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INTRODUCCION

El invento de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en 1983 y el desarrollo de técnicas de desenmascara-
miento antigénico en 1991 han permitido a los patélogos la utilizacién de los tejidos fijados en formol y embebidos
en parafina para realizar todo tipo de técnicas diagndsticas, bien sea con inmunohistoquimica o con técnicas de gené-
tica molecular. Estas técnicas han sido mds frecuentemente érnpleadas en orden a establecer el diagnéstico de malig-
nidad o para identificar un determinado tipo de tumor. El descubrimiento de los mecanismos intimos que regulan el
crecimiento celular ha permitido, ademads, emplear la inmunohistoquimica y la biclogfa molecular para otros objeti-
vos relacionados con el grado de agresividad de los tumores malignos.

En esta revisidn se intenta exponer algunas de las dificultades inherentes a la integracion de la biologia molecu-
lar y la inmunohistoquimica, ya que no siempre van en la misma direccion. De hecho, hemos de tener en cuenta que
en muchos casos las técnicas de biologia molecular no pueden utilizarse para confirmar las observaciones inmu-
nohistoquimicas. '

Los factores que pueden explicar la falta de correspondencia de los resultados inmunohistoquimicos con los de
las técnicas de biologia molecular pueden agruparse en dos grandes categorias: factores de orden técnico y factores
que tienen que ver con la interpretacién de los resultados propiamente dichos.

La sensibilidad de los procedimientos inmunohistoquimicos varfa significativamente dependiendo del estado en
que se encuentren los epitopos que se quieren demostrar. Estos dependen fundamentalmente de los procedimientos a

*Presentado en el 1°" Curso de Patologfa Molecular, CUN. junio de 2000.
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los que han sido sometidos los tejidos. Por otro lado, en cuanto a los criterios de interpretacién, siempre es dificil esta-
blecer cuando un determinado caso es positivo, qué intensidad de tincidn se necesita y qué niimero de células es obli-
gatorio observar para etiquetar un determinado caso como positivo. La unificacién, tanto de los patrones de tincién
para cada antisuero como el umbral de intensidad minimo, ha de ser establecida claramente. Por otro lado, las técni-
cas de biologia molecular también se encuentran bajo el influjo de factores técnicos similares a los descritos para la
inmunohistoquimica. El tipo de fijador y el tiempo de fijacién, por ejemplo, son factores que influyen en los 4cidos
nucleicos y su preservacién. Otra de las causas mas frecuentes de falta de correspondencia entre la deteccidn de pro-
ductos génicos y sus genes son las modificaciones postraslacionales que se producen en numerosas proteinas (1).

Son también bastante subjetivos algunos diagndsticos que se hacen con técnicas moleculares cuando se trata, sobre
todo, de interpretar bandas electroforéticas: ;cémo de clara debe ser definida la banda?, ;cudl debe ser la anchura para
considerar el caso como positivo?, etc.

El diagnoéstico de malignidad en los linfomas nos puede proporcionar algunos ejemplos interesantes de la correla-
cién y diferencias que existen entre la inmunohistoquimica y la biologia molecular. Estudiaremos, a continuacién, las
discrepancias referidas a la clonalidad y a las traslocaciones crom()s()inicas t(14;18) y t(2;5). Esta exposicién se com-
pleta con la discusién de algunos problemas que surgen en torno-a la qorrelaéién de los resultados de la inmunohis-
toquimica y de la biologia molecular, y del gen MIC2. -

CONTRIBUCION DE LA INMUNOHISTOQUI'MICA‘ FRENTE A LOS ESTUDIOS
DE GENETICA MOLECULAR A LOS LINFOMAS DE LINFOCITOS B

El estudio histolégico de los linfomas malignos y leucemias sigue siendo esencial. En algunos casos puede ser insu-
ficiente para completar el diagndstico, siendo necesario recurrir a estudios inmunofenotipicos y de genética molecu-
lar. Los estudios inmunofenotipicos, por medio de citometria de flujo o inmunohistoquimica, usualmente representan
el primer paso en el trabajo diagndstico de linfomas y leucemias. Las técnicas de genética molecular son un segundo
paso que usualmente se efectiian después de que los estudios inmunofenotipicos han sido completados. En este arti-
culo solamente estudiaremos la contribucién de la inmunohistoquimica: a la demostracién de clonalidad en las neo-
plasias de linfocitos B frente a 1a biologfa molecular. o

Desde el punto de vista de la inmunohistoquimica podemos afirmar, con las limitaciones correspondientes, que una
determinada proliferacién de linfocitos B es monoclonal cuando muestra restriccién de cadenas ligeras de inmuno-
globulinas, coexpresa ademas marcadores de linfocitos B, CD43, o bien se observan linfocitos B fuera de sus lugares
habituales en los tejidos (alteracién de la inmunoarquitectura).

La demostracién de restriccion de cadenas ligeras de inmunoglobulinas en trastornos linfoproliferativos de linfo-
citos B es una de las formas mds especificas de identificar una neoplasia y de descartar un proceso reactivo. Muchos
patélogos de EE.UU. todavia creen que el tejido congelado es mds adecuado para la demostracién de restriccién de
cadenas. La experiencia es bastante mala en cuanto a la evaluacién de estos cortes en congelacion, dado que es difi-
cil establecer la relacidn que existe entre cadenas kappa y lambda, y mucho més demostrar cudles son las células que
expresan o no estas cadenas. Es preferible, por lo tanto, trabajar con material fijado en formol y embebido en parafi-
na, o fijado en B5, que también da buenos resultados (2). Los problemas surgen cuando intentamos determinar la pre-
sencia de estas cadenas en la superficie de los linfocitos, sobre todo en aquellos casos en los cuales no hay expresién
citopldsmica de cadenas ligeras. Con métodos de recuperacion antigénica adecuados, como el calentamiento con buf-
fer citrato y posterior digestién enzimadtica, o bien s6lo con digestién enzimatica o s6lo con calentamiento, se pueden
obtener resultados excelentes con tincidn, tanto de células plasmdticas en sus citoplasmas como de los linfocitos que
se encuentran en el centro del foliculo, asi como de aquellos que estdn localizados en el manto (3). Se han demostra-
do casos monotipicos en un 84% de los linfomas de linfocitos B. Siempre se recomienda la utilizacién de cadenas
ligeras policlonales y no monoclonales. Precisamente por este hecho de la utilizacién de anticuerpos policlonales
muchos autores tienen grandes dudas respecto a la interpretacién de los patrones de membrana. A veces la tincidn de
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Figura 1. Restriccién de cadenas lambda (izquierda) en un linfoma de la zona marginal esplénico.

fondo intersticial de las inmunoglobulinas semeja la positividad de membrana; esto ocurre particularmente en los lin-
fomas de la zona marginal, pero hemos visto casos incluso de linfomas de células grandes con este problema. Por eso
es mucho més fiable la interpretacion de la tincién citopldsmica como indicador de expresién de inmunoglobulinas
kappa o lambda en las células neopldsicas (4) (Fig. 1).

Se ha afirmado que la coexpresion de CD43 en linfocitos B es un rasgo inmunofenotipico sugestivo de maligni-
dad, que incluso tiene el mismo valor que la deteccidén de monoclonalidad.

El antigeno CD43 es una proteina glucosilada de la superficie celular mds cominmente encontrada en linfocitos T e
histiocitos. Los linfocitos B no neoplésicos son negativos para CD43. No obstante, hemos de tener en cuenta que en
el seno de una mononucleosis infecciosa pueden ser positivos. La importancia diagnéstica de la expresién de CD43
es grande, dado que es la alteracién inmunofenotipica mas comiin en neoplasias de linfocitos B. Hay varios anti-
cuerpos monoclonales para CD43, como Len-22, MT1 y DF51. Nosotros utilizamos Leu-22 (Becton-Dickinson, San
José, CA), con excelentes resultados. El criterio para determinar positividad es la presencia de mas del 10% de las
células marcadas con un patrdén caracteristico de tincién de membrana (Fig. 2).

La frecuencia de expresién de CD43 en linfomas de células B no Hodgkin es la siguiente: el 96% en linfomas lin-
fociticos pequefios de linfocitos B, el 94% en linfomas de células del manto, el 22% en linfomas linfoplasmocitoides,
el 29% en linfomas de c€lulas marginales, y solamente un 2% en linfomas foliculares. Los linfomas de células B gran-
des difusos tienen un porcentaje del 28%. El linfoma de Burkitt alcanza un 100% en algunas series. Como puede
observarse por estos datos, la mayoria de los linfomas del manto y los de células pequefias son positivos para CD43,
por lo cual éste es un elemento de diagndstico muy importante. Parece claro también que los linfomas de Burkitt son
positivos para CD43, lo que puede contribuir a diferenciarlos de los linfomas de células B de alto grado Burkitt like,
que no expresan con esta frecuencia CD43 (5).

Si tenemos en cuenta la restriccién de cadenas ligeras y la coexpresién de CD43 podemos observar que, en gene-
ral, los linfomas de células pequeiias coexpresan CD43, y en estos casos es mds dificil demostrar restriccién de cade-
nas; mientras que los linfomas que no expresan CDA43, que son los de células grandes, suelen tener expresion de cade-
nas ligeras en los citoplasmas.
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Figura 2. Coexpresion de CD43 (Leu 22) en una leucemia linfoide crénica. Patrén de tincion de membrana de todas las células proli-
ferantes.

El proceso de reordenamiento génico no estd implicado en el desarrollo de malignidad en las células linfoides. Por
ello la demostracién de reordenamiento génico puede observarse en ausencia de malignidad. Ademas el reordena-
miento génico puede detectarse en pacientes que tengan compromiso del sistema inmunitario, como es el caso de los
sujetos sometidos a un trasplante y de los pacientes con sida.

En lineas generales, en pacientes inmunocompetentes que desarrollan proliferaciones linfoides la deteccién de
reordenamiento génico debe representar del 1% al 3% de todas las células en una biopsia, lo cual es el limite de sen-
sibilidad del Southern blot. Este porcentaje se correlaciona altamente con linfoma maligno. ‘

Con Southern blot tenemos una primera limitacion: precisamos DNA, de tejido fresco o congelado. Como hemos
mencionado anteriormente, necesitamos al menos de un 1% a un 5% del total de la poblacién celular para que esta
técnica sea sensible. Para propdsitos diagnosticos unicamente es aplicable el reordenamiento de IgH, y en el caso de
los linfocitos T, de TCR. Si los resultados con reordenamiento de IgH son poco claros, se estudia también el gen de
Igx. Es ésta una técnica que normalmente no se aplica de forma rutinaria (6).

Técnicas de PCR pueden ser empleadas en tejido fijado en formol e incluido en parafina. Sélo se necesitan
pequefias cantidades de DNA de no muy alta calidad para que la técnica dé resultado. El andlisis con PCR se dirige
siempre a [gH o a TCRy en el caso de procesos linfoproliferativos de linfocitos T. EI problema de la PCR son los
resultados falsos negativos. En el caso de los linfomas foliculares las hipermutaciones somaticas no facilitan la unién
de los primers al DNA, pero la sensibilidad de la técnica es importante. Hemos de tener en cuenta que para la deter-
minacién de reordenamiento génico esta sensibilidad es bastante menor que para la deteccidn, por ejemplo, de tras-
locaciones. El reordenamiento génico ocurre normalmente en todas las células linfoides; la PCR debe detectar una
poblacién monoclonal de células, cada una de las cuales tenga un producto de un tamafio similar amplificable dentro
de un background de diferentes reordenamientos génicos de distintos tamafios encontrados en las células policlona-
les. Este background policlonal explica ia reduccién de la sensibilidad. En muchos estudios, la PCR ha detectado una
célula monocltonal en una poblacién de 10? o 10° células policlonales, bastante semejante a la sensibilidad del
Southern blot, que detecta un linfocito B monoclonal en 100 células de todo tipo, incluyendo B y T (7).
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En el trabajo rutinario el empleo de la inmunohistoquimica es muy rentable para favorecer el diagndstico de
malignidad en procesos linfoproliferativos de linfocitos B. Los métodos de biologfa molecular quedan reservados
solamente para aquellos casos en los cuales con la inmunochistoquimica no podamos resolver el problema.

PAPEL DE LA INMUNOHISTOQUIMICA Y DE LOS METODOS MOLECULARES
EN EL DIAGNOSTICO DEL LINFOMA FOLICULAR

La t(14;18)(q32;921) es una traslocacién cromosémica que ha sido identificada en el 80% de los linfomas folicula-
res cuando se utilizan métodos rutinarios de cariotipificacién. La traslocacién t(14;18) es reciproca y yuxtapone el
gen bcl-2 que se encuentra en el cromosoma 18g21 con el gen IgH en el cromosoma 14g32. Como resultado de esta
traslocaci6n el gen bcl-2 se pone bajo el control de los elementos reguladores del gen IgH, m4s probablemente de la
region aumentadora, resultando en una sobreexpresion constitutiva del gen bel-2. Como resultado de esta sobreex-
presién se produce en gran cantidad la protefna bcl-2.

La protefna bcl-2 tiene 25 kd, y se ha localizado en las membranas subcelulares como la membrana interna de las
mitocondrias. Desempefia un importante papel en la apoptosis, tiene una vida media prolongada y, al impedir la apop-
tosis, hace a las células mds sensibles a cambios genéticos secundarios que pueden resultar en transformacién maligna
y fenotipo més agresivo. El anticuerpo mds utilizado para detectar la proteina bcl-2 es el del clon 124, y con €l se ha
podido demostrar que en los ganglios normales se tifien los linfocitos B, tanto del manto como de las zonas marginales.
Los linfocitos B de los centros germinales normales son negativos. Los linfocitos T expresan fuertemente bcl-2. En.los
tejidos neopldsicos aproximadamente el 80% de los linfomas foliculares expresa bel-2, en contraste con los centros ger-
minales reactivos (Fig. 3). Ademds, hay una variedad de otros linfomas de linfocitos B particularmente de bajo grado
que expresan bcl-2, si bien en estos tumores no se demuestra el reordenamiento del gen bcl-2, de manera que la expre-
sion de la proteina bcl-2 puede ocurrir de manera independiente de la traslocacion t(14;18) (6).

| ——————

Figura 3. Positividad para bcl-2 en un linfoma folicular de grado 1.
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Los puntos de rotura en el cromosoma 14 estdn muy préximos a la region J de la cadena IgH. Los puntos de rotu-
ra en el cromosoma 18 estdn muy diseminados, pero hay dos regiones de mayor frecuencia: la MBR (del inglés Major
Breakpoint Cluster Region), localizada dentro de la porcién 3’ del tercer ex6n donde se encuentran el 50% a 60% de
todos los casos de trastocacion t(14:18), y la MCR (Minor Breakpoint Cluster Region), que estd localizada 20 kb mds
debajo de la MBR y donde se encuentran el 10% a 20% de los casos. Hay ofras regiones que han sido descritas y se
extienden en los linfomas foliculares.

El andlisis de rutina de la t(14:18) utilizando métodos de Southern blot o PCR es practico en el laboratorio clini-
co, pero el grado de deteccion depende del método empleado. En caso de que utilicemos Southern blot para MBR y
MCR podemos detectar el 80% de los linfomas foliculares, aproximadamente un 10% menos de lo que se detecta por
citogenética convencional. La PCR, usando dos sets de primers para MBR y MCR, puede detectar aproximadamente
entre el 60% y el 70% de los casos, siendo més baja la deteccién por PCR que por Southern blot porque se evalian
menos puntos de rotura (8).

Si utilizamos FISH probablemente se detecten una mayor cantidad de traslocaciones aproximéndonos a mas del
95% de los casos y, en algunas series, del 100%. La determinacién de la t(14;18) por métodos moleculares se enfren-
ta con dos problemas. El primero de ellos es que aproximadamente un 20% de todos los linfomas foliculares no pre-
senta reordenamiento para bcl-2 o bien reordenamientos en puntos de rotura que no son detectables por los métodos
moleculares convencionales. Por otro lado hay falsos positivos, dado que sabemos que en tejidos benignos como
amigdalas o ganglios linféticos e incluso en sangre periférica de donantes voluntarios se han identificado trasloca-
ciones t(14;18).

Las recomendaciones para el diagnéstico de linfoma folicular incluyen utilizar siempre la inmunohistoquimica
para demostrar la expresién de la proteina bcl-2 y, en aquellos casos en que por criterios morfoldgicos sea dudoso el
diagndstico y la proteina negativa, puede recurrirse a los métodos de biologia molecular. Hemos de tener en cuenta
que la presencia de bcl-2 por inmunohistoquimica, como se ha dicho, no es indicativa de un origen en el centro foli-
cular de las células de un linfoma, y que tampoco la demostracién de t(14;18) es indicativa con certeza absoluta del
diagnoéstico de linfoma folicular (6).

PAPEL DE LA INMUNOHISTOQUIMICA FRENTE AL DIAGNOSTICO MOLECULAR
EN EL LINFOMA DE CELULAS GRANDES ANAPLASICAS

Recientemente el comité encargado de la nueva clasificacién de linfomas de la OMS ha sugerido que no existe un
diagndstico estdndar para el linfoma de células grandes anaplésicas. No obstante, este diagndstico siempre requiere
morfologia e inmunofenotipo. No puede dejar de realizarse el diagndstico de linfoma de células grandes anaplésicas
en aquellos casos que son negativos con anticuerpos anti-ALK, pero, no obstante, sabemos que los casos que son posi-
tivos para estos anticuerpos son los que tienen mejor prondstico (9). ‘

La proteina ALK (anaplastic lymphoma kinasa) es una tirosincinasa que est4 relacionada con la tirosincinasa leu-
cocitaria. Es una protefna transmembrana que pesa 200 kd. No es expresada en las células linfoides normales. Su
sobreexpresion estd relacionada con la linfomatogénesis. Los anticuerpos designados como ALK1 y ALKc son anti-
cuerpos monoclonales que se han obtenido tras inmunizacién con secuencias de aminodcidos de la porcién intraci-
topldsmica de ALK (10). No obstante, ALK1 y ALKc reconocen diferentes epitopos. Las tinciones de ambos anti-
cuerpos son, sin embargo, muy superponibles. Los anticuerpos frente a ALK s6lo reconocen esta proteina cuando se
encuentra sobreexpresada en los linfomas anaplésicos de células grandes. ALK esta codificada por el gen ALK, que
se encuentra en el cromosoma 2p23. La traslocacién que ha sido identificada en un 20% a 60% de los linfomas de
c€lulas grandes anapldsicas es la t(2;5); en ella el gen ALK se yuxtapone con el gen NPM (nucleofosmina) en el cro-
mosoma 5, formando un nuevo gen que se encuentra en este cromosoma 5. denominado NPM/ALK. Este gen codi-
fica una protefna de fusién de 80 kd que estd constituida por la porcién aminoterminal de la proteina NPM y por la
porcién citopldsmica del ALK (11).
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Los anticuerpos antes mencionados tienen un patrén de tincién difuso citoplasmico y, en la mayoria de los casos,
también se tifie el nicleo. La tincidn nuclear resulta de la presencia de dominios de unién con DNA nuclear que estan
presentes en la porcidn de NPM. Cuando se observa en un caso de linfoma de células grandes anaplésicas tincién
citoplasmica y nuclear, se puede inferir que va a presentar traslocacion t(2;5). Si la tincién es solamente citopldsmi-
ca se puede pensar que ALK est4 sobreexpresado, fruto de una traslocacién distinta con otro gen. Se han identifica-
do traslocaciones t(1;2) y t(2;13) (12) (Fig. 4).

Se debe mencionar que el primer anticuerpo utilizado para identificar la traslocacién t(2;5) fue uno policlonal que
se denomind p80, por ser éste el peso de la proteina de fusion resultante de este gen fusion. Aunque los datos coinci-
den bastante con las tinciones de los anticuerpos monoclonales anteriormente mencionados, p80 tiene menor serisi-
bilidad y especificidad que los anticuerpos monoclonales. Hasta la fecha no se ha encontrado sobreexpresion de lin-
foma de células grandes anaplasicas en linfomas diferentes de ALK, salvo excepcion hecha de un nuevo grupo de lin-
fomas que expresan ALK pero no presentan traslocacion t(2;5) (13). Estos linfomas son de fenotipo B y muestran tin-
cién de membrana cuando se utiliza un anticuerpo monoclonal frente a la porcién extracelular de ALK. A diferencia
de los linfomas de células grandes anapldsicas ALK positivos, estos linfomas tienen muy mal prondstico y son CD30
negativos. ‘

Cuando se revisa la literatura se observa que es dificil demostrar la traslocacién t(2:5), dadas sus peculiaridades
moleculares. Los puntos de rotura se producen dentro de grandes intrones que hacen imposible un estudio con PCR
estdndar. Es necesario recurrir a RT-PCR, lo que implica trabajar con RNA, lo cual es muy dificil. Cuando se utiliza
RT-PCR, los productos de amplificacién siempre son del mismo tamafio, de manera que no puede demostrarse facil-
mente una contaminacion. En donantes de sangre sanos se ha detectado t(2;5), descartandose contaminacién (14). El
significado de este hallazgo no se ha explicado bien (15). ‘

Ademds, como hemos sefialado anteriormente, hay varios tipos de traslocaciones que pueden encontrarse en este
tipo de linfomas que se escapan a los primeros utilizados en la RT-PCR esténdar, cuya significacidn clinica no nos es
conocida.

Por lo tanto, el diagnéstico inmunohistoquimico de la presencia de ALK parece poder ofrecer mas rendimiento
que el diagndstico molecular y es, hoy por hoy, recomendable e imprescindible para hacer un diagndstico de linfoma
de células grandes anaplésicas.

By AT o

1 i . . Lt N ,, " ot m : L

> e * ¢ P R ‘;‘;,,,iij w;i i - e W 73 4
‘ 14

L CE Y T
ﬁ"‘; T WL Ui, 'ﬂ W e

. Ty " Iﬁg’ " ‘ o 4

{ w i+ s ! wwi, 5 ‘*i* h e - AMM F m‘% i

Figura 4. Expresion de ALK (ALK1) en citoplasma con refuerzo periférico en un linfoma anaplasico de células grandes.
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LOS ANTICUERPOS PARA MIC2 NO SUPERAN LA CERTEZA DEL DIAGNOSTICO
MOLECULAR EN LOS TUMORES DE LA FAMILIA DEL SARCOMA DE EWING

Los anticuerpos para MIC2 que configuran la designacién de grupo CD99 tifien una glucoproteina de 30 a 32 kd de
la superficie de las células. Esta glucoproteina parece estar involucrada en los procesos de adhesién celular. El gen
MIC?2 esté localizado en la regién seudoautosémica tanto del cromosoma X como del cromosoma Y. Los anticuerpos
mas conocidos son los denominados O13, HBA71, 12E7 y RFP-1. En los tejidos normales la glucoproteina MIC2 se
expresa de manera intensa en los timocitos corticales (inmaduros), células de los islotes pancredticos, células de
Sertoli, células de la granulosa y algunos epitelios glandulares, entre los que destacan los tibulos renales y la présta-
ta. Los resultados con los anticuerpos 013, 12E7 y HBA71, que funcionan en tejidos fijados en formol e incluidos en
parafina, son bastante similares de acuerdo con los datos publicados en la literatura, aunque no existen amplias series
destinadas a comprobar la sensibilidad y especificidad de estos anticuerpos (16).

MIC2 es uniformemente expresado en més del 90% de casos de sarcoma de Ewing y tumor neuroectodérmico pri-
mitivo, pero estd ausente en neuroblastomas (17). Esta positividad de membrana presenta una discreta tincidn
citopldsmica periférica en algunos casos, y en los tumores de la familia Ewing-tumor neuroectodérmico primitivo més
del 90% de las células aparecen tefiidas cuando los casos son positivos para este antigeno. El problema mds impor-
tante de los anticuerpos CD99 es su falta de especificidad ya que también pueden tefiir otros tumores de partes blan-
das como mesoteliomas, histiocitomas fibrosos malignos, tumor ‘de células redondas desmoplésico, tumor fibroso
solitario, sarcoma sinovial y condrosarcoma mesenquimal (Fig. 5). También pueden tefiirse algunos casos de rabdo-
miosarcoma alveolar. Fuera de los tumores de partes blandas es caracteristica la tincién en linfomas linfoblasticos,
algunos de los cuales pueden tener una presentacién ésea y ser por ello un motivo de confusién con el sarcoma de
Ewing/tumor neuroectodérmico primitivo. Los tumores de células de la granulosa y los de gldndulas suprarrenales
son caracteristicamente positivos con anticuerpos frente a CD99. En raras ocasiones los tumores de células de
Merckel pueden tefiirse con CD99, lo que también puede ser motivo de confusién con el sarcoma de Ewing de pre-
sentacion cuténea (18). Algunos carcinomas, sobre todo de origen renal y prostatico, también pueden expresar MIC2
(19-21).

Figura 5. Tincién membranosa con CD99 (O13) en metastasis de carcinoma suprarrenal.
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La traslocacion t(11;22)(q24;q12) fue descrita inicialmente en 1984 en un sarcoma de Ewing. Demostrada prime-
ro citogenéticamente, también se observé en los tumores neuroectodérmicos periféricos y en sus variantes, como el
tumor de Askin. La identificacién de los genes EWS y FLI-1 que flanquean los puntos de traslocacién ha permitido
emplear técnicas de RT-PCR para detectar el transcrito quimérico producido por el gen de fusién (22). Molecu-
larmente, no obstante, los reordenamientos de EWS-FLI1 muestran una gran diversidad. Las diferentes combinacio-
nes de exones de EWS y FLII codifican transcritos que producen proteinas quiméricas de una composicién de ami-
nodcidos variable que funcionan como factores de transcripcién anormales. El tipo mds frecuente de fusién se cono-
ce con el nombre de tipo 1, en el cual el exén 7 del gen EWS se une al exén 6 de FLII y es, asimismo, el més fre-
cuente en los sarcomas de Ewing. Se ha demostrado que Ia presencia de este tipo de traslocacién confiere un mejor
prondstico a los pacientes que la presentan en sus tumores que a aquellos otros con tumores con otros tipos de fusién.
Otras traslocaciones descritas son la EWS con ETW1 y la EWS con ERG (23).

La utilizacién de RT-PCR tanto en material congelado como fijado en formol e incluido en parafina para demos-
trar la traslocacién t(11;22) es de gran interés diagndstico. Las dificultades técnicas inherentes al tratamiento del RNA
son las mismas que para cualquier otra técnica de RT-PCR, pero esta traslocacién es muy especifica de esta familia
de tumores. Hasta la fecha no se han encontrado, salvo en un caso de leucemia mieloblastica aguda, traslocaciones
t(11;22) en otros tumores de partes blandas. Los casos positivos para el transcrito EWS/FLI-1 alcanzan en algunas
series mas del 97%.

El diagndstico molecular parece claramente superior, en el caso del tumor de Ewing/tumor neuroectodérmico pri-
mitivo, a la inmunohistoquimica. Se ha encontrado, sin embargo, una buena correlacién entre los tumores positivos
para la traslocacién t(11;22) y aquellos que son positivos para MIC2.
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