UTR de los genes motivos
conservados y altamente representados que algunos corresponden
con secuencias seed de los miRNA, Dichas secuencias estan constitui-
das por siete u ocho nucledtidos del miARN y son de gran importancia
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en la interaccion de estos y su diana. Dichos investigadores usaron
motivos que no emparejaron con miARNs conocidos y estimaron 129
nuevos candidatos en humanos.

El software RNAz combina la estabilidad termodindmica vy la
conservaciéon de la estructura secundaria para predecir ARNs no
codificantes.

Actualmente hay varios métodos basados en alineamientos, para
identificar homologos de miARN ya conocidos. Dichos métodos buscan
secuencias gendmicas que puedan alinearse con los miARN, tanto a
nivel estructural como de secuencia (109).

Tipos de miRNA

El primer miARN descubierto fue Lin-4, el cual regula la transicion
de las fases de desarrollo del nematodo Caenorhabditis elegans. El
descubrimiento de Lin-4 y la diana que inhibe la traduccion de forma
especifica, puso en manifiesto un nuevo mecanismo, de regulacion
genética durante el desarrollo. A pesar del intento de encontrar otros
miARNs homologos, no se produjo hasta varios afos después, con
el descubrimiento de Let-7(110, 111). Los integrantes de la familia
miRs let-7 se caracterizan como genes supresores tumorales, repri-
miendo oncogenes como ras, myc y HMGA2(112). Su expresion se
ve disminuida en el cdncer de puimdn (113).

La forma de expresiénde los miARNsdepende del tipo celular y
tejido17. Dichas moléculas participan activamente en la regulacion
de procesos celulares tales como la proliferacién, diferenciacion y
apoptosis.

Hay evidencias que indican que la expresién de dichas moléculas
pueden verse alterada en cancer y que ciertos cambios estan impli-
cados en el proceso de carcinogénesis, donde actlan a veces como
oncogenes (oncomiRs) y supresores tumorales (114).

La evidencia inicial de participacién de los miRNAs en cancer se
observo en la leucemia linfocitica cronica de linfocitos (B-CLL), debido
a que en mas de la mitad de los pacientes con este tipo de cancer
presentan una delecion cromosémica, que codifica para dos trans-
ciptos que corresponden a los miR-15 y miR-16 (codificados en la
regién cromosoémica 13g14). Dichos miRNAs se encuentran ausentes
0 sub-expresados en tejidos de pacientes con B-CLL (115). Ademas
se identificd que dichos marcadores tenian como blanco de accién
la region 3’ UTR del transcripto del gen BCL2 (potente inhibidor de
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la apoptosis), sugiriendo una actividad supresora de tumores para
ambos miRNAs.

Gran cantidad de los miRNAs son propensos a sufrir amplifica-
ciones, deleciones o re-arreglos en tumores malignos, reforzando
la hipdtesis de la importancia de estos en la patogénesis cancer.
Numerosos estudios indican que los miRNAs se expresan de forma
anormal en dferentes tipos de céanceres humanos (poner el cuadro).
Ademas, mas del 50% de los genes que transcriben para estos RNAs,
se ubican en sitios de inestabilidad gendmica asociados al desarrollo
de cancer (116).

Por lo tanto la funcidn como tumor supresor de un miARN se da
cuando la proteina que controla es una oncoproteina, y el miARN
se expresa e inhibe la traduccién de la oncoproteina. En cambio la
funcién como oncogen de un miARN (oncomiRs), se da cuando el
miARN controla la expresion de una proteina supresora de tumores
y se expresa e inhibe la traduccion del supresor de tumores (117).
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Ademas de miR-15 y miR-16 existen otros miR que se ven dis-
minuidos en las células tumorales. Por ejemplo, el miR-143 y miR-
145 en céncer colorrectal; miR-145 en cancer de mama; let-7 en
cancer de pulmoén; miR-29 en LLC y en la leucemia mieloide aguda
(LMA);etc (118).

La familia del miR let-7 se encuentra conservada en varias es-
pecies como C. elegans, Drosophila y vertebrados. Su expresion se
encuentra disminuida en tejido tumoral y la expresién de la proteina
RAS se encuentra incrementada en relacion al tejido normal.

Otro blanco de let-7 es el transcripto del gen HMGA2, que tiene
un conocido papel oncogénico en varios tumores (119).

Como se mencion6 anterioremente, ademas de actuar como
supresores de tumores puede actuar como oncogenes (oncomiRs).
Como es el caso del miR-155, miR-21, los miembros del cluster miR
17-92, etc.

El miR-155 se encuentra aumentado en linfomas de Burkitt, lin-
foma difuso de células B grandes, linfoma mediastinico y linfoma de
Hodgkin. Estacodificado en la region terminal del gen BIC, aparen-
temente relacionado con [a inflamacion, cancer e inmunidad, como
también con el mal pronéstico del cancer de pulmén (118).

El miR-21 se encuentra sobre-expresado en cancer de mama y
se relaciona con la supervivencia y proliferacién celular, que regula
los genes supresores de tumores PTEN, PDCD4 y TMP1. Tambien
esta sobre-expresado en ovario, pulmén y glioblastoma. En cancer
de colon y pancreas se ha relacionado con la baja supervivencia y
poca respuesta a los tratamientos (110).

El grupo o cluster miR-17-92 codifica a siete miRNAs. Constituido
por el miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18, miR-19a, miR-19b-1, miR-
20 y miR-92. Estan localizados en un intron dentro de la regién del
cromosoma humano 13g31. 3 y frecuentemente estd amplificado en
diversos tipos de linfomas y tumores solidos (119, 120). Los miR-
17-5p y miR-20 regulan la traduccidon de E2F1, un conocido factor
de transcripcién nuclear (118).

También Liu et. al han demostrado el rol de miR-31 como onco-
miR en el CPCNP, donde actdan reprimiendo genes supresores de
tumor (121).

El oncomiR-21 presenta niveles incrementados en cancer de pul-
mon tanto en pacientes fumadores como no fumadores. Actla en el
crecimiento celular e inhibe la apoptosis, favoreciendo el crecimiento
tumoral y metdastasis (122).
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Aparentemente el papel principal de los miRNAs oncogénicas se-
ria regular negativamente a genes supresores de tumores y de esta
manera favorecer |0s procesos invasivos y de metastasis.

Algunos de los miARNs relacionados con el cancer pueden sinte-
tizarse en la siguiente tabla (123).

@ JDe Cciorﬂlado“o
infrarregulado en LLC B;
regulacién negativa del gen

Cromosoma 13q1

BCL-2
miR-143, Cromosoma 5q32-33 Disminuido en CCR; TS
miR-145 infrarregulado en CM,

prostata, cérvix y linfoide:
miR-145 esta disminuido en
M.
miR-21 Cromosoma 17qg23.2 Factor anti-apoptético, oG
suprarregulados en GBMy
CcMm.
Familia let-7 Multiples loci Regulacién negativa del 1S
oncogen RAS. Disminuido
en CP
BIC/miR-155 Cromosoma 2121 Suprarregulado en linfoma 0G
de burkitt, Hogdkin,
primario mediastinico y
difuso de células By en CM.
Cluster Cromosoma 13q31-32 Suprarregulado por MYC; TS/0G
miR-17-92 Modula negativamente al
oncogen E2F1; LOH en
hepatocarcinoma;
sobreexpresado en
linfomas B.

UTILIDAD DE LOS MIARNS

Uno de los retos actuales seria correlacionar la expresion de los
miRNAs en diversas neoplasias, asi como encontrar su papel como
biomarcadores y evaluar su valor terapéutico.

Para el estudio de dichas moléculas se han utilizado diferentes
estrategias como generaciéon de mutaciones puntuales, desarrollo de
microarreglos especificos para conocer su perfil de expresion, sondas
antisentidos para bloquear las funciones, etc (124, 125).
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A partir de su descubrimiento se han postulado diversas aplica-
ciones de los microARNs. La mayoria de las veces un solo miARN
regula la expresién de varios genes con funciones relacionadas y asi
modifican procesos bioldgicos complejos. Dichas moléculas estarian
implicadas en la fisiopatologia de muchas enfermedades asociadas a
proliferaciéon celular y apoptosis. Reprimiendo la expresién de genes
tanto proapoptoéticos como antiapoptéticos.

Actualmente se esta evaluando si los microARNs pueden usarse
como marcadores de progresion de las enfermedades, como factores
prondsticos y para estratificar el riesgo, principalmente en el &rea de
la oncologia ya que podrian comportarse como supresores de tumores
y oncogenes (126).

También se esta evaluando su relacion con diferentes clases de
tumores como cancer de préstata, carcinomas escamosos de cabeza
y cuello, cancer de mama, leucemia linfoblastica aguda, mesoteliomas
malignos, entre otros (127, 128).

Estudios recientes con miR-26a, demostré un efecto antiprolife-
rativo inducido en la linea celular HepG2 de humano. En ratones, se
evidencio que en el 80% de los casos desaparecio el tumor al introdu-
cir la secuencia de dicho miRNA, en 20% de ellos el tumor se redujo
de tamano. Por lo tanto, la re-expresion de miR-26a puede tener una
aplicacién clinica como desarrollo de estrategia terapéutica (129).

Sin embargo, para poder utilizar dichas moléculas como agentes
terapéuticos se requiere dilucidar claramente su funcion y sus me-
canismos de accion tanto in vitro como in vivo.

También existe una gran expectativa sobre la utilizacién en el
desarrollo de estrategias terapéuticas en el cancer de pulmén. La
resistencia a la quimio y radioterapia son una uno de los principales
problemas actuales del tratamiento. La expresion algunos miRs ha
sido implicada en mecanismos de resistencia terapéutica en el can-
cer de pulmodn, dejando abierta no solo la posibilidad de orientar el
tratamiento en base el perfil de miRs, sino también la eventual mo-
dulacion de los mismos para incrementar la sensibilidad del tumor a
la quimioterapia (130).

Cabe resaltar que en la mayoria de los estudios se basan en la
deteccién de los miARNs en los tejidos pero también pueden ser
detectados en sangre periférica y podrian ser usados como biomar-
cadores potenciales.
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Los microARNs se han convertido rapidamente en un objeto
farmacoldgico para el tratamiento de enfermedades vasculares. El
descubrimiento de los anti-miR (oligonucledtidos antisentido con la
secuencia reversa complementaria a ios miARN) y los miARN- imita-
cién (ARN sintético en el que una hebra es idéntica al mi-ARN maduro
y esta destinada a imitarlo) han permitido inhibir la actividad de los
miRs individuales in vitro e in vivo (131, 132).



= | AspEEtus Moleculares del
- Envejecimiento celular
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Prof. Agregada Dra. Ana Marifio
Sebastian Rodriguez

El envejecimiento es un proceso irreversibie que afecta de forma
heterogénea a las células que conforman los seres vivos, las cuales,
con el paso del tiempo, se ven sometidas a un deterioro morfofuncio-
nal y molecular que genera el proceso apoptoético y lleva a la muerte
de la célula individual y en su conjunto en los diferentes 6rganos y
tejidos. (133). En el Uruguay la expectativa de vida al nacer de la
poblacién total es de 76, 41 afios, hombres: 73, 27 afios, mujeres:
79, 66 afios (2011) Las bases que sustentan este proceso involutivo
son mediadas por factores tanto ambientales, dietéticos y genético
moleculares. (134, 135, 136). Segun algunas de las teorias mas
reconocidas sobre el envejecimiento, los seres vivos han sido dise-
fiados para reproducirse, luego involucionar hasta su extincidn dado
que la evolucion ha optado por favorecer la reproduccion frente a la
inmortaiidad. (136). Esto es debido a que la expectativa de vida en
los humanos no cruza mas alla de la séptima década y, ademas, a que
son muchas las personas de edad que desafortunadamente sufren,
en mayor o menor medida, un deterioro de sus capacidades fisicas
e intelectuales, sobre todo cuando el envejecimiento se acompafia
de enfermedades neurodegenerativas como las demencias vascula-
res, la enfermedad de Parkinson o la de Alzheimer, cuya incidencia
aumenta exponencialmente en funcion de la edad. El envejecimiento
no es una enfermedad, y eso explica en parte la resistencia de esta
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etapa de la vida a ser definida en forma categodrica. Los pacientes
de edad avanzada sucumben a enfermedades, entre las cuales cabe
destacar las cardiovasculares, las demencias, cancer, etc. Estas son
enfermedades asociadas al envejecimiento, ya que el proceso de
deterioro de la capacidad funcional deja al individuo expuesto a que
se manifiesten los sintomas caracteristicos de ellas. Finalmente, es
importante destacar que la calidad de vida se encuentra desmedrada
ademas por otros factores bioldgicos tales como la falta de resistencia
a infecciones debido a la ilamada “inmunosenescencia”, (137, 138).
El aumento rapido y acelerado de la longevidad es un fenémeno
gue se estd observando a nivel mundial, y no sélo en los paises mas
desarrollados. De hecho, los grupos etarios que demuestran el ma-
yor crecimiento proporcional son justamente aquelios de individuos
mayores de 65 afos e incluso aquellos mayores a 85 afnos.

No hay consenso en cuanto a las vias moleculares involucradas,
pero al menos en levaduras, se ha propuesto que parte del mecanismo
podria incluir la activacion de sirtuinas (deacetilasas dependientes
de NADH).

Ademas de la restriccion calérica, hay otras vias de estudio en la
que el uso de modelos animales puede ser provechoso. Una de ellas
es la biologia comparada. Interesantemente, el proceso de enveje-
cimiento ocurre de manera similar en muchas especies. ocephalus
glaber (naked mole rats) y los murciélagos son mamiferos de tamafio
y fisiologia similares a los ratones, y sin embargo, tienen una longevi-
dad cercana a los 40 afios, mas de 10 veces la longevidad de un ratén
de laboratorio. El mecanismo que usan para mantener esa longevidad
es actualmente desconocido. Hay muchos casos similares en los que
el estudio de biologia comparada podria dar luces importantes sobre
el envejecimiento. La via genética mejor caracterizada respecto a
su efecto en el envejecimiento es la via de IGF (139). Es asi como
se ha encontrado que mutaciones en gran parte de los genes que
median la transduccion de sefiales a partir de IGF llevan consigo un
aumento de la longevidad (media y maxima). Estos resultados han
sido confirmados en ratones, aungue aln no ha sido esclarecido si el
efecto es realmente a través de IGF, o a través de insulina. Diferen-
tes subpoblaciones de linfocitos T modifican su fenotipo durante el
envejecimiento (140), incrementando la proporcion de linfocitos T de
memoria, esto como una consecuencia de la experiencia inmunolégica
que se adquiere conforme se incrementa la edad. Este cambio se
presenta, tanto en linfocitos T CD4+ como en linfocitos T CD8+. La
expresion de marcadores asociados con memoria como CD44 y CD62L
(L-selectina) también puede ser modificada. Aunque los linfocitos T
con fenotipo de memoria se incrementan con la edad, existe poca
evidencia que sugiera que su funcion es alterada. Sin embargo, uno
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de los cambios cualitativos mas relevantes que se han descrito en
la poblacion de linfocitos T de memoria es la aparicion de multiples
expansiones clonales dentro de los linfocitos T CD8+. Asimismo, de
manera interesante se ha observado que estas células pierden mo-
Iéculas co- estimuladoras como CD40L y CD28. La disminucion en la
expresion de CD28 refleja una respuesta compensatoria que establece
el sistema inmunitario durante el envejecimiento para enfrentar la
continua estimulacion antigénica. El acortamiento en la longitud de
los telémeros, asi como la pobre respuesta proliferativa, son otras de
las caracteristicas que podemos observar en los linfocitos T CD8+ que
han perdido moléculas co-estimuladoras. Linfocitos B, los cambios
inmunolégicos en el repertorio y desarrollo de los linfocitos B que se
han asociado al proceso del envejecimiento incluyen cambios en las
especificidades de los anticuerpos, de antigenos extrafios hacia au-
toantigenos, cambios en los isotipos de los anticuerpos, por ejemplo,
de inmunoglobulina G (IgG) a inmunoglobulina M (IgM), y cambios
en las afinidades de los anticuerpos, de alta a baja afinidad (140).

El hecho de que la produccion de anticuerpos dirigidos contra
antigenos extrafios o exégenos es menor en el adulto mayor que en
los individuos jovenes, llevd a generar la idea de que en la vejez se
desarrolla un estado de inmunodeficiencia. Sin embargo, esta inmuno-
deficiencia no es secundaria a una menor produccion de anticuerpos,
sino a que los anticuerpos producidos contra antigenos exdgenos se
encuentran disminuidos, mientras que la produccion de anticuerpos
dirigidos contra antigenos propios esta incrementada. A pesar de la
presencia de estos defectos en la inmunidad humoral hacia antigenos
exdgenos, no se han encontrado alteraciones en la concentracion
sérica de las inmunoglobulinas (141).

TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO TEORIA DE
RADICALES LIBRES

1. Propuesta por Harman en 1956. La teoria es simple, y estipula
que el envejecimiento ocurre como consecuencia del dafio acumulativo
producido por los radicales libres que se liberan como resultado de
la respiracion. Hay una extensa literatura que sugiere la validez de
dicha teoria, y efectivamente se ha visto en una variedad de modelos
animales, que el tratamiento con antioxidantes es beneficioso para
la salud del animal, o el desarrollo de enfermedades asociadas al
envejecimiento (142). Por otro lado, estudios genéticos no han sido
concluyentes, y principalmente negativos respecto a un efecto sobre
la longevidad misma. Trabajos iniciales por Sohal y cols. mostraron
gue en Drosophila, la sobreexpresion de superdxido dismutasa mas
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catalasa lleva a un aumento en la longevidad. Estos estudios han
sido dificiles de repetir, incluso por el mismo grupo que los publicé
inicialmente. Los radicales libres parecen jugar un rol importante en
la patologia vy fisiologia del individuo anciano. Sin embargo, ellos no
parecen jugar un rol en el envejecimiento en si, ya que con algunas
excepciones, su manipulacién en general no lleva a cambios en la
vida media o maxima. El estrés oxidante puede generar un ambiente
muy adverso o condiciones extremas en los sistemas bioldgicos. Un
rapido indicador de que el sistema se encuentra en estrés oxidante
es el incremento en la respuesta antioxidante y/o un incremento en
los niveles de ERO endogenos (141).

2. Senescencia celular, teléomeros. En los afios 60, L. Hayflick
observo que las células de mamifero tenian una longevidad limitada,
lo que lo llevé a proponer que ese fenomeno representaba el enveje-
cimiento a nivel celular. Especificamente, el fenédmeno observado por
Hayflick es que las células en cultivo se pueden multiplicar un ndmero
fijo de veces (60-70 en humanos, 8-10 en ratones), y luego de eso
se mantenian vivas, pero eran incapaces de proliferar nuevamente.
Ahora sabemos que este llamado “fendmeno de Hayflick” o “senes-
cencia celular” ocurre como resultado del acortamiento gradual de
los telomeros, que ocurre cada vez que una célula se divide.

3. Células madre y células troncales. Se ha propuesto que el
envejecimiento y el descenso en la capacidad de regeneracién vy
respuesta a estrés, podrian ser debidos a un agotamiento en las
céluias troncales (144). Es un tema muy vigente, sobre el cual so-
lamente empezamos a conocer. Muchos tejidos responden a injurias
mediante la activacion de células troncales locales, tales como las
células satelitales del musculo, lo que lleva a la reposicién de células
dafiadas y eliminadas, por ejemplo por apoptosis. Otros tejidos, como
el pancreas y el higado, parecen utilizar un mecanismo diferente, a
través del cual células diferenciadas son capaces de desdiferenciar-
se, proliferar, y re-diferenciarse. Aun en otros casos, tejidos como el
corazdén son capaces de regenerarse luego de un infarto mediante el
reclutamiento de células troncales de la médula 6sea. Citogenética-
mente, el envejecimiento celular esta asociado con cambios celulares
importantes, donde se incluyen arresto del ciclo celular, tamafio celu-
lar aumentado y/o heterogéneo y una frecuencia elevada de células
con aberraciones cromosomicas. Varios estudios han demostrado
que las anormalidades cromosomicas, incluyendo la frecuencia de
microntcleos, aumentan progresivamente con la edad en las células
somaticas. También es interesante el hecho de que las enfermedades
neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson, presenten frecuencias mucho mas altas
de micronucleos en linfocitos de sangre periférica (134).



AspecTos MOLECULARES DEL ENVEIECIMIENTO cELULAR // 115

MANIFESTACIONES DEL ENVEJECIMIENTO A NIVEL
CITOGENETICO

En el caso de la enfermedad de Alzheimer, existe también eviden-
cia de que la frecuencia de células con trisomia 21 es elevada.

La técnica de FISH permite poner de manifiesto acortamiento
de telémeros, deteccion de dafios en el ADN. Las principales venta-
jas de FISH incluyen una alta sensibilidad, una relativa facilidad de
realizacién y el gran nimero de metafases y/o nlcleos interfasicos
que se pueden analizar en un corto tiempo. Una forma de encontrar
posibles genes relacionados al envejecimiento es la busqueda de las
diferencias genéticas entre los individuos centenarios y los de media-
na edad. La mayoria de estos trabajos se han centrado en estudiar
genes candidatos genotipificacién por medio de polimorfismos de
nucledtido simple o SNPs, por sus siglas en inglés y no en el andlisis
de todo su genoma. Aunque se han descrito diversos polimorfismos
en individuos longevos, sélo dos de estos genes (FOXO3A y APOE) se
han visto asociados consistentemente con la longevidad en diversas
poblaciones (143). La epigenética se define como los cambios en la
expresion génica independientes de modificaciones en la secuencia
del ADN, y que son potencialmente heredables. A diferencia de la
genética donde la entidad de estudio que marca las caracteristicas
de los seres vivos - los genes- se mantiene constante durante el
ciclo de vida, los cambios epigenéticos son dindmicos y reversibles.
Estos estudios llevaran a la identificacion de nuevos biomarcadores
que pudieran ser utilizados como indices de la edad fisioldgica.
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PROLOGO

El principal legado de la epidemiologia del cancer parece ser el
reconocimiento de que un conjunto de exposiciones exdégenas son
responsables de la mayoria de los canceres (Doll y Peto, 1981).

Mas de 1 billon de individuos tienen sobrepeso a nivel mundial,
y mas de 300 millones son obesos, estos datos de la Organizacion
Mundial de la Salud 2003 ya sefialaban la importancia de la pandemia
de obesidad (1).

Uruguay no escapa a la pandemia. Los datos de la Ultima encuesta
nacional de sobrepeso y obesidad (ENSO II, 2009) sefialan que mas
de la mitad de la poblacién tiene sobrepeso y 1 de cada 5 adultos es
obeso (2). El ENSO nifios subraya que 1 de 4 nifios tiene sobrepeso
y 1 de cada 10 es obeso (3).

La obesidad es causa conocida de cancer. Es interesante, que
exceptuando el cdncer de mama, el cancer vinculado a la obesidad
predomina en el abdomen, donde predomina la grasa intrabdominal o
grasa metabdlica, promotora de inflamacién crénica, piso de las epi-
demias cardiometabdlicas vinculadas a la insulinoresistencia (4).

En el 2003 investigadores de la Sociedad Americana de Cancer
analizaron datos de obesidad y cancer en 900, 000 adultos, monito-
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rizados durante 16 afios (5). Los resultados fueron que la mayoria de
las mujeres obesas presentaban un incremento de 62% de morir por
cancer y los hombres un 52%. El rango de canceres incluyé colorectal,
higado, vesicular biliar, pancreas, eséfago, rifién, prostata, mama,
Utero y ovario. La conclusién fue que el sobrepeso se asociaba a casi
el 20% de todas las muertes por cancer en Estados Unidos.

Tanto en animales como en humanos el cancer se comporta mas
agresivamente que en los individuos delgados, esta observacion ha
llevado a la hipdtesis de que la grasa determina un microambiente
que facilita su desarrollo.

Es bien conocido que el tejido adiposo expandido determina un
estado inflamatorio crénico con reclutamiento de moléculas del sis-
“tema inmune que a su vez estimulan el desarrollo de nuevos vasos
_sanguineos para el aporte de oxigeno y nutrientes (6). Este micro-
“ambiente estimula el crecimiento del cancer.

En este momento una de las puntas de investigacion en obesidad
y cancer es entender mas este microambiente para poder bloquear
su facilitacion en el desarrollo del cancer.

Investigaciones en el bloqueo de elementos claves de crecimiento
del tumor “mamifero”, el bloqueo de elementos derivados del adipocito
con inflamacion: los factores endotréficos, en cytoquinas, en perici-
tos y adipocitos donde crece el tumor. Los avances son promisorios,
en los préoximos afios veremos varios fdrmacos que combatiran ese
microambiente obesdgeno promortor y acelerador del céncer.

INTRODUCCION AL TEMA

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacién
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud
(145). El indice de masa corporal (IMC) es una indicacion simple de
la relacion entre el peso en kg y la talla en metros cuadrados, se
utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad
en los adultos, tanto a nivel individual como poblacional. Es consi-
derada como uno de los problemas sanitarios mas importantes en
los paises desarrollados (145). Se vincula en forma directa con la
aparicién de distintas enfermedades como diabetes mellitus tipo 2 y
con el incremento del riesgo cardiovascular a través del mecanismo
de resistencia a la accion de la insulina, y también con ciertas formas
de cancer (146).

Algunos factores que se han relacionado con el aumento de la
incidencia de cancer en poblaciones obesas, son el metabolismo de
azucar, como por ejemplo, el aumento de la resistencia insulinica, la
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hiperinsulinemia crénica y otros factores relacionados con el meta-
bolismo de hormonas esteroideas; y el microambiente inflamatorio
del tumor. Por lo tanto, comprender dichos mecanismos nos aportara
una nueva visién de la patogénesis del cancer (147).

Se ha establecido que el sobrepeso, el sedentarismo y su resul-
tado en aumento de la adiposidad corporal, aumenta el riesgo de
muchos canceres. Los mecanismos por los cuales la obesidad afecta
la mortalidad y la incidencia del cdncer son mal comprendidos. Sin
embargo, se conoce que los adipocitos no solo acumulan energia, sino
que también secretan una gran variedad de sustancias bioactivas que
pueden afectar los procesos proliferativos. Los elevados acumulos
de grasa corporal también promueven la resistencia insulinica que
puede aumentar las hormonas sexuales y puede aumentar el riesgo
de padecer canceres sensibles a hormonas.

MECANISMOS QUE RELACIONAN OBESIDAD Y RIESGO
DE CANCER

El tejido adiposo constituye un érgano endocrino y metabdlica-
mente activo, que ejerce su efecto en la fisiologia de otros tejidos.
(148) Entre sus funciones, el tejido adiposo libera acidos grasos libres,
hormonas peptidicas como leptina, adiponectina, resistina y factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-3).

La liberacién de estas sustancias produce un aumento en la re-
sistencia a la insulina (un estado metabdlico caracterizado por una
respuesta reducida por parte del tejido - musculo, higado, tejido adi-
poso - a la insulina) y a una hiperinsulinemia compensatoria (149).
Existe evidencia creciente epidemioldgica y experimental que indica
que la exposicidn crénica a niveles plasmaticos elevados de insulina,
aumenta el riesgo de cdncer de colon (150, 152) y endometrio (152),
y probablemente otros tumores (por ejemplo, tumores de pancreas
o de rifién) (153, 154). Los niveles séricos de factor de crecimiento
similar a la insulina - 1 (IGF1); una hormona peptidico que regula
la proliferacion celular en respuesta a la disponibilidad energética
proveniente de la dieta y de las reservas del organismo - también
se asocian con diferentes formas de cancer. Sin embargo, no existe
una relacion simple directa entre los niveles circulantes de IGF1 vy el
grado de adiposidad. (155) Ademas, el tejido adiposo expresa varias
enzimas metabolizantes de hormonas esteroideas, siendo una fuente
importante de estrogenos circulantes en las mujeres posmenopausi-
cas. Estos estrdgenos se sintetizan a partir de precursores andrége-
nos, secretados por las gdénadas o por las glandulas suprarrenales.
El IMC estd directamente relacionado a los niveles circulantes de
estrona y estradiol (156, 157, 158). En adicién a este fendmeno, los
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niveles elevados de insulina pueden aumentar la sintesis ovarica y
suprarrenal de andrégenos. Este fendmeno de aumento de hormo-
nas esteroideas puede explicar el aumento de riesgo de cancer de
endometrio en todas las mujeres independientemente de su estado
estrogénico y de cancer de mama en mujeres posmenopausicas. En
estos dos tipos especificos de tumores, la experimentacion ha de-
mostrado el importante rol de los estrégenos vy la progesterona en la
regulacion celular de la diferenciacién, proliferaciéon y la induccidn de
apoptosis (159, 160). Entre un 4 a 8 % de mujeres posmenopausi-
cas que tienen obesidad y un incipiente perfil de insulinoresistencia
pueden causar o agravar los sindromes del exceso de andrégenos
ovéricos (sindrome de ovario poliquistico) y deficiencia crénica de
progesterona, existe una evidencia sélida de que estos sindromes asi
como una reducida produccion de progesterona aumentan el riesgo
de cancer endometrial.

Actualmente existen numerosos estudios con el fin de verificar
la existencia de una vinculacién entre estados de obesidad y ciertos
tipos de cancer (161, 162). En base a distintos estudios, la obesidad
constituye un factor de riesgo importante para el desarrollo de cier-
tos tumores malignos como adenocarcinoma de préstata y cancer
colorectal en varones y el de endometrid, mama y ovario en mujeres
(163). La alteracion de un interruptor molecular recién descubierto
en células de grasa blanca permitié a los ratones de un experimento
llevar una dieta alta en calorias, sin liegar a ser obesos o desarrollar
resistencia a la insulina, segin han publicado en Cell cientificos del
Instituto del Cancer Dana-Farber. Los investigadores afirman que
estos resultados constituyen el primer eslabon molecular conocido
entre la termogénesis (quema de calorias para producir calor) y el
desarrollo de la inflamacion en las células grasas. Los investigado-
res, dirigidos por Bruce Spiegelman, descubrieron que la proteina
TRPV4 es altamente expresada en las células de grasa blanca - que
almacenan el exceso de calorias y se congestionan en personas
obesas. Los investigadores encontraron que los animales obesos que
habian tenido crias con hembras de peso normal mostraban sefiales
moleculares en sus espermios que conducian a la obesidad y a la
diabetes hasta dos generaciones después, incluso si la descendencia
comia de forma saludable. Es importante tener en cuenta que las
caracteristicas genéticas de la raza humana se han modificado muy
poco desde la era paleolitica, desde entonces no se han producido
cambios importantes en el genoma, lo que indica que nuestros genes
son semejante a los del hombre de esa época. Si tenemos en cuenta
este hecho debemos recordar que las situaciones ambientales si han
cambiado sensiblemente asi como la elaboracién y procesamiento de
los alimentos, lo cual pareceria estar mas vinculado a la aparicion de
enfermedades crénicas que a una alteracion marcada del genotipo.
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INFLAMACION, OBESIDAD Y CANCER

El &cido araquiddnico (AA) es un &cido graso poliinsaturados
(AGPI). Se libera por hidrodlisis de los lipidos de la membrana por
las diferentes isoformas de la fosfolipasa A2. El AA es metabolizado
a compuestos bioldgicamente activos llamados eicosanoides. Los
eicosanoides son una familia de mediadores lipidicos bioldgicamen-
te activos, principalmente generada por dos tipos de enzimas: las
ciclooxigenasas y lipoxigenasas. L.os eicosanoides son usados para
modular ciertos procesos fisiolégicos y patoldgicos. Juegan un papel
importante en la Familia de las ciclooxigenasas, via de la COX, y via
del acido araquiddnico. La COX cataliza la unién de dos moléculas
de oxigeno y la formacién de endoperoxidos ciclicos, es la enzima
limitante en la biosintesis de prostaglandinas y eicosanoides. La
actividad de las enzimas COX-1 y COX-2 se ha demostrado que
modulan el crecimiento de tumores al influir en la expresion de mo-
Iéculas angiogénicas. La COX-2 es sobrexpresada en varios tumores
malignos como por ejemplo el cancer de mama. Tres formas de las
enzimas COX estdn expresadas en los tejidos de mamiferos que
son COX-1, COX-2 y COX-3. La COX-1 estd implicado en diversos
procesos fisioldgicos y por lo tanto se llama enzima del “hogar”. Me-
diadores inflamatorios como las citoquinas, factores de crecimiento
y endotoxinas bacterianas rapidamente pueden inducir la sintesis de
la COX-2, que normalmente es indetectable en los tejidos normales.
Sin embargo, la COX-2 se expresa constitutivamente en los rifiones,
el estdbmago y el cerebro COX-1 y COX-2 tienen alrededor del 60%
de homologia. Las longitudes respectivas de los genes de la COX-1
y COX-2 sonde 22 Kb y 8. 3kb. El ARN m de la COX-1 tiene una lon-
gitud de unos 2, 8 Kb, que de la COX-2 aproximadamente 4, 0 Kb.
La ciclooxigenasa (COX) o también conocida como prostaglandina
H sintasa (PGHS), pertenece a la familia de las oxigenasas que son
enzimas que catalizan la transferencia y la incorporacién directa del
oxigeno en una molécula de sustrato. Las COX son glicoproteinas
diméricas con un grupo hemo, es una proteina integral de membrana
del reticulo. La COX cataliza la unién de dos moléculas de oxigeno y
la formacion de endoperoxidos ciclicos como el PGH que se convierte
en las prostaglandinas D, E y F asi como el tromboxano (TXA2) y la
prostaciclina (PGI), la COX es la enzima limitante en la biosintesis
de prostaglandinas y eicosanoides. La PGSH posee dos actividades
enzimaticas, una actividad ciclo- oxigendsas y una actividad peroxi-
dasa, la COX-3 es una nueva isoforma acetaminofeno- sensibles de
la familia de las COX con diferentes propiedades farmacoldgicas que
se han descrito para la COX-3 en comparacion con el COX-1 y COX-
2, muchos investigadores creen que es una variante de empaime
(splicing) de la COX-1. Asi, la COX-3 es un producto del gen COX-1,
pero conserva un intron en su ARNm. La COX-3 es una glicoproteina.
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Estudios realizados en animales, comparando la actividad de COX-3
con la de la COX-1 y COX-2 indican que los analgésicos como el pa-
racetamo!, inhiben selectivamente COX-3, y algunos medicamentos
anti-inflamatorios son potentes inhibidores de COX-3. Por lo tanto,
la inhibicién de la COX-3 podria representar un mecanismo por el
cual posiblemente estos medicamentos reduzcan el dolor y la fiebre,
carcinogénesis, la proliferacién, la adhesidn y la angiogénesis celular,
la permeabilidad vascular, la inflamacion crénica, el aumento de la
densidad de las estructuras vasculares linfaticas y el estancamiento de
la linfa con una mayor difusién de la misma lo cual tendria un efecto
sensiblemente protector y regulador en los pacientes con obesidad.
Haremos una breve descripcion de los distintos tipos de canceres y
sus relaciones con la obesidad.

CANCER DE MAMA

Estudios desde 1970 relacionaban ya las medidas antropomé-
tricas y el cancer de mama (164). Segun Veronesi y colaboradores
(2005), la edad de la menarquia constituye otro factor de riesgo
fundamental en este tipo de tumores. Esto se debe al incremento de
adiposidad necesaria para el inicio de la menstruacion, que constitu-
ye un factor de riesgo de padecer cdncer de mama entre las chicas
(165). Por lo tanto, en chicas con sobrepeso y obesidad mérbida
dicho riesgo se vera incrementado. Los cambios endocrinos en la
obesidad podrian ser causantes del incremento de la prevalencia de
neoplasias mamarias en las mujeres obesas (166). Con respecto a
la accidn de las hormonas, existe una importante asociacion entre
valores elevados de estrégenos circulantes (caracteristico de indivi-
duos obesos) y ciertas neoplasias. Como ya se hemos mencionado,
se ha sugerido que la exposicidn prolongada de ciertas hormonas,
principalmente estrégenos e insulina en mujeres obesas, puede ser
un factor decisivo. Después de la menopausia, las mujeres obesas
presentan un mayor riesgo de padecer cancer de mama en compa-
racién con aquellas mujeres no obesas. Posiblemente esto se deba
a los altos niveles de estrogenos en mujeres obesas, ya que dichos
niveles son 50-100% mas elevados. Después de la menopausia los
ovarios dejan de producir estrégenos, por lo que el tejido adiposo es
la principal fuente de hormona. Por lo tanto, tejidos sensibles a los
estrogenos, como el parénquima mamario, quedan expuestos a un
mayor estimulo en mujeres obesas. De esta manera se aumenta el
riesgo de desarrollar neoplasias (167). Otro factor relacionado con la
tasa de mortalidades mas elevadas por cancer de mama en mujeres
obesas es la dificultad para detectar el tumor, el cual generalmente
es detectado en etapas mas avanzadas en pacientes con un IMC de
27 kg/m2 que en pacientes delgadas (168).
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CANCER DE COLON

La obesidad podria asociarse con un 30 a un 60 % de riesgo
mayor de cancer colorrectal, donde los mecanismos que asocian a
la obesidad y cancer no estan bien entendidos. Tres sistemas hormo-
nales han sido planteados como posibles candidatos: la insulina y el
factor de crecimiento (IGF-1), alteraciones de las hormonas sexuales
(estrégenos, progesterona y andrégenos) y adipoquinas (leptina y
adiponectina). Estudios realizados han demostrado que la medicién
del perimetro de la cintura resulta una medida antropométrica que
se comporta como predictor independiente de cancer de colon por
encima del Indice de masa corporal (IMC) (169). El aumento de la
circunferencia de la cintura y la relacién cintura- cadera (RCC), in-
dicadores de obesidad abdominal, se han asociado fuertemente con
riesgo de cancer en hombres y mujeres (170).

Diversos estudios apoyan el hecho de que la obesidad ademas de
asociarse con el riesgo de cancer de colon en ambos sexos, también
se relaciona con el hecho de que la lesion primaria tenga diametros
de mayor tamafo (adenomas de colon) (171, 172).

Estudios recientes indican que aquellas personas con una dieta
rica en fibras, frutas y verduras, tiene menor frecuencia de cancer
de colon. Mientras que las grasas saturadas y el sedentarismo son
factores que aumentarian el riesgo.

CANCER DE PROSTATA

A pesar no poder establecer una estrecha relacion entre obesidad
y cancer de prostata, se ha demostrado que los hombres obesos pre-
sentan enfermedad avanzada, enfermedad mas agresiva, enfermedad
recurrente post-prostatectomia radical y tienen mayor riesgo de morir
por esta patologia (173, 174). Diferentes grupos de investigadores
han examinado algunos factores bioldgicos que estarian relacionados
con la obesidad y CaP. Por ejemplo, factores de crecimiento similares
a la insulina (IGF1), leptina, adiponectina y otras hormonas. Dichos
factores estarian relacionados con la iniciacién, progresién y promo-
cion del CaP.

CANCER DE ENDOMETRIO

La primera evidencia que planteo una relacién entre cancer y
obesidad fue en cancer de endometrio. Existe evidencia precisa y
convincente proveniente de estudios de cohortes controlados que los
asocian fuertemente (175). Existe una relacién lineal entre el riesgo
de desarrollar cancer endometrial y el aumento de peso o del IMC.
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CANCER DE CUELLO UTERINO

Estudios recientes encontraron que el riesgo de contraer adenocar-
cinoma de cérvix aumenta en personas obesas, no asi el carcinoma
de células escamosas. Ademas se ha observado que en las mujeres
mas obesas las consultas ginecoldgicas tienden a disminuir, por lo
que aumenta el riesgo de detectar cancer en estadios mas avanza-
dos (176).

CANCER ESOFAGICO

La obesidad se ha asociado con el aumento de riesgo de desa-
rrollar adenocarcinoma de es6fago, no asi el de células escamosas.
Una posible explicacidén que se ha propuesto es que la obesidad au-
menta el riesgo al asociarse con aumento en la incidencia de refiujo
gastroesofagico, sin embargo, otros estudios han demostrado que la
asociacidon entre la obesidad y el adenocarcinoma es independiente
del reflujo gastroesofédgico (177, 178).

CANCER DE HIGADO

Existen cuatro reportes de una asociacion positiva y cinco estudios
que reportan lo contrario. Tomandolos en conjunto los resultados de
estos estudios indican que la obesidad aumenta el riesgo de cancer
hepatico, sin embargo la magnitud del riesgo relativo no es consis-
tente con esta conclusion (162).

CANCER DE VESICULA BILIAR

La neoplasia de Vesicula biliar aunque es bastante rara. Se ha
encontrado consistentemente que la obesidad aumenta su riesgo, va
gque la obesidad aumenta el riesgo de colelitiasis, la cual a su vez,
causa inflamacion crdnica. La colecistitis cronica aumenta el riesgo
de cancer de las vias biliares (162, 179).

CANCER GASTRICO

Se han realizado asociaciones entre la obesidad y la incidencia
de cancer gastrico en la regién cardial, aunque no de una forma tan
importante como el adenocarcinoma de eséfago, ademas se desco-
noce su etiologia. No se ha observado un aumento en otras regiones
del estdmago (180, 181).
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En la actualidad, la enfermedad de Higado Graso No-Alcohdlico
(EHNA -NASH) es la causa mas importante de enfermedad hepatica
cronica relacionada al aumento en la incidencia de obesidad y diabe-
tes mellitus tipo 2 en la poblacion. Se caracteriza por la presencia de
esteatosis simple, deposito graso a nivel de la célula hepatica o acu-
mulacidn intracelular de triacilglicéridos (TAGs), que puede progresar
en la evolucién y presentar inflamacion hepatica, diverso grado de
movilizacion fibroblastica con formacién de septos fibrosos y cirrosis
(181). Se la considera como la manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico, y su prevalencia en la poblacién general alcanza el 15-
20%, con una incidencia del 3% de NASH. En la poblacidén obesa es
de 76 a 90%, de los cuales alrededor del 35% desarrollara EHNA. La
biopsia hepatica es un factor clave para el diagnéstico del HGNA, que
permite distinguir entre esteatosis simple, EHNA y grado de fibrosis.
Para su diagnostico se debe descartar hepatitis de causa toxica por
drogas, autoinmune, virales, factores hereditarios o metabdlicos con
depdsitos patolégicos de diversa indole a nivel de la célula hepatica,
drogas y toxinas. El desarrollo de la resistencia a la insulina (RI) y del
estrés oxidativo se consideran como los principales factores patogé-
nicos del HGNA, los cuales, con la concurrencia de factores nutricio-
nales, pueden determinar el inicio de la esteatosis y su progresion a
la EHNA. Los mecanismos implicados en la acumulacién de TAGs a
nivel hepatico y el subsiguiente dafo hepatocelular son de caracter
multifactorial. En condiciones normales, los acidos grasos (AGs) son
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el principal combustible para el higado. Sin embargo, en patologias
como la obesidad, la gran afluencia de hidratos de carbono vy lipidos
induce cambios significativos en el metabolismo intermediario en el
higado. Los elevados niveles de insulina (hiperinsulinemia) no son
capaces de suprimir el flujo de AGs, mostrando un importante nivel
de resistencia periférica a la accion de la insulina. El aumento en
el pool de AGs circulantes es uno de los principales factores deter-
minantes en la patogénesis del HGNA (182, 183, 184). En efecto,
en forma relativa a los valores controles, el higado de los pacientes
obesos presenta: Disminucién en el potencial antioxidante (menor
actividad de superdéxido dismutasa y contenido de glutation), aumen-
to en la actividad pro-oxidante (mayor lipoperoxidacion, contenido
de hidroperéxidos y oxidacién de proteinas) (185, 183). Activacidn
de las células de Kupffer (mayor produccion del radical superéxido
y tasa lipoperoxidativa), pardmetros asociados a la disminucion de
la capacidad antioxidante del plasma e incremento en los niveles de
F2-isoprotanos séricos (productos de |la peroxiacion del acido araqui-
ddénico). Los eicosanoides son mediadores de la inflamacién, como la
Prostaglandina E2 (PGE2). La observacion de que muchos tumores,
asi como los pacientes obesos con enfermedad hepatica esteatodsica
tienen altas tasas de eicosanoides es un argumento para la funcion
del metabolismo del acido araquidonico en la oncogénesis y confirma
el interés de las enzimas dianas y los receptores responsables de es-
trategias terapéuticas contra el cancer. Via del acido araquidénico: El
acido araquiddnico (AA) es un acido graso poliinsaturados (AGPI). Se
libera por hidrolisis de los lipidos de la membrana por las diferentes
isoformas de la fosfolipasa A2. El AA es metabolizado a compuestos
bioldgicamente activos llamados eicosanoides. Los eicosanoides son
una familia de mediadores lipidicos bioldgicamente activos, princi-
palmente generada por dos tipos de enzimas: las ciclooxigenasas
y lipoxigenasas. Los eicosanoides son usados para modular ciertos
procesos fisioldgicos y patoldgicos. Juegan un papel importante en la
carcinogénesis, la proliferacion, la adhesién y la angiogénesis celular,
la permeabilidad vascular y la inflamacion.

Via de la ciclooxigenasa: Tres formas de las enzimas COX estan
expresadas en los tejidos de mamiferos que son COX-1, COX-2 y
COX-3 La COX-1 esta implicado en diversos procesos fisioldgicos vy
por lo tanto se llama enzima del “hogar”. Mediadores inflamatorios
como las citoquinas, factores de crecimiento y endotoxinas bacte-
rianas rapidamente pueden inducir la sintesis de la COX-2, que nor-
malmente es indetectable en los tejidos normales. Sin embargo, la
COX-2 se expresa constitutivamente en los rifiones, el estémago y
el cerebro COX-1 y COX-2 tienen alrededor del 60% de homologia.
Las longitudes respectivas de los genes de la COX-1 y COX-2 es 22
kb y 8. 3kb. EIl ARNm de la COX-1 tiene una longitud de unos 2, 8
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kb, gue de la COX-2 aproximadamente 4, 0 kb. La ciclo-oxigenasa
(COX) 6 también conocida como prostaglandina H sintasa (PGHS),
pertenece a la familia de las oxigenasas que son enzimas que cata-
lizan la transferencia y la incorporacién directa del oxigeno en una
molécula de sustrato. Las COX son glicoproteinas dimericas con un
grupo hemo, es una proteina integral de membrana del reticulo. La
COX cataliza la unién de dos moléculas de oxigeno y la formacion de
endoperoxidos ciclicos como el PGH que se convierte en las prosta-
glandinas D, E y F asi como el tromboxano (TXA2) y la prostaciclina
(PGI), la COX es la enzima limitante en la biosintesis de prostaglandi-
nas y eicosanoides. La PGSH posee dos actividades enzimaticas, una
actividad ciclo-oxigenasa y una actividad peroxidasa. La COX-3 es
una nueva isoforma acetaminofeno-sensibles de la familia de la COX
con diferentes propiedades farmacoldgicas que se han descrito para
la COX-3 en comparacién con el COX-1 y COX-2, muchos investiga-
dores creen que es una variante de empalme(splicing) de la COX-1.
Asi, la COX-3 es un producto del gen COX-1, pero conserva un intrén
en su ARNm. La COX- 3 es una glicoproteina. Estudios realizados
en animales, comparando la actividad de COX-3 con la de la COX-1
y COX-2 indican que los analgésicos como el paracetamol, inhiben
selectivamente COX-3, y algunos medicamentos anti-inflamatorios
son potentes inhibidores de COX-3. Por lo tanto, la inhibicién de la
COX-3 podria representar un mecanismo por el cual posiblemente
estos medicamentos reduzcan el dolor, la fiebre y la inflamacion
cronica. La inflamacién crénica es un fenébmeno acompafante en la
esteatohepatitis que se manifiesta desde infiltrado inflamatorio leve
hasta la presencia de células bi o trinucleadas con depdsito graso
y formacién de lipogranulomas. Esto indica la implicancia de la via
de la cicooxigenas en este proceso inflamatorio. El disbalance redox
observado en pacientes obesos representa un fenomeno de estrés
oxidativo nutricional, que resulta de la ingesta excesiva y prolongada
de combustibles metabdlicos (carbohidratos y lipidos) y/o suministro
inadecuado de antioxidantes dietarios. El desarrollo de la esteatosis
hepatica en el paciente obeso es el resultado de multiples alteracio-
nes metabdlicas que ocurren en condiciones de desbalance dietario y
que involucran la induccidn de estrés oxidativo, RI, junto con niveles
alterados de ciertas adipoquinas capaces de influir en la sensibilidad
a la insulina, y que puede progresar hacia la EHNA. El diagndstico
de esteatohepatitis solo es posible hacerlo mediante el estudio his-
tologico y es esencial para la evaluacidn valorar los siguientes para
metros histopatolégicos: - Esteatosis macrovesicular, - Asociada a
infiltrado inflamatorio lobular o portal con o sin cuerpos de Mailory,
con o sin fibrosis o cirrosis. En1999 se publica por E. M. Brunt un
método para analizar semi-cuantitativamente las lesiones de las es-
teatohepatitis no alcohdlica, que permite la valoracidn de la actividad
necroinflamatorias (grado de actividad) y la extensién de la fibrosis
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con o sin cambios de la arquitectura (estadio). Sistema de Grados:
GRADO I LEVE: Esteatosis hasta el 30 % de hepatocito vacuolados,
balonamiento celular ocasional de |la zona 3, escasos linfocitos en el
lobulillo y leve o ausente inflamacion portal. GRADO II MODERADO:
Esteatosis del 34 al 66 %, balonamiento celular de zona 3, leve a
moderado, con infiltrado inflamatorio de leve a moderado en el lo-
bulillo y en espacio porta. GRADO III

SEVERO: Esteatosis que ocupa todo el lobulillo, de méas del 66%,
desarreglo celular evidente a predominio de la zona 3, inflamacion
crdnica del lobulilio o de leve a moderada en espacios porta. Hoy dia
en la practica médica diaria, la biopsia hepatica es imprescindible La
utilidad de la biopsia hepatica en la esteatohepatitis no alcohdlica,
no se limita a su diagnéstico inicial, es fundamental para gradar la
intensidad necroinflamatoria y el grado o presencia de septos fibrosos
y ademas permite la valoracién de una terapéutica al poder comparar
la magnitud de las lesiones. (181)

Figura 1 Infiltrado inflamatorio mixto LMN portal con fibrosis de los espacios porta.
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Microfotografia 3 Necrosis inflamatoria a nivel del espacio porta y lobulillo
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Microfotografia 4 Esteatosis Severa NASH

Microfotografia Inmunohistoquima para lipo A.
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Figura 1 Infiltrado inflamatorio mixto Microfotografia 3 Necrosis inflamatoria a
LMN portal con fibrosis de los espacios nivel del espacio porta y lobulillo
porta.

Microfotografia 2 Septos fibrosos de Microfotografia 4 Esteatosis Severa
inicio a nivel portal NASH

Microfotografia Inmunohistoquima para lipo A.




En este texto abordamos la Patologia
General y Molecular de las
Enfermedades Oncolégicas, Obesidad y
Envejecimiento. La Patologia Molecular es
una disciplina a través de la cual
podemos investigar qué tipo de tumor
tiene un paciente determinado, fenotipo
del tumor y comportamiento evolutivo.

La genética molecular también se aplica a
la Patologia degenerativa vascular, a las
enfermedades neurodegenerativas, a las
diferentes enfermedades metabdlicas
como la obesidad y la diabetes 0 a
aspectos o vias vinculadas con el
envejecimiento celular.

Exploramos las enfermedades
oncoldgicas, el diagndstico patologico,
técnicas de medicina nuclear, y la
posibilidad que algunos tumores
presentan de ser incorporados dentro de
una Clasificacion Molecular para poder
agruparlos y de esa manera estudiar su
comportamiento, pronéstico y evolucion.
Se analiza la tumorogénesis y la
epigenética en cancer asi como vias
complementarias que participan en
enfermedades metabdlicas brindando una
informacion accesible al lector.
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