METODOS COMPLEMENTARIOS

Como ya vimos la tA©cnica de coloraciA3n de rutina es la Hematoxilina - Eosina; sin embargo, cabe
seA=alar que existen tA©cnicas de coloraciones especiales:

* GIEMSA = para Helycobacter Pilori (usada en Bx endoscA3picas gAstricas)

e ZIEHL - NEELSEN = para Bacilos A cido Alcohol Resistentes (usadas para confirmar si hay no
TBC por BAAR en Bx de pulmA3n)

* PAS = para Hongos, a los que tiA+e de color rojo (usada para confirmar micosis de diverso tipo)

e ALCIAN BLUE = para cA®©lulas productoras de moco, a las que tiA+e de azul (utilizada en
diagnA3stico de esA3fago de Barret o metaplasia de Barret)

¢ ROJO CONGO = tiA+e de rojo sustancia amiloide (utilizada para el diagnA3stico de Amiloidosis)

OTROS MA TODOS COMPLEMENTARIOS
A.-MICROSCOPA A ELECTRA NICA (ME): La microscopA—a electrA3nica permite:

e Alcanzar una magnificaciA3n de hasta 500000 aumentos de la muestra

¢ El ME se enfoca por campos magnA®©ticos sobre una pantalla fluorescente o sobre un aplaca
fotogrAfica.

e Es muy utilizada en PatologA—a Glomerular, ya que detecta los mA—nimos cambios que se producen
en los Podocitos, Membrana Basal, CA®©lulas Mesangiales, etc.

B.- INMUNOFLUORESCENCIA:

e Esta tA©cnica requiere de muestras en fresco (tej. sin fijaciA®n convencional) ya que los
componentes a marcar estAjn presentes en las superficies celulares o son muy 1A;biles a la fijaciA3n
con formol.

¢ En la Inmunofluorescencia se utilizan coloraciones fluorescentes (como la fluoresceA—na) que bajo
luz ultravioleta emiten una luz de longitud de onda visible, cuyo color dependerA; de la naturaleza del
compuesto.

* A pesar de ser una tA©cnica muy sensible ofrece detalles morfolA3gicos pobres. A demAjs la
tinciA3n de la muestra (reacciA3n) debe registrarse o documentarse con microfotografA—as ya que los
colorantes se degradan.

¢ [a inmunofluorescencia (junto con la ME , las tinciones de rutina con Hematoxilina - Eosina, PAS
y/o tricrA3mica) integra el trA—pode para el diagnA3stico de las enfermedades glomerulares.

C.- POLARIZACIA N:

e Indica el carAjcter birrefringente de ciertos tipos de depA3sito fibrilar colAjgeno (por ej. en la
Amiloidosis)

e Con esta tA©cnica se visualiza de color rojo manzana a los depA3sitos fibrilares.

e La PolarizaciA3n complementa el uso de tA©cnicas de rutina coloreadas con Hematoxilina - Eosina
frente a un cuadro clA—nico que nos hace sospechar de Amiloidosis.

D.- INMUNOMARCACIA N:

e Consiste en la detecciA3n de AntA—genos (Ag) existentes en cA©Ilulas o tejidos. Tiene alta
especificidad y sensibilidad.
¢ Emplea Anticuerpos (AC) Monoclonales o Policlonales copulados con una enzima (peroxidasa) que



es la responsable del color marrA3n que toma la muestra que presenta el Ag buscado (El AC por
medio de la enzima se une al Ag buscado).
¢ Tipos:

e MarcaciA®n Directa = Modalidad en la cual los anticuerpos marcados con fluorocromos se unen
directamente al antA—geno.

e MarcaciA3n Indirecta = Modalidad en la cual los anticuerpos especA—ficos no marcados (AC Irio)
se unen, en una primera etapa al antA—geno y; en una segunda etapa, al anticuerpo marcado con
fluorocromo (AC 2rio). Su principal ventaja, frente a la inmunofluorescencia directa, es su mayor
sensibilidad.

* El patA3logo, al estudiar la neoplasia, primero realiza tA©cnica de rutina con Hematoxilina - Eosina
para tener una impresiA3n diagnA3stica que oriente los paneles de AC a utilizar, con los que se
determinarA; el origen de la neoplasia.:

¢ Si el tumor indiferenciado nos hace sospechar de un :

e Al visualizar el preparado con MO, se puede observar el color marrA3n en el nA°cleo o el citoplasma
de las cA©lulas tumorales (segA°n el sitio donde se encuentre el Ag).

e La inmunomarcaciA3n nos permite estudiar, mediante anticuerpos, el origen de aquellos Tumores o
Neoplasias Indiferenciadas, Metastasis de origen primitivo desconocido o indiferenciado.

® A demAjs de confirmar que tipo de tumor es, la inmunomarcaciA3n, tambiA®©n sirve como una
tA©cnica predictiva en la respuesta al tratamiento de una paciente con Ca. de mama, pudiendo
evaluar como responde al tratamiento hormonal (determina si un tumor de mama tiene receptores de
estrA3genos y/o progesterona, lo cual orienta la terapA®©utica a seguir).

Recordar como mnemotecnia:

¢ Indica Origen del tumor

¢ Neoplasia Indiferenciada

® Metastasis

e A nico Ag especA—fico es el prostAjtico (por eso se usan paneles de Ac para determinar origen)

e No reemplaza la tA©cnica de rutina con Hematoxilina - Eosina

® Orienta el Tratamiento en el Ca. de mama

EJEMPLOS DE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS
Anticuerpo CAOlulas o Tej. c/antA—genos detectados

S100 cA®©lulas de Schwann (Neoplasias de origen nervioso
GFAP CAOlulas de la GlA—a

HMB-45 melanocitos (Melanoma)

Citoqueratina 7 Epitelio Simple (Neoplasia de Origen Epitelial)
Citoqueratina 20 Epitelio Gastrointestinal (Neoplasia de Origen Epitelial)
AE1 citoqueratinas de bajo peso molecular

AE3 citoqueratinas de alto peso molecular

Desmina cA®©Ilulas musculares (Neoplasia de Origen Muscular)




Vimetina Neoplasia de Origen MesenquimA jtico
VIM Sarcomas

CEA (AntA-geno

Carcino-Embrionario)

AFP 3

(Alfa-FetoproteA—na)

REN (Receptores

Nucl~eares de

EstrA3genos)

ﬁegu(c:(?:litioir(l) Neoplasia de Origen Linfoide
CDla CA®lulas de Langerhans
CD4 linfocito T de auxilio

CD8 linfocito T citotA3xico

CD30 cA©lula de Reed-Sternberg
CD45 leucocitos

CD68 macrA3fagos

E.- PATOLOGA A MOLECULAR:

Permite conocer el Mecanismo por el cual se origina una neoplasia, asA— como tambiA©n aporta
informaciA3n de valor pronA3stico y sobre la Respuesta TerapA®©utica.

Tiene Valor pronA3stico por que :

¢ Estudia el Crecimiento 1rio asociado a los mecanismos moleculares responsables de la neoplasia.

e Estudia cambios CromosA3micos 1rios.

¢ Estudia Cambios CromosA3micos 2rios., los que determinan si la enfermedad seguirA; un curso mAjs
agresivo , si se volverAj mAjs resistente a la terapA®©utica o si serA; difA—cil de obtener una
remisiA3n completa.

Si por esta tA©cnica se informa ausencia de cA®©lulas normales , serA; un indicativo de que el pronA3stico es
peor, mientras que si se informa presencia de cA©lulas normales , esto indicarA;j un mejor pronA3stico.

F.- HIBRIDACIA N IN SITU (HIS):

® Permite la detecciA3n y localizaciA3n de secuencias especA—ficas de ADN o ARN en muestras
biolA3gicas, mediante el uso de secuencias complementarias a ADN/ARN celular (sondas), que en
condiciones apropiadas forman hA—bridos estables. Estas sondas se "marcan” con molA©culas
fluorescentes (por ejemplo con biotina o fluoresceA—na).

Es decir, las sondas se hibridan o unen al ADN o ARN complementario de la muestra a examinar y, como
estAjn marcadas con molA©culas fluorescentes, permiten localizar las secuencias en las que se encuentran. A
diferencia de otras pruebas utilizadas para estudiar los cromosomas que requieren que las cA©lulas se
encuentren en divisiA3n celular activa, la hibridaciA3n in situ puede ser realizada en cA©lulas que no estA©n
en divisiA3n celular (no activas).

e Esta tA©cnica es especialmente A°til para mapear genes o localizar anormalidades cromosA3micas;
pero tambiA©n es A°til en la detecciA3n genA3mica de virus (sobre todo cuando existe un bajo

nA°mero de copias virales), en particular de virus altamente infecciosos y con capacidad de mutar
rA;jpidamente (CMV); asA— como tambiA©n para virus oncogA®©nicos (HPV, HBV, EBV).



* En general, la hibridaciA3n puede hacerse sobre soportes sA3lidos (filtros de nylon o nitrocelulosa), en
soluciA3n (in vitro) o en cortes de tejido o preparaciones celulares (in situ).

e La HIS requiere de una desnaturalizaciA3n (rotura de los enlaces) de ADN de la muestra y de la sonda
utilizada.

¢ [.a Sonda complementaria utilizada presenta una secuencia conocida de Bases. La InterpretaciA3n
microscA3pica se realiza de acuerdo a la sonda utilizada.

¢ Tipos onda:

¢ CentromAGricas o Alfoides 4  Contienen secuencias complementarias que se encuentran
en los centrA3meros de los cromosomas; Es decir, marcan la regiﬁén centromAO®rica.
Pueden valorar la presencia o ausencia de alteraciones numA®ricas. Como pueden utilizarse
sondas de diferentes colores (cada cromosoma puede ser marcado de manera distinta) por
ejemplo, se puede averiguar si un individuo tiene el nA°mero correcto de cromosomas o si
tiene un cromosoma extra.

¢ De Pintado CromosA3mico Completo 4  Con ellas se puede marcar todo un cromosoma.
Pueden valorar alteraciones numAQ®ricas y estructurales en metafase; asA— como tambiA©n
translocaciones complejas. Utilizando estas sondas se consiguen imA;genes en color que
permiten examinar los cariotipos de una forma mA;s exacta que los tradicionales cariotipos
basados en bandas mA|s o menos oscuras.

¢ De Secuencia A nica (Sondas Especz&—ﬁcas de Locus) & Marcan regiones
cromosA3micas muy concretas. Sirven para valorar alteraciones numA®©ricas y estructurales
en metafase e interfase.

¢ Nuevas TA@cnigas de HIS:

e Multicolor FISH &  Se utilizan unas 24 sondas de marcado cromosA3mico, marcadas con
fluorescencia sobre metafase.

* Mulibanding FISH4  Permite estudiar una alteraciA3n estructural dentro de un mismo cromosoma
(utiliza cA®©lulas en divisiA3n).

e HibridaciA3n GenA3mica Comparada (HGC) 4  detecta cambios numA®ricos de secuencias de
ADN en tumores de A—ndice proliferativo bajo.



marcado con una
maoléciila filorescente

sonda de DNA

HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU

G.- MICROARRAYS:

e TA©cnica que usa soportes sA3lidos en los que las molA©culas de ADN de cadena simple se fijan y
permiten identificar por hibridaciA3n la expresiA3n de una multitud de genes de una muestra
biolA3gica.

Aislamiento de ARN de tejido normal y de una muestra de referencia.
SA-ntesis de ADN y marcaje con dos colorantes fluorescentes (Cy3 y Cy5).

e HibridaciA3n sobre el Array.
¢ La diferencia de expresiA3n del ARN entre ambos tejidos se puede evaluar a partir de la
relaciA3n Cy3/CyS5 para cada gen.
¢ El anAjlisis nos permite definir el patrA3n de expresiA3n gA©nica para cada muestra
concreta.

¢ Principales aplicaciones:

¢ ClasificaciA3n de neoplasias morfol A3gicamente similares pero con comportamiento
biolA3gico heterogA©neo.

¢ EvaluaciA3n del pronA3stico.
¢ Respuesta al tratamiento.

H.- REACCION EN CADENA DE POLIMERASA o PCR: (MA©todo implementado en 1985 por Kari
Mullis)

e Es un mA©todo enzimAjtico que consiste en la PreparaciA®n y Dosaje de A cidos Nucleicos
(ADN-ARN); la tA©cnica permite amplificar in vitro una secuencias conocidas del genoma; y
esto posibilita detectar alteraciones, mutaciones o rearreglos cromosA3micos. Es decir, este mA©todo
permite hacer mA°Itiples copias de un segmento predeterminado de ADN que se desea evaluar. Las
muestras pueden obtenerse a partir de material de autopsia, biopsias y/o citologA—as.



* Esta tA©cnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar hebras de
ADN, y usa ciclos de alta y baja temperatura para separar las hebras de ADN reciA©n formadas entre
sA— tras cada fase de replicaciA3n y; a continuaciA3n se deja que vuelvan a unirse a polimerasas para
que nuevamente duplicarlas.

e La PCR es un proceso que consta de tres pasos que forman un ciclo, el que se repite un nA°mero
determinado de veces.

Un ciclo de PCR consiste de los siguientes pasos:

e DenaturalizaciA3n
¢ UniA3n (AlineaciA3n)
e ExtensiA3n

El proceso se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que automA;ticamente controla y alterna las
temperaturas durante perA—odos programados de tiempo para el nA°mero apropiado de ciclos (usualmente
30-40 ciclos).

Paso 1: DenaturalizaciA3n por Calor.

La denaturalizaciA3n por calor (usualmente mayor oA igual 90 A° C) separa la doble hebra de DNA en dos
hebras sencillas rompiendo los enlaces de hidrA3geno que unen a las bases, mientras que los enlaces entre la
desoxirribosa y los grupos fosfato permanecen intactos.A

Paso 2: AlineaciA3n - UniA3n del Partidor al Objetivo.

Los partidores son secuencias sintA®©ticas cortas de ADN de una sola hebra que consisten de 20-30 bases.
Son especA—ficos y delimitan la regiA3n objetivo del genoma del organismo de interA©s. Se incluyen dos
partidores en la reacciA3n de la PCR, cada uno complementario de una de las hebras de ADN que se
separaron durante la desnaturalizaciA3n. Usualmente, este proceso se lleva a cabo entre 40 A° Cy 65 A° C,
dependiendo de la longitud y de la secuencia de bases de los partidores. Esto permite la uniA3n especA—fica
de los partidores a su hebra complementaria.

Paso 3: Extgnsiz@n.

Una vez que los partidores se unieron a sus secuencias complementarias, se eleva la temperatura a 72 A° C y
la enzima Taq ADN polimerasa se usa para replicar las hebras de ADN. La Taq polimerasa comienza el
proceso de extensiA3n en direcciA3n 5' a 3' agregando los nucleA3tidos correspondientes, obteniA©ndose la
hebra complementaria de DNA.

Al final del primer ciclo de la PCR, hay dos dobles hebras de DNA idA®©nticas a la original, cada nueva hebra
producida se denomina AMPLICA N.

Este ciclo de tres pasos (desnaturalizaciA3n, alineamiento y extensiA3n) puede repetirse muchas veces.
Conforme la PCR continA°a, se crean primero dos, cuatro, ocho, ....2n copias (n= nA°mero de ciclos),
obteniA©ndose despuA©s de 30 ciclos 1.073.741.824 copias. Este proceso es al que se llama
AMPLIFICACIA N, debido a que la secuencia objetivo es copiada una y otra vez con el objeto de hacer
millones de copias.

e Una vez amplificado el ADN, A©ste puede identificarse mediante electroforesis en Gel de Agar o
mediante Southern Blot.

* Sin embargo, uno de los problemas mA|s frecuentemente que enfrenta este mA©todo es la
contaminaciA3n de las muestras, lo que puede producir falsos positivos. El control negativo consiste



en realizar la reacciA3n con todos los componentes excepto ADN blanco. La contaminaciA3n debe
controlarse estrictamente (uso de mascarilla, doble guante, reactivos esterilizados, micropipetas
esterilizadas con puntas con filtro, cuarto aislado y, en lo posible, sA3lo un manipulador tA©cnico).

e Actualmente la PCR tiene aplicaciones muy variados y es una tA©cnica muy utilizada en
arqueologA—a, medicina, pruebas de paternidad, genA®tica, histopatologA—a, investigaciones
biolA3gicas y diagnA3stico clA—nico.

 En AnatomA-a PatolA3gica se Aplica la PCR en:

1) ExpresiA3n de oncogenes y genes supresores de tumores en neoplasias

2) Clonalidad de linfomas

3) IdentificaciA3n de agentes infecciosos y virus oncogA©nicos como virus, bacterias y mycobacterias
4) Estudio de mutaciones y pA©rdida de heterozigocidad (LOH), etc.

e Otros Usos de la PCR

* Huella genA©tica (DetecciA3n de ADN : identificaciA3n de individuos, test de paternidad,
mutaciones)

¢ DiagnA3stico de enfermedades hereditarias (por alteraciones genA©ticas)

* ClonaciA3n de genes

* MutagA©nesis (DetecciA3n del Genotipo de Mutaciones EspecA—ficas)

* DetecciA3n de microorganismos (en alimentos, en muestras procedentes de enfermos)

e AnA|lisis de ADN fA3sil

¢ AmplificaciA3n de ADN de organismos exA3ticos para hacer comparaciones filogenA®ticas; etc.

PCR a partir de RNA 4  El genoma de muchos virus de importancia clA—nica estAj compuesto de ARN
en lugar de ADN, los mAjs sobresalientes son el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV), el Virus de la
Hepatitis C (VHC) y la familia de Enterovirus (EV).

Debido a que el ARN usualmente es de una sola hebra y es sensible al calor, es necesario hacer una
transcripciA3n reversa (RT) antes de iniciar la amplificaciA3n por PCR. La transcripciA3n reversa genera una
copia de la hebra de ARN, pero esta copia es ADN complementario (ADNCc) el cual es estable al calor y puede
resistir la metodologA—a PCR.

Los pasos de la RT-PCR son:

e TranscripciA3n reversa: UniA3n del partidor a la secuencia de ARN objetivo.

e TranscripciA3n reversa: La rTth polimerasa cataliza la extensiA3n del partidor mediante la
incorporaciA3n de nucleA3tidos complementarios.

¢ Fin de transcripciA3n reversa, se obtiene la hebra del ADNc complementario al ARN.

® PCR.

Debem lvidar:

¢ Conocer datos clA—nicos y exAjmenes complementarios del paciente.

¢ Seleccionar el tipo de biopsia a realizar segA°n la patologA—a y A3rgano afectado.
¢ EnvA-o del material en A3ptimas condiciones y con los datos pertinentes.

¢ FijaciA3n y procesamiento adecuados.

¢ DescripciA3n macroscA3pica.

¢ DiagnA3sticos microscA3picos.

¢ Aspectos relacionados con el pronA3stico y terapA®©utica.
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