DERMATOPATOLOGIA

De la Patologia Celular a la Molecular*
(De diablos y magia al proteoma) - Parte |I

LALLAMADAPATOLOGIAMOLECULAR

El siguiente gran hito en la evolucién de la con-
cepcion de la Enfermedad es muy reciente y deriva de los
estudios realizados en ladécada del ‘50, en la Universidad
de Cambridge, por Watsony Crick, y por Wilkins del King’s
College de Londres, que permitieron definir la estructura tri-
dimensional del acido desoxiribonucleico y explicar, sobre
una base quimica, la herenciay el mecanismo de la trans-
mision de la informacion genética 2,

Elimpacto de este descubrimiento para la Biolo-
gia es s6lo comparable al de la desintegracion atomica
parala Fisica. Como no podia ser de otra forma, este ex-
traordinario aporte merecié el Nobel de Fisiologia y Me-
dicina, en 1962 (grafico 20).
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Watson, Crick y Wilkins concluyeron que: “la mo-
Iéculade ADN consiste en dos cadenas, entrelazadas una
con laotra, en forma de una escalera de caracol (doble
hélice) (grafico 21).
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Los pasamanos de la escalera estan constituidos
por fosfato y azlcar (desoxiribosa) de los distintos nu-
cledtidos, mientras que los escalones sonlos pares de ba-
ses de una purinay una pirimidina, en los que la Adenina
estara siempre frente ala Timina, ylaGuaninafrente ala
Citosina. Las bases se unen entre si por intermedio de un
puente débil de hidrégeno (gréfico 22).

1 Modificado y ampliado de la conferencia sustentada en la Academia Nacional de Medicina,
V Congreso Nacional “Dr. Javier Llosa Garcia", Arequipa, octubre 20-23, 1999.
2 Profesor Emérito de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Instituto de Patologia y Biologia Molecular "Arias Stella".
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Notese también que el pasamano de la escalera
es, enrealidad, una secuencia repetitiva de segmentos
desoxiribosa-fosfato (lineas entrecortadas). Por lo tanto,
la caracteristica distintiva de una molécula de ADN sera
su secuencia particular de grupo purina-pirimidina.

Watson, Crick y Wilkins respondieron ala pregun-
ta: ¢, como se pueden formar dos moléculas de doble héli-
ceidénticas, partiendo de s6lo una de ellas? diciendo: “la
doble hélice original se abre a lo largo como se abre un
cierre automatico o «ziper», por rompimiento de los enla-
ces débiles de hidrégeno que unen alas bases. Cada fila-
mento separado sirve de molde para la sintesis de una
doble hélice nueva. Nucledtidos con tres grupos fosfato,
tipo ATP, existentes en el citoplasma, son los que se usan
paraelaborar el nuevo ADN” (gréfico 23).
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Lasdosmoléculas huevas sonexactamenteigualesala
original. Se ha producido lareplicaciony hemaos explicado, qui-
micamente, lasucesién de célulaacélula (gréfico 24).
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La comprobacion experimental de la validez del
esquema de Watson, Crick y Wilkins abrié la puerta para,
dentro de una nueva perspectiva, comprender en sus rai-
ces, las causas y mecanismos de procesos fisiologicos y
patolégicos.

El material cromosémico con sus cadenas de ADN
contiene la integridad de la informacion genética que
comanda las funciones del individuo.

Segmento de ADN
mostrando parte de
la secuencia de
seis billones de
nuclectidos que
contiene el génoma
humano
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gréfico 25

El genoma humano constituye una molécula con
seis billones de nucledtidos en una doble fila helicoidal
de ADN. Los nucledtidos exteriorizan o ejercen su efecto
de mensaje en conjuntos secuenciales lineales de dos fi-
las helicoidales (grafico 25).

Los mensajes se escriben en un alfabeto que usa
solo cuatro letras: A, C, Gy T. Cada letra corresponde a
unade las cuatro bases que forman los bloques quimicos
del ADN:

A: Adenina

C: Citosina

G: Guanina

T: Timina

Las dosfilas de nucledtidos paralelos son comple-
mentarios:

A(Adenina) .....apareacon..... T (Timina)

G (Guanina) ..... apareacon..... C (Citosina)

Como veremos luego, esta complementaridad es
la base de toda la tecnologia molecular (grafico 26).

El mensaje no se lee en una letra sino en grupos
de tres (con su correspondiente complemento). Esta uni-
dad se llamaun Codoén.

Cada Cododn especifica (o determina) uno de los
veintiin amino&cidos que constituyen las proteinas
(grafico 27).
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A {Adenina) aparea con T (Timina)
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Un mensaje genético comienza en la cadena de
doble hélice, que sirve de plantilla, molde o patron (“tem-
plate”) -por el principio de complementaridad- para el
ARN mensajero (MARN).

EImARN, en grupos de 3 nucleétidos por Coddn,
ordena o da origen ala sintesis de un aminoéacido para la
proteina (grafico 28)*.

Desde que hay cuatro nucleétidos que codifican (se
leen) engrupos detres, hay 64 combinaciones posibles. Como
los aminoacidos que hacen proteina son 21, resulta que va-
rios codigos (codones: grupos de tres bases) codifican el

Denominase Transcripcién al proceso de formacién de
la molécula unilinear de ARNm a partir del molde del
gen (ADN), y Translacidn al proceso por el cual a partir
de la molécula de ARNm se forman los aminoacidos que
constituiran las proteinas (o enzimas) funcionales.

mismo amino&cido. Esta redundancia permite seguir pro-
duciendo un aminoacido cuando ocurre una mutacién o
cambio en un Codon.
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BIOLOGIA, PATOLOGIAOINGENIERIAMOLECULAR:
DENOMINACIONES INAPROPIADAS

Cuando las tecnologias derivadas de las investi-
gaciones sobre el codigo genético se han aplicado al es-
tudio de la Enfermedad, se ha hecho usual hablar de Pa-
tologia Molecular. Por extension, se habla también de
Biologia Molecular y de Ingenieria Genética o Molecular,
conlo que podria entenderse la capacidad de manipular
las moléculas a voluntad y con objetivos definidos.

Laterminologia se ha entronizado, y seguro con-
tinuara vigente, no obstante ser falsa e inapropiada. Ella
implica el estudio de la patologia a nivel de las molécu-
las, cuando en realidad lo que hace es centrarse s6lo en
el ADN, ARN Yy sus productos.

Lo correcto seria hablar de la biologia y patologia
del ADN,ARN Y sus productos. Pero ya es tarde para cam-
bios. Lo importante es que tengamos idea de lo que real-
mente esta ocurriendo 4.

Se comprende que, al hablar de la revolucién tecno-
|6gica en Patologiay mencionar procedimientos tales como
reacciones de hibridizacion, polimerasa paraampliar secuen-
cias genéticas blanco, o términos como endonucleasas de
restriccion, exonucleasas, segmentos circulares de ADN, ca-
paces de replicarse en las bacterias o plasmidios, etc., algu-
nos colegas alejados por afios de las ciencias basicas, pue-
dan sentirse abrumados y hasta confundidos.

No corresponde, nime seriaposible intentar explicar, en
detalle, todalanuevanomenclaturadetras de estas tecnologias.
Paraacercamos a comprender, por lo menos lo fundamental
de ellas, es suficiente fijar algunos hechos basicos:
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1. Las cadenas de ADN se fragmentan o segmen-
tan con enzimas (llamadas endonucleasas de restriccion)
derivadas de bacterias. Existen centenares y cada una
segmenta secuencias especificas de tres a seis bases de
nucledtidos o unidades gendmicas (grafico 29a).

2. Ladoble hélice o doble fila de nucledtidos se
puede separar en filas singulares por el proceso que se
denomina denaturacién (calentamiento o tratamiento con
alcalis) (grafico 29b).

Unavez que las filas de nucleétidos se han singu-
larizado estan listas para el apareamiento o “annealing”
(gréfico 29c).
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3. Las unidades gendmicas o sub-gendémicas pue-
den ser aisladas, por ejemplo, por medio de electrofore-
sis. En este caso, las secuencias individualizadas pueden
traspasarse sobre un agar-gel (como se hace en el proce-
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dimiento denominado “southern blotting” para el ADN y
en el denominado “northern blotting” para el ARN) (gra-
ficos 30y 31).
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4. Debemosinsistir que el apareamiento de secuen-
cias genémicas conocidas y marcadas con las secuencias
blanco o problema, es la etapa crucial de todo el proceso
y se basa en el principio, ya mencionado, de la comple-
mentaridad:

La adenina -aparea- con la timina.

La guanina -aparea- con la citosina.

Para la visualizacion de la reaccion se puede usar
marcadores radiactivos o inmunohistogquimicos, que se con-
jugan con los probadores complementarios (grafico 32).

5. Cuando lareaccion se hace sobre los propios
tejidos se hablade hibridizacion “in situ” @9,

Podria haber todavia una pregunta: ¢,a qué se
denomina “recombinacion genética” e “ingenieria genéti-
ca"? Estotiene que ver con conocimientos derivados de la
bacteriologia.
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Hace algun tiempo que se conoce la capacidad de
transferencia de ADN entre bacterias. Esto es, adquirir
material genético ajeno a una bacteria dada, e incorpo-
rarlo a suADN. Por ejemplo, en el proceso denominado
lisogenia 9, fracciones o segmentos del material gené-
tico de un bacteriéfago (esto es un virus) incorporado al
citoplasma, terminan insertandose en el ADN bacteriano
y convirtiendo a éste en una célula lisogénica. Esto es
una bacteria que, ademas de sus rasgos propios, expresa
la caracteristica del bacteriéfago, que puede ser la pro-
duccién de unatoxina (grafico 33).
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Otro concepto importante a considerar es el de
los plasmidios bacterianos. Estos son vehiculos de trans-
ferencia genética. Estan constituidos por anillos de ADN,
independientes del ADN cromosdmico, pero que se repli-
can con la multiplicacion bacteriana.

Los plasmidios pueden ser aislados, con relativa
facilidad, de las bacterias y, como cualquier ADN, pue-

den ser segmentados con las endonucleasas de restric-
cién. Lo importante es que los segmentos rotos pueden
luego ser ligados en las zonas de ruptura.con segmentos
de ADN especifficos. Elsegmento de gene insertado dalugar
aloque sedenominaun plasmidio recombinado. Esteseva
amultiplicar indefinidamente como lo hace el microorga-
nismo. De esta manera un segmento 0 secuenciagenémica
especifica, por ejemplo el gene responsable de la produc-
cion deinsulina, se va a reproducir clonalmente con el cre-
cimiento de los cultivos bacterianos. Esto constituye, hoy
endia, un mecanismo industrial para la produccién de in-
sulina, y es un ejemplo de lo que se llamala Ingenieria Ge-
néticaen la Biologia Molecular (grafico 34).
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EPLOGO

Todo lo anteriormente dicho da unaidea de lare-
lativa complejidad de las huevas tecnologias introduci-
dasy de las perspectivas que ofrecen para el avance de
las especialidades médicas. La capacidad de identificar,
secuenciar, recombinar alos genes y producir, a volun-
tad, secuencias especificas con alto poder biolégico, en
células con gran capacidad de replicacién, han abierto
un nuevo panorama para el futuro de la Medicina. Un
listado incompleto de algunas de las aplicaciones ya en
uso es el que sigue:
< ldentificacion de secuencias genéticas responsables
de enfermedades neoplésicas y no neoplasicasenel
hombre, como la fibrosis quistica o la distrofia mus-
cular de Duchenne.

< Diagnéstico antenatal y prenatal de enfermedades
hereditarias (Hemofilia A).

« Determinacion de la suceptibilidad genética y pre-
disposicion a enfermedades tales como arteroescle-
rosis y diabetes.
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< Diagnéstico preciso y sub-clasificacion de las en-
fermedades neoplasicas, asi como prediccion del
pronéstico y monitoreo terapéutico del paciente
con cancer.

« Diagnostico de las enfermedades infecciosas. En lu-
gar de lastediosas busquedas de gérmenes entincio-
nes directas o de los engorrosos y siempre lentos culti-
Vvos, laidentificacion especifica del genomadel agente
infeccioso, bacteriano o viral, puede lograrse con rapi-
dezy pulcritud. La reciente incorporacion de lallamada
“Reaccion en Cadena de la Polimerasa”, permite ampli-
ficar hastaen un millén de veces un fragmento de ADN,
y de estamanera, en material muy escaso se puede ha-
cer un diagnostico etioldgico preciso.

« Evaluacion de la sensibilidad y resistencia a drogas
en enfermedades infecciosas y neoplasicas.

Enresumen, lo que ha ocurrido es que hemos tras-
ladado el conocimiento de la enfermedad del Nivel Fe-
notipico ode las expresiones morfologicas y fisioldgicas
de los cddigos, al Nivel Genotipico, o del conocimiento
de los cambios desde donde se inicia la orden genética.

Del Genomaal Proteoma

En febrero del 2001 dos grupos de investigadores
comunicaron el develamiento total del Genoma Huma-
no. Esto es, conocemos todos los cadigos del ordenador
que dirige laméaqguina humana. Falta, sin embargo, cono-
cer los productos finales que esos cadigos generan enlas
células: las proteinas funcionales "9,

Si el Genoma es el total de la informacién genética
de un ser, el Proteoma es el conjunto de proteinas formado
por las células de ese ser. El Genomarepresenta la prescrip-
cién o récipe y el Proteoma el preparado farmacéutico o,
hablando en términos gastrondmicos, el Genoma represen-
talareceta culinariay el Proteoma el manjar resultante.

Hay que distinguir la “microarray biochip technology (MBT)
9" del “tissue microarray (TM) @9”, EI MBT se usa para el
andlisis genético acelerado y consiste en colocar ordenada-
mente fragmentos de cadenas de genes sobre placas (“glass
chips”). Estas placas o “biochips” se utilizan para exami-
nar la actividad genética e identificar las mutaciones gene-
ticas, usando una reaccion de hibridizacion entre la secuen-
cia en el microarray (muestra problema) y un complejo fluo-
rescente (probador). Producida la hibridizacion, la placa (“chip”)
se lee con detectores de alta velocidad y la localizacion e in-
tensidad de cada “spot” (0 zona de reaccion) revela la identi-
dady cantidad de cada secuencia. Desde que miles de frag-
mentos genéticos (secuencias) se pueden presentar enun
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Enverdad, el asunto es ain méas complejo, pues
los cédigos del Genoma sélo determinan la formacién de
aminoacidos y éstos son las bases que constituyen las
proteinas: los verdaderos ladrillos y argamasa de las célu-
las que hacentodo el trabajo. Aunque todas las células del
ser humano tienen normalmente el mismo Genoma, los
cadigos que se activan en cada tejido pueden diferir, y de
aqui que sean las proteinas las que establecen las diferen-
ciasentre las células. Las células enfermas pueden producir
proteinas que no forman las células normalesy viceversa.

De lo anterior se desprende porqué los cientificos
académicos y la industria biolégica estan, actualmente,
embarcadas en catalogar todas las proteinas que se origi-
nan por la accion de los codigos genéticos y en descubrir
sus acciones e interacciones. Se ha abierto asi un nuevo
gran capitulo en la Medicina moderna, al que se denomi-
nalaProtedmica, cuyo objetivo es dilucidar todo lo con-
cerniente al Proteoma.

Se habla de la era Postgenémica, donde el nimero
de técnicas de patologia molecular, como el uso de “mi-
croarrays®” (andlisis multiples de 100 6 mas muestras so-
metidas simultaneamente en una corrida a las mismas re-
acciones) y los “database software” para la identificacion
de las secuencias genéticas y sus productos protéicos, se
expande vertiginosamente buscando una aplicacion cada
vez mas directa a la terapéutica médica @,

EIHER2-NEU o c-erbB-2y el primer intento de trata-
miento etiolégico del cancer humano

Como una demostracion de la rapidez con la que
avanzalatecnologiay su creciente e inmediata aplica-
cién en la clinica, conviene relatar un ejemplo que, por
su actualidad, resulta expresivo.

En 1981 se identifica el oncogene neu enlas célu-
las del neuroblastoma de la rata, en experimentos de

“microarray”, es posible obtener informacion de gran parte de
un Genoma en un solo experimento. EI TM consiste en poner
en una sola lamina multiples (100 6 més) trocitos de tejidos
distintos y poderlos someter a todos de una corrida a las mis-
mas reacciones. Se usa un equipo especialmente disefiado para
tomar biopsias tisulares de 0,6 a2 mm de diametro y acomo-
darlas en un bloque de parafina. También puede utilizarse
blogues de parafina donantes y acomodar los trocitos obteni-
dos en un nuevo bloque de parafina (bloque recipiente). Si
suponemos que tenemos 200 6 mas muestras tisulares en una
sola seccién podemos imaginar la informacién capaz de obte-
nerse si, simultdneamente, se hace una reaccion especifica
(ADN, RNA, FISH, Inmunohistogquimica, etc.).
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transfeccion con fibroblastos 3T3 @2 ©@3@4, Este oncoge-
ne codifica una proteina con un peso molecular de 185
kd, homdloga, del receptor del factor de crecimiento epi-
dérmico humano, proteina de lafamilia de las tirosino kina-
sas, gue se deposita enlamembrana citoplasmica. Elequi-
valente humano del neu-gene de larata ha sido clonado de
unalibreriade ADN complementarioy se le denomina HER-
2 (de Human Epidermal growth factor Receptor-2)?. Cuando
el complementario se conjuga con el ADN gendmico se de-
nominaa éste c-erbB-2 (de complementary epidermal ...),
gene ubicado en el cromosoma 17g12-21.32.

En 1985 se encontrd que un cultivo de células de
carcinoma humano mamario amplificaba el neu-gene o
c-erbB-2. Este hallazgo hizo que de inmediato se buscara
lapresencia de la proteina c-erbB-2, en los casos de can-
cerde mamahumanos. En 1989 se habia encontrado que
del 20 al 30 por ciento de esos tumores mostraban so-
breexpresion de la proteina c-erbB-2 @9, Esto se inter-
preta como que el factor de crecimiento epidérmico hu-
mano interviene en el proceso de cancerizacion de la
neoplasia que expresa la proteina c-erbB-2. En el cancer
mamario la positividad de la reaccion al c-erbB-2 es, tam-
bién, caracteristicamente de membrana (grafico 35).

c-erbB-2 (reaccion positiva +++)

gréfico 35

EIKIT, CD 117 es una proteina de membrana de 145- a
160- kilodalton (kd), que esté estructuralmente relaciona-
da al factor de crecimiento derivado de las plaquetas. Se
ha demostrado que la proteina KIT se expresa en las célu-
las troncales hematopoyéticas, en las células cebadas, en
las células basales de la piel, en los melanocitos, en las
células epiteliales de la mama, en las células germinales y
en las células intersticiales de Cajal. El protooncogene C-
kit esta situado en el cromosoma 4 (4q11-12) ©3),

El c-erbB-2 es positivo en el 50 por ciento de los
carcinomas ductales “in situ”, tipo comedo carcinomas.

Laacumulacion de informacion viene demostrando
que la positividad de el c-erbB-2 en el cancer de mama
infiltrante, es un indicador de mal prondstico, que existe
unarelacioninversaentre la sobreexpresion de c-erbB-2y
la presencia de receptores estrogénicos y progesteronicos, y
gue la sobreexpresion de c-erbB-2indicaresistenciaal trata-
miento hormonaly quimioterapico @?.

Mas interesante ha sido, aiin, que desde 1998 se ha
desarrollado un anticuerpo contra la proteina c-erbB-2. Este
anticuerpo bloquea el efecto receptor del c-erbB-2 al factor de
crecimiento epidérmicoy, por lotanto, anula el efecto estimula-
dor para el crecimiento tumoral. Desde las primeras pruebas
terapéuticas se havisto que este anticuerpotiene unaefectiva
accidn antitumoral, tanto suministrada aisladamente oencom-
binacion con la quimioterapia, en los pacientes con tumores
positivos a este factor. La droga ha sido aprobada por el Food
and DrugAdministration (FDA) y, actualmente, se expende enel
mercado conelnombre de Trastuzumalb @@ E0EDE2),

El Trastuzumab representa la pimera droga anticance-
rosa elaborada con un concepto etioldgico. Adiferenciadelos
tratamientos con rayos X o quimioterapicos, que atacan indis-
criminadamente a células tumoralesy notumorales, eneste
casoladroga esta especificamente dirigida contraunode los
factores que participan enla cadena de produccién del meca-
nismo tumoral. Constituye, por lo tanto, un cambio revolucio-
nario enlaterapéutica del cancer.

Dentro del mismo concepto, recientemente, se haintro-
ducido otra terapia antitumoral basada en el desarrollo de un
anticuerpo contra el producto de un proto-oncogene (KIT, CD
117), queinterviene enelmecanismo de generacion de algu-
nostumores 4, Este nuevo enfoque de tratamiento, con crite-
rioetioldgico, ofrece grandes perspectivasy, sinduda, seguira
amplidndose enelfuturo.

PALABRASHNALES

Notese que, entoda esta presentacion, no hemos
tratado el asunto de explicar los mecanismos cerebrales,
lamente, la conciencia, lamemoria, etc., usando el lamado
conocimiento cientifico. Al respecto, podria decirse, como
subraya Monod, “el biélogo que lo intente esta condenado
alfracaso porgue ningun sistema l6gico sabe describir inte-
gralmente su propia estructura” ®.

Laverdad es que, en este campo, si bien se han
hecho progresos notables—conocimiento sobre: las neu-
ronas, las sinapsis, las sustanciasintermediarias, las &reas
del cerebro encargadas de las funciones especificas, el re-
conocimiento de los circuitos cerebrales, la observacion del
cerebro en funcionamiento a traves de la tomografia por
emision de protones (PET), etc.- estamos lejos de haber
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bajado en nuestras explicaciones al nivel molecular. Es
cierto que se ha propuesto que la memoria resulta de
interacciones quimicas que dejan un registro en la forma
de una alteracion méas o menosirreversible al nivel de un
conjunto de sinapsis. Una teoria segun la cual ella esta-
ria codificada en la secuencia de los radicales de algunas
macro moléculas (acidos ribonucleicos), ha sido vista con
simpatia por algunos fisidlogos que, aparentemente, han
querido recoger concepciones extraidas del codigo gené-
tico. Sin embargo, los mecanismos de traduccion que los
caracterizan no tienen contraparte sostenible en este caso.

Es cierto también que el funcionamiento de las
computadoras si es altamente asimilable al del cerebro,
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