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Resumen. La micrometástasis o enfermedad mínima residual ha adquiri-

do una importancia trascendental en oncología al representar un verdadero

problema clínico que debe ser solucionado, ya que aún se desconoce la res-

puesta de estos focos tumorales a los diferentes tratamientos que se usan

para el control del cáncer. Aun cuando este es un problema específico funda-

mental a ser solucionado, ya existen métodos de ensayo inmunohistoquímicos

y de biología molecular, que han permitido la ubicación de microfocos de cé-

lulas tumorales en diferentes órganos y tejidos, existiendo diferentes técnicas

para determinar y cuantificar estas lesiones. Dentro de estas técnicas desta-

can la citometría de flujo y diferentes técnicas moleculares que van desde las

ya tradicionales hasta las más nuevas y sofisticadas. El objetivo de la presente

revisión está dirigido evaluar los nuevos métodos de diagnóstico que permitan

la identificación de esta enfermedad residual, lo cual serviría para establecer

tratamientos individualizados que pudieran prevenir la recurrencia de la en-

fermedad en los pacientes de cáncer bajo tratamiento.
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Abstract. Micrometastasis or minimal residual disease has become criti-

cally important in oncology since it represents a true clinical problem that

must be solved, as the response of these tumor foci to the different treat-

ments that are used for the control of cancer, is still unknown. Even though

this is a fundamental specific problem to be solved, there are already

immunohistochemical and molecular biology diagnostic methods that have al-

lowed microfoci location of tumor cells in various organs and tissues, and dif-

ferent techniques are available to determine and quantify these lesions.

Within these techniques, flow cytometry and different molecular methods are

included, and they range from the traditional to the newest and most sophisti-

cated. The goal of this review was aimed to evaluate new diagnostic methods

that permit the identification of this residual disease, which would serve to es-

tablish individualized treatments and prevent the recurrence of the disease in

cancer patients under treatment.
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INTRODUCCIÓN

Los dos mecanismos biológicos que de-

terminan la malignidad del cáncer son la in-

filtración y la metástasis, procesos muy

complejos cuyo carácter está más allá de

ser fenómenos puramente mecánico (1).

Ellos suceden cuando en las células del tu-

mor primario ocurren cambios genéticos

que hacen posible la expresión de proteínas

específicas, permitiendo que algunas célu-

las se separen de las vecinas, rompan la

membrana basal y entren en los vasos linfá-

ticos y sanguíneos, circulando por ellos pa-

ra viajar a distancia (2, 3). La importancia

clínica de estos mecanismos se hace eviden-

te cuando se considera que buena parte de

los tumores sólidos pueden presentar me-

tástasis clínica al hacerse su diagnóstico, o

bien estar en fase subclínica, apareciendo

tiempo después tras el diagnóstico y trata-

miento del tumor primario (4).

Por otra parte, es muy importante con-

siderar que los tratamientos dirigidos con-

tra la metástasis no son efectivos en la ma-

yoría de los pacientes, ya que los tratamien-

tos convencionales locales, como lo son la

cirugía y la radioterapia, cuando son usados

para afrontar la enfermedad metastásica

clínica, usualmente tienen más papel palia-

tivo que curativo, en tanto que los trata-

mientos sistémicos, como la quimioterapia,

son más favorables, pero con una efectivi-

dad limitada y una toxicidad importante

(4). Este comportamiento se debe a la com-

plejidad de una enfermedad en la que desta-

ca su heterogeneidad celular, una de las

principales limitaciones para su curación.

En un tumor maligno existen diferentes

subpoblaciones celulares con diferentes

grados de diferenciación, proliferación y ca-

pacidad metastásica, a lo cual se suma una

gran capacidad de respuesta a los trata-

mientos, ya que las subpoblaciones se van

Vol. 54(2): 206 - 225, 2013

Micrometástasis: estrategias para su detección 207



adaptando y seleccionando en función de

los cambios del medio ambiente en que se

localizan y la resistencia a los agentes cito-

tóxicos. Tales cambios, como lo son la hipo-

xia, toxicidad y radiación (5, 6) hacen que

algunos subclones se escapen y formen nue-

vos focos de células a distancia, donde pue-

den crecer si son capaces de inducir la for-

mación de nuevos vasos sanguíneos median-

te la angiogénesis (7). Así, la heterogenei-

dad celular tumoral se debe principalmente

a la inestabilidad genética de las células tu-

morales, y a la selección de las subpoblacio-

nes mutantes. Entre los factores fundamen-

tales que participan en esta inestabilidad se

encuentran las mutaciones de la proteína

p53, los genes implicados en la reparación

del ADN, los genes que intervienen en la re-

gulación del ciclo celular y la muerte pro-

gramada o apoptosis (8, 9).

Como podemos ver, la diseminación

metastásica es un evento clave en la histo-

ria natural del cáncer, ya que mediante su

desarrollo se transforma una enfermedad

circunscrita y potencialmente curable por

un tratamiento local en una enfermedad ge-

neralizada cuyo tratamiento debe ser sisté-

mico. A pesar de los grandes avances tera-

péuticos logrados en oncología durante las

últimas décadas, surge una dura verdad: to-

davía mueren muchos pacientes a causa de

la metástasis, incluso en muchos de aque-

llos que ya no presentaban signos de enfer-

medad clínicamente detectable luego de su

tratamiento. En todos estos pacientes la re-

currencia de la enfermedad se ha originado

a partir de los residuos tumorales microscó-

picos que constituyen la denominada “mi-

crometástasis” o “enfermedad mínima resi-

dual”.

DESARROLLO
DE LAS MICROMETÁSTASIS

Las micrometástasis se definen como

“pequeños depósitos de células tumorales

inferiores a 2 mm de diámetro, distantes de

la lesión original o tumor primario”. Este

término, aun cuando tiene connotaciones

morfológicas –ya que su descubrimiento y

descripción se han dado en el campo de la

histopatología–, ha sido redimensionado

mediante el desarrollo de técnicas no mor-

fológicas para la detección de las células tu-

morales diseminadas, por lo cual el uso ha-

bitual del viejo término se aplica a los res-

tos tumorales de pequeño tamaño identifi-

cados por cualquier técnica (10). Los resi-

duos tumorales inferiores a 0,02 mm se de-

nominan “células aisladas”, no estando defi-

nida su relevancia clínica, por lo que hay al-

gunos autores que prefieren considerar el

término “células tumorales ocultas” (en in-

glés OTC, occult tumour cells). Doekhie y

col. (11) postularon que es posible que en

los individuos inmmunocompetentes, las

OTC son destruidas por el sistema inmune

antes de que puedan progresar a lesiones

de mayor tamaño, y así puedan proliferar.

Las micrometástasis se distinguen de

las macrometástasis porque no tienen una

fuente propia de aporte sanguíneo y se ali-

mentan a través de la difusión pasiva de nu-

trientes y oxígeno, lo que limita su creci-

miento. Estos pequeños grupos de células

podrían permanecer quiescentes durante

largos periodos, hasta que el sistema inmu-

ne los elimine o hasta que se produjera la

formación de nuevos vasos sanguíneos me-

diante la angiogénesis, haciendo posible el

crecimiento de las micrometástasis (12).

Estos pequeños focos celulares no se detec-

tan mediante técnicas de imagen conven-

cionales, requiriéndose la aplicación de mé-

todos más sofisticados tales como los cito-

métricos o moleculares. Esta realidad hace

que los pacientes sean sometidos indiscri-

minadamente a tratamientos de consolida-

ción para eliminar la enfermedad mínima

residual, haciendo que algunos enfermos re-

ciban más tratamiento del necesario, mien-

tras que en otros es insuficiente (13). Por
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tanto, es preciso desarrollar técnicas más

sensibles que permitan evaluar la masa resi-

dual de forma más precisa, lo que posibili-

taría realizar tratamientos de consolidación

adaptados a cada enfermo. El abordaje efi-

ciente en el problema del cáncer sigue sien-

do un reto, ya que se trata de buscar solu-

ciones en la prevención, buscar métodos

que sean capaces de detectar precozmente

la enfermedad, cuantificar su grado de con-

trol y seguimiento y predecir las recidivas.

Recordemos que los inconvenientes que

han planteado, en determinadas circunstan-

cias, el diagnóstico diferencial del cáncer y

la necesidad de contar con elementos obje-

tivos para la caracterización de procesos

malignos, llevaron a la necesidad de la bús-

queda de características bioquímicas y mo-

leculares que pudieran brindar datos adicio-

nales para establecer el pronóstico, y perfi-

lar una estrategia de tratamiento de cada

variante neoplásica. De aquí que los marca-

dores tumorales pueden aportar esta infor-

mación muy útil en la búsqueda de indivi-

duos enfermos en poblaciones de riesgo, de-

finición del estadio del tumor o como ele-

mento complementario en la confirmación

de un diagnóstico histopatológico (14).

MARCADORES TUMORALES
Y MICROMETÁSTASIS

Se consideran “marcadores tumorales”

o “biomarcadores tumorales” aquellas sus-

tancias que pueden cuantificarse en los teji-

dos o en los fluidos biológicos para detectar

la presencia de cáncer. Eventualmente pue-

de servir en la determinación de la localiza-

ción de la masa neoplásica, el tamaño de la

carga tumoral o estimar la respuesta al tra-

tamiento (15). Muchos elementos, inclu-

yendo antígenos asociados a tumor, enzi-

mas, distintas proteínas, metabolitos, onco-

genes o productos de oncogenes, pueden

ser reconocidos como marcadores tumora-

les. Algunos marcadores son específicos de

una variante tumoral mientras que otros

pueden encontrarse en varios tipos de cán-

cer. Es importante recalcar que los marca-

dores tumorales no son capaces de asegurar

el diagnóstico de procesos neoplásicos por

sí mismos, ya que el diagnóstico seguro de

la enfermedad depende, en última instan-

cia, de un apropiado estudio histopatológi-

co a partir del material de la biopsia (16,

17). Sin embargo, los marcadores proveen

una información muy útil que contribuye a

diagnosticar precozmente la enfermedad,

establecer el pronóstico, predecir la res-

puesta al tratamiento o detectar la recu-

rrencia (18).

Diferentes tipos de marcadores expresados
por las células tumorales en el cáncer

1. Marcadores de detección temprana. Se

aplica para la identificación de nuevos

casos de cáncer. Un ejemplo es el antí-

geno prostático específico (PSA, siglas

en ingles), usado para detectar el cán-

cer de próstata (19, 20).

2. Marcadores de riesgo. Se basa en la

identificación de mutaciones germina-

les heredadas en genes involucrados en

la tumorogénesis. Se trata de genes su-

presores tumorales o genes que codifi-

can para moléculas que mantienen la

estabilidad del genoma. Como ejemplo

las mutaciones en los genes BRCA1 y

BRCA2 en cáncer de mama (21, 22).

3. Marcadores de diagnóstico. Se utiliza

en pacientes con síntomas para esta-

blecer el origen de un tumor indiferen-

ciado, ayudando a definir la estirpe

que dio origen al tumor. Por ejemplo

el marcador. CA-125 para el cáncer de

ovario (23, 24).

4. Marcadores de estadificación (clasifi-

cación de la extensión y gravedad de

una enfermedad cancerosa). Una vez

diagnosticada la enfermedad, ayuda a

determinar si la misma ha avanzado, y
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si las células tumorales han invadido

órganos y tejidos. Es ejemplo el

CA19-9 en ciertos casos de cáncer de

páncreas (25, 26).

5. Marcadores de pronóstico. Ayudan a

valorar la agresividad y comportamien-

to del tumor, así como la posible evo-

lución del paciente al momento del

diagnóstico o de la extirpación quirúr-

gica. Un ejemplo es la expresión abe-

rrante de CD117 en casos de mieloma

múltiple (27, 28).

6. Marcadores predictivos. Indica la pro-

babilidad de respuesta a un determina-

do tipo de tratamiento, permitiendo

hacer el seguimiento para monitorear

su efectividad. Un ejemplo es la expre-

sión de receptores de estrógeno en la

terapia hormonal en cáncer de mama

(29, 30).

TÉCNICAS DE ESTUDIO
DE LA ENFERMEDAD MÍNIMA RESIDUAL

Para que una técnica pueda ser utiliza-

da para estudiar las micrometástasis (31,

32) debe reunir las siguientes propiedades:

a. Sensibilidad. Define el límite de de-

tección de la técnica, y que debe ser capaz

de detectar, por lo menos, una célula tumo-

ral de entre mil células normales Se debe

considerar que la sensibilidad de los ensa-

yos para la determinación de la enfermedad

mínima residual está limitada también por

la estabilidad de las respectivas dianas de la

muestra a analizar. Siendo que el ADN ge-

nómico, es una molécula estable, sin em-

bargo, el RNA mensajero tiene una vida me-

dia muy corta.

b. Especificidad. Define la capacidad

que tiene la técnica de distinguir las células

tumorales de las normales, lo cual es funda-

mental para evitar falsos positivos o falsos

negativos.

c. Reproducibilidad. Exige y determina

utilizar un ensayo idéntico determinado por

el protocolo, reactivos y controles en los di-

ferentes laboratorios.

d. Repetibilidad. Mide el grado de con-

cordancia entre las réplicas probadas du-

rante la realización de un ensayo y las pro-

badas en distintas realizaciones del mismo

ensayo.

e. Validación. Es la evaluación de una

prueba de diagnóstico con el fin de deter-

minar su idoneidad para una utilización

concreta.

f. Correlación clínica. La técnica debe

ser consistente, y cumplir todos los requisi-

tos exigidos para poderla correlacionar clí-

nicamente

TÉCNICAS PARA LA DETECCIÓN
DE LA ENFERMEDAD MÍNIMA RESIDUAL

A. Técnicas inmunológicas
Métodos inmunohistoquímicos. En

una muestra histológica, mediante los anti-

cuerpos monoclonales específicos, se puede

detectar marcadores específicos de superfi-

cie de un determinado tipo de cáncer. Estos

antígenos pueden ser proteínas con expre-

sión aumentada en las células del carcino-

ma o pueden ser proteínas no detectables

en las células normales por técnicas inmu-

nológicas, utilizándose usualmente, como

antígenos, las citoqueratinas y otras proteí-

nas de membrana (33). Para detectar por

este método células tumorales, se han utili-

zado distintos anticuerpos monoclonales en

médula ósea y/o sangre periférica de pa-

cientes con tumores epiteliales para los

cánceres de: mama (34), colon (35), recto

(36), estómago (37), páncreas (38), pul-

món (39), vejiga (40), riñón (41) y hemato-

lógicos (42). Su especificidad y sensibilidad

dependen de la expresión del antígeno dia-

na, y de la afinidad del anticuerpo monoclo-

nal frente al antígeno.

En diversos estudios inmunohistoquí-

micos realizados en pacientes con cáncer

de mama se ha utilizado una batería de an-
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tígenos tales como citoqueratina 18, panci-

toqueratinas, antígeno epitelial de membra-

na y TAG72 para determinar la presencia de

células residuales. En este caso se encontró

que el antígeno que proporciono mayor sen-

sibilidad fue la citoqueratina 18 (43). En el

caso de muestras de ganglio linfático no

pueden utilizarse las citoqueratinas debido

a que las células reticulares las expresan, y

así podría provocarse un falso positivo. En

tal caso, para estudiar las células tumorales

en ganglios linfáticos se utiliza como mar-

cador específico el Ber-EP4 (44). La sensi-

bilidad de este método inmunohistoquími-

cos es de detectar una célula tumoral entre

105-106 células normales.

Citometría de flujo. La citometría de

flujo es utilizada para analizar y definir el

perfil inmunofenotípico de las células neo-

plásicas y establecer la presencia de fenoti-

pos aberrantes. Se basa en la aplicación de

anticuerpos monoclonales específicos diri-

gidos contra proteínas de membrana o in-

tracitoplasmáticas (45). Esta técnica de

análisis celular multiparamétrico se basa en

hacer pasar partículas en suspensión, como

lo pueden ser las células, por un haz lumi-

noso, debiendo estar alineadas para pasar

de una en una por el haz luminoso. Su inte-

racción con el haz luminoso genera señales

debido a una dispersión de la luz, caracteri-

zada por el tamaño de la célula, su núcleo,

la membrana nuclear, el material granular

del citoplasma o a una emisión de la luz por

los anticuerpos marcados con fluorocro-

mos. Estas señales generadas son llevadas a

unos detectores que las transforman en im-

pulsos eléctricos, se amplifican y son trans-

formadas en señales digitales mediante un

sistema informático apropiado (46, 47).

Su principal aplicación en oncología es

la evaluación y seguimiento de leucemias

agudas (48), leucemias linfoblástica cróni-

cas (49) y otros síndromes linfoproliferati-

vos con infiltración medular o expresión en

sangre periférica (50). En el caso de la eva-

luación de la enfermedad mínima residual

en las patologías oncohematológicas, la ci-

tometría de flujo es útil para la determina-

ción de fenotipos propios de la población

leucémica y su presencia en la recidiva

(51). Las células leucémicas, salvo raras

ocasiones, no presentan antígenos específi-

cos que permitan distinguirlas de las célu-

las normales, sin embargo sí expresan feno-

tipos que están escasamente representados

en personas sanas o son indetectables en

las células normales. Estos fenotipos reci-

ben el nombre de fenotipos leucémicos, los

cuales se suelen caracterizar por la expre-

sión en una misma célula de antígenos aso-

ciados a dos líneas celulares, por la presen-

cia de asincronismos de maduración, por al-

teraciones en el patrón de expresión del an-

tígeno o la localización aberrante de fenoti-

pos restringidos a ciertos tejidos (52, 53).

A través de la citometría de flujo se

puede obtener información acerca de la efi-

cacia de un tratamiento implementado

para: diseñar protocolos en los pacientes de

alto riesgo una vez alcanzada la remisión,

predecir recaídas previamente a las mani-

festaciones clínicas, para el estudio de la

calidad del producto de la recolección de

células madre o stem cells en el trasplante

autólogo de médula ósea. Aquí se puede di-

mensionar el valor de estas técnicas al po-

seer una sensibilidad de 10–4 a 10–5, es de-

cir, detecta una célula tumoral de entre

10.000 y 100.000 células normales (54).

B. Técnicas de biología molecular
Las técnicas de biología molecular es-

tán basadas en la asociación de alteraciones

que ocurren en los ácidos nucleicos en las

células malignas, las células se caracterizan

por presentar alteraciones tanto genéticas

como epigenéticas. Por otra parte, las mu-

taciones somáticas puntuales en los genes

supresores del tumor u oncogenes son fre-

cuentes, observándose anormalidades cro-

mosómicas tales como reordenamientos,
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delecciones, amplificaciones y aneuploidías

(55). Estas son características de inestabili-

dad genómica a consecuencia del fenotipo

maligno, siendo utilizadas en clínica como

marcadores moleculares para poder detec-

tar las células tumorales (56).

Citogenética convencional. La citoge-

nética, al estudiar la apariencia microscópi-

ca, cambios estructurales y las anomalías

de los cromosomas que presentan estos en

la enfermedad (55), son una herramienta

de suma importancia a la hora del diagnós-

tico, pronóstico y seguimiento de las neo-

plasias hematológicas (57). La técnica de

citogenética convencional o de bandeo G

nos brinda una amplia información acerca

del espectro de aneuploidías y cambios es-

tructurales presentes en las células malig-

nas, con una sensibilidad de 1 a 5%, depen-

diendo de la cantidad de metafases analiza-

das. Dentro de las ventajas del bandeo G,

está la posibilidad de estudiar cada uno de

los 46 cromosomas presentes en la célula

considerando el patrón de bandas caracte-

rístico de cada cromosoma, lo cual permite

la visualización de re-arreglos genómicos

(58). Se han identificado anomalías cromo-

sómicas tanto numéricas como estructura-

les por translocaciones, inversiones, dele-

ciones, duplicaciones, todas asociadas di-

rectamente con la génesis tumoral, caracte-

rísticas clínicas del cáncer, factores pronós-

ticos y respuesta a la terapia del cáncer

(59). En algunas leucemias se ha identifica-

do la t(9,22)(q34.1; q11.2) (60) y en los

síndromes mielodisplásicos la 5q-, del

(5)(q13q33) (61). Cuando se identifican es-

tas anomalías se puede realizar un diagnós-

tico tanto a nivel citogenético como al se-

guimiento de la progresión de la enferme-

dad. Si el tratamiento es efectivo no se van

a observar los reordenamientos cromosómi-

cos y el paciente presentará una remisión

completa (62). Por otra parte, cuando los

cromosomas presentan bandas poco defini-

das, no es posible determinar el cariotipo, y

tampoco es posible detectar las alteracio-

nes genéticas que afecten a regiones muy

pequeñas en el ADN. Estas situaciones pro-

ducen limitaciones en la aplicabilidad de la

citogenética convencional para el estudio

de la enfermedad mínima residual. La ven-

taja más importante de su utilización es

que todos los cromosomas pueden ser vi-

sualizados a la vez. Sin embargo la falta de

células en división y la mala morfología de

los cromosomas, situaciones muy frecuen-

tes en las hemopatías malignas, son una li-

mitación de la citogenética convencional.

La sensibilidad de la técnica oscila entre el

5-10%, dependiendo de la cantidad de meta-

fases analizadas.

Hibridación in situ. Las técnicas de

hibridación in situ (HIS) permiten detectar

y localizar secuencias específicas de ácidos

nucleicos, bien sea en ADN o ARN, sobre

preparaciones cromosómicas, extensiones

celulares, cortes de tejidos, y en cortes ul-

trafino utilizados para el estudio de micros-

copía electrónica. La utilización de estas

técnicas ha aumentado en los últimos años

como complemento de la citogenética con-

vencional, cuya ventaja radica en la visuali-

zación de todos los cromosomas. Presenta

varias limitaciones, siendo necesario que las

células estén en división y los cromosomas

pueden presentar bandas cromosómicas

poco definidas.

Hibridación in situ convencional. La

HIS convencional de aplicación más gene-

ralizada en el estudio de los tumores se

basa en la utilización de tres tipos princi-

pales de sondas: sondas centroméricas,

sondas de pintado cromosómico (painting)

y sondas de secuencia única o también lla-

mada locus específico. La HIS con el uso

de fluorocromos se denomina FISH, mien-

tras que si el marcaje es cromogénico se

denomina CISH.

– Centroméricas o ADN satélite. Está

formada por una secuencia repetitiva

de ADN que hibridiza con el ADN de la
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región centromérica del cromosoma,

siendo útiles para detectar alteracio-

nes cromosómicas numéricas como

monosomías y trisomías. Esta técnica

puede aplicarse sobre células en divi-

sión o núcleos interfásicos sin necesi-

dad de tener células en metafase (63).

– La sonda de pintado cromosómico

(painting). Está formada por una bate-

ría de sondas que en su conjunto hibri-

dizan todo el cromosoma. Con esta

sonda podemos detectar alteraciones

estructurales o numéricas de los cro-

mosomas solo en células en metafase,

siendo de gran utilidad cuando los cro-

mosomas son de mala calidad (64).

– La sonda de secuencia única (locus es-

pecífico). Hibridizan con el ADN de

una región en particular, correspon-

diente a un gen o a una banda cromo-

sómica. Con esta sonda se pueden vi-

sualizar alteraciones tanto estructura-

les como numéricas en núcleos tanto

en interfase como en metafase. Se pue-

de detectar la presencia de células tu-

morales residuales con una anomalía

característica de estirpe o subtipo,

como la t(9; 22) en la leucemia mieloi-

de crónica (65) y la t(15; 17) que afec-

ta al PML/RAR� en la leucemia mieloi-

de aguda (66)

Hibridación in situ fluorescente. La

hibridación in situ fluorescente, FISH, es

una tecnología que utiliza sondas de DNA

marcadas con un fluoróforo para detectar o

confirmar anomalías génicas o cromosómi-

cas que generalmente están más allá de la

capacidad de resolución de la citogenética

de rutina. En primer lugar, la muestra de

DNA en cromosomas metafásicos o núcleos

en interfase se desnaturaliza, proceso que

separa las hebras complementarias de la es-

tructura en doble hélice del DNA. A la

muestra desnaturalizada se le añade enton-

ces la sonda de interés, marcada con un

fluoróforo, que se asociará al DNA de la

muestra en el sitio diana, la hibridación,

donde se vuelve a formar una doble hélice.

La señal emitida por la sonda se observa

mediante un microscopio de fluorescencia,

clasificándose la muestra de DNA según la

presencia o ausencia de la señal (67). La

FISH, puede ser utilizada como comple-

mento de la citogenética convencional, ya

que ambas pueden ser de utilidad diagnósti-

ca y pronóstica, sobre todo en el estudio de

las neoplasias hematológicas (68). Es im-

portante destacar que tanto la FISH como

la citogenética presentan limitaciones y

ventajas: la citogenética requiere que las

células tumorales se encuentren en divi-

sión, y si las células no tienen buena cali-

dad, la interpretación los resultados es du-

dosos, Además se pueden analizar pocas cé-

lulas, y el sistema presenta una baja sensibi-

lidad; por otra parte, la FISH puede utilizar-

se tantos en núcleos en interfase como en

células en metafase, pudiendo analizarse

más células que con la citogenética, siendo

además una técnica con mayor sensibilidad

que varía desde 10–2 a 10–5, es decir, detec-

ta una célula tumoral entre 100 a 100.000

células normales.

Nuevas técnicas FISH. Las técnicas de

FIS multicolor-FISH (M-FISH) y Multiban-

ding-FISH (RX-FISH) han surgido con la in-

tención de superar las carencias de la HIS

convencional, y aportar una mayor informa-

ción en el conocimiento del cariotipo.

– La técnica M-FISH. Esta técnica se

basa en la cohibridación de 24 sondas

de pintado cromosómico marcadas con

fluorescencia en células en metafase,

lo cual permite visualizar cada par de

cromosomas de un color diferente.

Esta técnica es muy útil para determi-

nar cariotipos complejos, siendo el in-

conveniente la necesidad de obtener

células en metafase (69).

– Multibanding FISH o cross species co-

lor binding (RX-FISH). La técnica es

muy similar a la M-FISH permitiendo la
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generación de un patrón de bandas de

distintos colores para cada uno de los

cromosomas, siendo su principal ven-

taja permitir detectar inversiones y

translocaciones entre cromosomas ho-

mólogos (70).

– Hibridación cromogénica in situ

(CISH). Esta hibridación cromogénica

es un método descrito para la detec-

ción de la amplificación de un gen,

combinando características de la téc-

nica de FISH e immunohistoquímica.

La CISH, al igual que la FISH, permite

cuantificar el número de copias de un

gen e identificar translocaciones en los

cromosomas. La diferencia radica en

que la CISH usa reacciones convencio-

nales con peroxidasa a partir de tejidos

fijados en formol o embebidos en para-

fina (71).

– Hibridación genómica comparada. En

los tumores sólidos, la obtención de

metafases de calidad es a menudo

complicada, por lo que se desarrolló

una nueva técnica de citogenética mo-

lecular denominada hibridación genó-

mica comparada o CGH en ingles. Esta

técnica emplea ADN del tumor y no

analiza metafases, obviando la necesi-

dad de células en crecimiento, siendo

una técnica de citogenética molecular

derivada del FISH. Ella permite detec-

tar cambios numéricos de secuencias

de ADN en un tejido tumoral, como lo

son pérdida, deleciones, ganancias y

amplificaciones. Dicha técnica hibridi-

za el ADN tumoral y de un ADN con-

trol, ambos marcados con fluorocro-

mos de distinto color sobre metafases

normales. La CGH tiene particular in-

terés en el análisis de cambios numéri-

cos de secuencias de ADN tanto en tu-

mores sólidos como en neoplasias he-

matológicas de índice proliferativo

bajo, al no ser necesaria la obtención

de metafases. Así mismo es de gran

utilidad en aquellos casos que presen-

tan cariotipos complejos con numero-

sos cromosomas marcadores dobles di-

minutos (DM) y regiones de tinción

homogénea (HSR). Esta técnica nos

permite detectar translocaciones, in-

versiones y otras alteraciones de tipo

equilibrado que no comportan ganan-

cia o pérdida de material genético (72,

73).

Con el mismo fundamento que la HGC

recientemente ha surgido una técnica de-

nominada array-CGH o matrix-CGH, que en

lugar de hibridar sobre portaobjetos con

metafases hibrida lo hace sobre matrices

con oligos que puede cubrir todo el genoma

(74). La CGH ha contribuido significativa-

mente al conocimiento actual de las altera-

ciones genómicas en las neoplasias huma-

nas proporcionando información para la

identificación de nuevos genes implicados

en estas enfermedades. Actualmente esta

técnica se utiliza sobre todo para detectar

alteraciones cromosómicas en tumores sóli-

dos, con el inconveniente, siempre presen-

te, de la obtención de metafases, que pre-

senta muchas dificultades técnicas (75). En

neoplasias hematológicas, la CGH está casi

restringida a síndromes linfoproliferativos

crónicos, ya que en éstos, el índice mitótico

de las células tumorales es generalmente

muy bajo (76).

C. Pruebas por Northern blot,

Western blot, Southern blot

Northern blot. Es utilizado para anali-

zar ARN, bien sea total o purificado, sepa-

rándose de acuerdo con su tamaño en un

gel de agarosa y se transfiere posteriormen-

te a una membrana. Los ARNs se revelan

con una sonda marcada con radioactividad

o fluorescencia, la cual es una secuencia de

ácido nucleico específica y complementaria

para el ARN de interés. Esta técnica se ha

utilizado para mostrar la sobreexpresión de

oncogenes y la desregulación de genes su-
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presores tumorales en células cancerosas

cuando son comparadas con tejidos norma-

les (77, 78).

Western blot o inmunoblot. Esta prue-

ba se emplea para identificar proteínas es-

pecíficas mediante técnicas inmunológicas,

las cuales se separan por electroforesis en

geles de poliacrilamida y se transfiere a una

membrana. La membrana se expone a un

anticuerpo que reconoce a la proteína, pu-

diéndose estudiar, de esta forma, la presen-

cia de la proteína y analizar su cantidad re-

lativa respecto a otras proteínas (79, 80).

Southern blot. Esta técnica se basa en

el empleo de enzimas de restricción que

corta las hebras de ADN y generan una serie

de fragmentos de distinta longitud, los cua-

les se separan mediante una electroforesis.

El ADN se transfiere a una membrana, y se

expone a sonda marcada que es comple-

mentaria de la secuencia de interés, el pa-

trón de bandas formado indicará el número

y el tamaño de los fragmentos complemen-

tario con la sonda. Si la población de célu-

las en estudio posee alteraciones o delecio-

nes en la secuencia genómica, las enzimas

de restricción cortan en otros sitios y se ge-

neran fragmentos de ADN de longitudes di-

ferentes respecto a las células normales. La

comparación de los bandeos de genoma de

células normales y del tejido en estudio, se

pone de manifiesto la presencia o ausencia

de fragmentos anómalos, y así puede infe-

rirse la existencia o no de alteraciones ge-

néticas (81, 82).

TÉCNICAS BASADAS EN LA REACCIÓN
EN CADENA DE LA POLIMERASA O PCR

La técnica de reacción en cadena de la

polimerasa o PCR en inglés fue creada en

1983 por Kary Mullis, la cual implica una

reacción de amplificación durante el ensa-

yo. El término “reacción en cadena” se re-

fiere a los varios ciclos de copiado de un

fragmento específico de ADN a partir de un

ácido nucleico diana. La región amplificada

se caracteriza por dos o más oligonucleóti-

dos cortos y dos cebadores que son comple-

mentarios con las regiones de ADN que

flanquean la secuencia diana. Utilizando

una ADN polimerasa termoestable, que no

resulte desnaturalizada durante el ciclo de

calentamiento, es posible copiar la secuen-

cia de ADN entre los dos cebadores. Repi-

tiendo de 20 a 40 veces el régimen de ciclos

de calentamiento, se obtendrá una cantidad

de ADN diana copiado que será suficiente

para operaciones ulteriores, tales como la

detección, el clonado y la secuenciación. La

sensibilidad de diagnóstico de la PCR es

muy alta, ya que se producen varios millo-

nes de copias de la diana seleccionada, pu-

diendo ser también muy alta la especifici-

dad de la reacción debida a las secuencias

nucleotídicas específicas formadas por los

oligonucleótidos (cebadores). Los cebado-

res están diseñados para detectar secuen-

cias nucleotídicas específicas en los geno-

mas de las dianas seleccionadas (83).

1. Amplificación del ADN. Si el genoma

es ADN, se realiza la ampliación de for-

ma directa, con o sin purificación pre-

via del ADN diana (84).

2. Amplificación del ARN. Esta técnica

acopla la transcripción reversa de ARN

y PCR, consistente en la amplificación

de pequeñas moléculas de ARN, tanto

total como mensajeros, en forma de

cadenas complementarias de ADNc

mediante una enzima llamada trans-

criptasa inversa o reversa. Esta enzima

tomando como base o modelo una ca-

dena de ARN es capaz de colocar las

bases nucleótidas complementarias

para crear una hebra de ADN. Poste-

riormente, la nueva cadena de ADN

creada se amplifica mediante el méto-

do de PCR.

Es una técnica rápida que puede reali-

zarse con una pequeña cantidad de

muestra, pero es cualitativa indicando
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presencia o ausencia de la secuencia

específica del ADN, lo cual es una limi-

tación a la hora de monitorizar la en-

fermedad mínima residual. La sensibi-

lidad es de 106-107 y su elevada sensibi-

lidad puede ser causas de falsos positi-

vos, hecho que puede minimizarse me-

diante la técnica RT-PCR cuantitativa

(85, 86).

A continuación se ofrecen algunos

ejemplos de técnicas PCR utilizadas en la

actualidad.

– El PCR a tiempo real o PCR cuantita-

tiva. En esta prueba los procesos de

amplificación y detección se producen

de manera simultánea y además, me-

diante la detección por fluorescencia

se puede medir durante la amplifica-

ción la cantidad de ADN sintetizado

en cada momento. Ya que la emisión

de fluorescencia producida en la reac-

ción es proporcional a la cantidad de

ADN formado, ello permite conocer y

registrar en todo momento la cinética

de la reacción de amplificación. Los

termocicladores para llevar a cabo la

PCR a tiempo real incorporan un lec-

tor de fluorescencia para medir la

fluorescencia emitida por la amplifica-

ción, y los datos son analizados me-

diante un software informático (87).

La utilidad de la PCR a tiempo real se

caracteriza por: la rapidez; el mayor

número de ensayos; la utilización de

sistemas cerrados por lo que el riesgo

de contaminación disminuye; ello per-

mite cuantificar la concentración ini-

cial del ácido nucleico presente en la

muestra de manera sencilla y precisa

que por los procedimientos conven-

cionales, y adicionalmente permite la

determinación de mutaciones puntua-

les. Hoy por hoy esta técnica es el es-

tándar en la cuantificación de la ex-

presión genética (88, 89).

– Prueba de PCR anidada. Es una técnica

muy sensible en la que el producto de

una amplificación es utilizado como

molde para realizar una segunda am-

plificación con cebadores que se ubi-

can dentro de la primera secuencia

amplificada, es decir, cuando se tiene

el primer amplicón se pueden unir los

cebadores, y se hace de nuevo una am-

plificación dentro del amplicón inicial.

Este tipo de PCR tiene la ventaja de

brindar alta sensibilidad mas gran es-

pecificidad, la cual aumenta porque

como es amplificación de un amplicón

obtenido previamente, los cebadores

sólo van a hibridar en un sitio dentro

de la molécula y el resultado será una

única banda. Así se evitan posibles hi-

bridaciones inespecíficas de los ceba-

dores. La desventaja de ésta técnica es

que no nos permite cuantificar la

muestra (90, 91).

– Prueba de PCR múltiple o “PCR multi-

plex”. Es un tipo de PCR en el cual se

amplifica más de una secuencia en una

misma reacción, en este tipo de PCR

se utilizan múltiples pares de primers,

hasta 8, lo que da una serie de produc-

tos. Los amplificados pueden verse

como múltiples bandas en un gel. Esta

técnica ofrece la ventaja dar informa-

ción sobre varios locus en una sola

reacción (92, 93).

Para el estudio de la enfermedad míni-

ma residual se pueden utilizar, como mar-

cadores moleculares, dianas localizadas tan-

to en el ADN como en el ARN.

I. Marcadores para el ADN

1. Anomalías cromosómicas. transloca-

ciones, delecciones, aneuploidías (94).

2. Hipermetilación de CpG. Un mecanis-

mo de regulación de la transcripción, y

por tanto de la expresión génica, es el

control de la metilación de los genes.
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La adición de grupos metilo (CH3) a

las bases del ADN en las regiones regu-

ladoras (promotores) ocasiona gene-

ralmente inhibición de la transcripción

génica. En tumores se ha visto que la

metilación causa frecuentemente la in-

hibición de la expresión del gen. Los

factores que conducen a la metilación

de las islas CpG son desconocidos,

aunque obviamente puede estar impli-

cada la expresión inadecuada o la acti-

vidad de enzimas metilantes del ADN

(ADN-metiltransferasas) (95).

3. Mutaciones puntuales en determina-

dos genes. Cerca del 50% de todos los

carcinomas contienen alguna muta-

ción del gen supresor tumoral p53, por

lo que y como consecuencia de la pér-

dida de funciones críticas, se produci-

rían re-arreglos cromosómicos y daños

genómicos irreparables. La presencia

de formas aberrantes de la proteína

p53 se correlaciona con parámetros de

índole clínico, como serían: mayor

agresividad, desarrollo de metástasis y

menor supervivencia de los pacientes

(96).

4. Pérdida de heterocigosidad. Normal-

mente las células poseen dos copias de

cada uno de los genes, por lo que, la

eventual pérdida de las funciones de

un gen supresor, por ende de su pro-

ducto proteico, determinará un creci-

miento celular exagerado y fuera de

control, que es característico del cán-

cer. Por lo general, las delecciones in-

volucran la pérdida de uno de los ale-

los, fenómeno conocido como pérdida

de heterocigosidad (97).

5. Inestabilidad de microsatélites. La

inestabilidad de microsatelites en célu-

las de cáncer humano se asocia a alte-

raciones en ciertos genes, los cuales

son homólogos a los que en los mi-

croorganismos codifican para las pro-

teínas que reparan los errores ocurri-

dos durante la replicación del ADN al

formarse pares de bases erróneos. Son

los genes de reparación de errores de

replicación o genes MMR, siglas en in-

gles de MisMatch Repair genes. La

inestabilidad de los microsatélites sir-

ve como un indicador de híper-muta-

ción génica (98).

II. Marcadores para el ARN

1. Transcritos con un patrón de expre-

sión específico. Es ejemplo el ARN

mensajero (ARNm) del gen mamaglo-

bina para la detección de células tu-

morales circulantes en el cáncer de

mama (99).

2. Fusión de transcritos. En la leucemia

se utiliza como marcador el MLL/AF4.

Esta fusión de genes se debe a una

translocación entre el cromosoma 4 y

11(100).

La PCR presenta algunas limitaciones

En referencia a su gran sensibilidad, la

contaminación y amplificación de fragmen-

tos de ADN extraño puede originar resulta-

dos falsos positivos, además puede existir

una mayor facilidad de contaminación

cuando se utiliza el ARN. La pérdida de sen-

sibilidad también puede ocurrir cuando se

utilizan marcadores moleculares de reorde-

namientos de los genes de las inmunoglo-

bulinas, ya que pueden emergen subclones

que predominan sobre el clon original.

También, adicionalmente, la alteración de

la secuencia del clon IgH debido a mutacio-

nes que impedirían una correcta hibrida-

ción, lo cual podría provocar una recurren-

cia de la enfermedad al no poder ser detec-

tado con las mismas sondas utilizadas para

detectar el clon inicial (101, 102).

MICROARRAYS
Y PERFIL DE EXPRESIÓN

El desarrollo tecnológico, junto con el

avance de la informática, ha permitido la
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creación de plataformas que realizan el aná-

lisis simultáneo de hasta 40.000 genes de

una misma muestra de tejido. Esta tecnolo-

gía recibe el nombre de microarrays, cono-

cidos tambien como biochips, genochips o

genosensores, la cual se puede aplicar al es-

tudio de los niveles de expresión de genes

analizando el ARNm de un tejido (103). Sus

aplicaciones en estudios sobre la biología

del cáncer son de largo alcance, al ser ésta

una enfermedad del genoma a nivel celular,

ya que los cambios en la expresión de los

genes que están implicados en la carcinogé-

nesis pueden ser identificados, a lo cual se

suma que diferentes señales de expresión

genética pueden ser identificadas para tipos

específicos de cáncer. Las señales molecula-

res pueden permitir la predicción tanto de

la evolución de la enfermedad como de la

prescripción de tratamientos más eficientes

para un determinado tipo de tumor. Una vi-

sión de futuro es desarrollar terapias he-

chas a medida para cada paciente en fun-

ción del perfil genético de su tumor prima-

rio (104, 105).

La técnica que describimos se funda-

menta en preparar placas de silicio o vidrio

a cuya superficie se han adherido, según

una secuencia conocida y ordenada, diver-

sas moléculas de cADN o bien oligonucleó-

tidos de secuencias diferentes, específicas

para un determinado gen o una región de

ADN de interés. La tecnología empleada

permite unir, en cada biochip, entre dece-

nas y cientos de moléculas diferentes, por

lo que se puede hacer, de forma simultánea

a partir de una muestra muy pequeña, un

número elevado de ensayos. Esencialmente

se trata de un ensayo de hibridación en el

que papel de sonda lo desempeñan las mo-

léculas unidas al biochip, marcando el ADN

o ARN de la muestra, la cual, desnaturaliza-

da, se vierte sobre el biochip para que se hi-

bride con las secuencia de éste. Al lavar se

detecta en que posiciones aparece el mar-

caje (106, 107).

Existen varios tipos de microarrays de

ácidos nucleicos:

1. Microarrays de cDNA. Las sondas son

producidas en laboratorios mediante la

amplificación selectiva de cDNAs,

100-3000 nucleótidos por PCR (108).

2. Microarrays de oligonucleótidos. Las

sondas son porciones de DNA sintético

de cadena simple que pueden ser cor-

tas (15-25 nucleótidos) o largas

(50-120 nucleótidos). Estos fragmen-

tos pueden ser pre-sintetizados y depo-

sitados en portaobjetos por robots o

sintetizados in situ y depositados por

ink jet o fotolitografía (DNAchips). Los

arrays de cDNA son los más flexibles y

usados en investigación porque permi-

ten depositar genes o fragmentos de

genes amplificados de cualquier espe-

cie, y así diseñar y generar de manera

sencilla y menos costosa el grupo de

sondas (109).

3. Microarrays de proteínas. Las sondas

son anticuerpos fijados a portaobjetos

de vidrio, y los blancos son muestras

de suero o tejido (110).

4. Microarrays de tejidos (TMA). Llamada

también micro-matriz tisular, propor-

ciona un nuevo método de alto rendi-

miento para estudiar el perfil molecu-

lar, expresión de ARNm o el análisis de

alteraciones cromosómicas mediante

hibridación in situ a partir de tejidos

que se encuentran incluidos en blo-

ques de parafina (111).

En conclusión, como hemos visto, la

enfermedad mínima residual se caracteriza

por la presencia de una pequeña cantidad

de células tumorales residuales tras un tra-

tamiento con intención curativa aplicadas a

un paciente con cáncer. El objetivo funda-

mental de esta revisión ha sido dar a cono-

cer las técnicas que se utilizan actualmente

en este campo. Por ello se ha dado una vi-

sión general y ordenada del problema con

Investigación Clínica 54(2): 2013

218 Arvelo



el fin informar y ayudar a optimizar las es-

trategias tendientes a lograr los mejores re-

sultados de tratamiento tanto para los pa-

cientes portadores de esta enfermedad,

bien sea localmente avanzada al momento

del diagnóstico como con alto riesgo de re-

currencia. Para alcanzar tal propósito ello

exige conocer las técnicas existentes hasta

la fecha, así como los marcadores pronósti-

cos específicos para cada tipo de cáncer, ya

que la utilización de los mismos requiere la

aplicación adecuada de las técnicas más co-

rrientes, las optimizadas y las más novedo-

sas, muchas de ellas altamente sensibles y

específicas.
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