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ANATOMÍA PATOLÓGICA:

Desarrollo de técnicas:

• Histoquímica 

• Ultraestructura

• Inmunohistoquímica

Limitaciones de la evaluación morfológica

Han redefinido la especialidad

150 AÑOS



ANATOMÍA PATOLÓGICA:

MÉTODOS MOLECULARES

• Inicialmente desarrollados para investigación



ANATOMÍA PATOLÓGICA:

MÉTODOS MOLECULARES

• Inicialmente desarrollados para investigación

• Herramienta diagnóstica complementaria al 

estudio histopatológico convencional.
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• Campo intimidatorio 
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ANATOMÍA PATOLÓGICA:

MÉTODOS MOLECULARES: 

• Campo intimidatorio 

• Recursos limitados

• Sobrecarga de trabajo

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:



OBJETIVOS:

1.- ¿Qué técnicas moleculares pueden aplicarse 

a la dermatopatología?

2.- ¿Valen para algo? 

3.- ¿Pueden aplicarse a la rutina diaria? 

4.- ¿Cuánto cuestan?



PCR



-1985 

-Herramienta imprescindible en BM

-Reacción química por cambios cíclicos en 

temperatura

PCR: REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA





-1985 

-Herramienta imprescindible en BM

-Reacción química por cambios cíclicos en 

temperatura

TERMOCICLADOR

PCR:

http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:PCR_es.svg


Amplificación específica y exponencial de 

pequeñas cantidades de material genético 

en poco tiempo
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Amplificación específica y exponencial de 

pequeñas cantidades de material genético 

en poco tiempo

PCR:

MUTACIÓN

INVESTIGACIÓNMICROORGANISMOS

SECUENCIACIÓN CLONALIDAD

AMPLICON



VENTAJAS:

•Método rápido y relativamente barato

•Alta sensibilidad

PCR:



VENTAJAS:

•Método rápido y relativamente barato

•Alta sensibilidad

INCONVENIENTES:

•Alta sensibilidad: Falsos positivos por 

contaminación.

•DNA de mala calidad / factores inhibidores: falsos 

negativos

PCR:



¿PARA QUE LE SIRVE AL DERMATOPATÓLOGO?:

EN LA ACTUALIDAD:

1. DETERMINACIÓN DE MICROORGANISMOS

2. CLONALIDAD LINFOIDE

EN FUTURO INMEDIATO:

3. DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN 

MELANOMA.

4. DETERMINACIÓN DE MICROMETÁSTASIS DE 

MELANOMA EN BSGC.
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¿PARA QUE LE SIRVE AL DERMATOPATÓLOGO?:

1.- DETERMINACIÓN DE MICROORGANISMOS:

• Bacterias (micobacterias).

• Hongos

• Protozoos

• Virus.

PCR:



GELES DE AGAROSA

CASO C-



SÍNDROME PAPULAR PURPÚRICO EN GUANTE Y CALCETÍN POR PARVOVIRUS B19



SÍNDROME PAPULAR PURPÚRICO EN GUANTE Y 

CALCETÍN POR PARVOVIRUS B19

Biopsia de piel (parafina)

C-Suero Parafina

Parvovirus B19: SUERO 

CASO C-



PCR: HIBRIDACIÓN EN ARRAYS DE BAJA DENSIDAD



PCR: HIBRIDACIÓN EN ARRAYS DE BAJA DENSIDAD

HPV- HPV + 6



PCR: HIBRIDACIÓN EN ARRAYS DE BAJA DENSIDAD

HERPES:

• EBV

• HSV-1

• HSV-2

• VZV

• CMV

• HHV-6

• HHV-7

• HHV-8

• Enterovirus.



HYDROA VACCINIFORME

30 años

Origen: Brasil.

Lesiones 1 semana de evolución 

Cabeza y brazos. 





EBV +



¿PARA QUE LE SIRVE AL DERMATOPATÓLOGO?:

EN LA ACTUALIDAD:

1. DETERMINACIÓN DE MICROORGANISMOS

2. CLONALIDAD LINFOIDE

EN FUTURO INMEDIATO:

3. DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN 

MELANOMA.

4. DETERMINACIÓN DE MICROMETÁSTASIS DE 

MELANOMA EN BSGC.

PCR:



¿VALE PARA ALGO?:

2.- CLONALIDAD LINFOIDE
Estudio de reordenamiento IgH y TCR

Diferenciar pseudolinfoma de linfoma.

PCR:



¿VALE PARA ALGO?:

2.- CLONALIDAD LINFOIDE
Valoración del amplicon:

a) Geles de poliacrilamida con heteroduplex:

PCR:

1 2 3Heteroduplex

Homoduplex



¿VALE PARA ALGO?:

2.- CLONALIDAD LINFOIDE
Valoración del amplicon:

a) Geles de poliacrilamida con heteroduplex:

b) Análisis de fragmentos con secuenciador:

PCR:

Monoclonal

Policlonal

Mayor eficacia



¿VALE PARA ALGO?:

2.- CLONALIDAD LINFOIDE
a) Diagnóstico de linfomas incipientes

PCR:
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2.- CLONALIDAD LINFOIDE
a) Diagnóstico de linfomas incipientes
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¿VALE PARA ALGO?:

2.- CLONALIDAD LINFOIDE
b) Despistaje de pseudolinfomas :

PCR:

Paniculitis lúpica



¿VALE PARA ALGO?:

2.- CLONALIDAD LINFOIDE
c) Comparar clones en lesiones múltiples:

PCR:



PCR:

PACIENTE 24 AÑOS. DÉFICIT DE IgA

MICOSIS FUNGOIDE FOLICULOTROPA DE TIPO MUCINOSIS FOLICULAR

PUVA



PCR:

PACIENTE 24 AÑOS. DÉFICIT DE IgA

MICOSIS FUNGOIDE FOLICULOTROPA 

DE TIPO MUCINOSIS FOLICULAR

PROCESO LINFOPROLIFERATIVO T CD 30+



PCR:

PACIENTE 24 AÑOS. DÉFICIT DE IgA

MICOSIS FUNGOIDE FOLICULOTROPA DE TIPO MUCINOSIS FOLICULAR

PAPULOSIS LINFOMATOIDE



PCR:

PACIENTE 46 AÑOS. Linfoma cutáneo folicular

CD20 BCL 2 BCL6 CD10



PCR:
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PCR:

PACIENTE 46 AÑOS. Linfoma cutáneo folicular

Antecedente de linfoma folicular ganglionar. Reordenamientos con idéntico pm.



2.- CLONALIDAD LINFOIDE   

1. Clonalidad y malignidad no son sinónimos

PCR:

¡¡MUCHO CUIDADO!!



Caso 1 Caso 2 Caso 3

Lesiones  eritematosas y erosivas superficiales.

Mucosa labial  

superior e inferior  y 

mucosa gingival

Mucosa labial 

superior e inferior y 

mucosa gingival

Mucosa labial 

superior  e inferor



Caso 1 Caso 2 Caso 3



2.- CLONALIDAD LINFOIDE   

2. Hay linfomas que no reordenan (20% de B y 10-40% 

de T)

PCR:

¡¡MUCHO CUIDADO!!



2.- CLONALIDAD LINFOIDE   

2. Hay linfomas que no reordenan (20% de B y 10-40% 

de T)

Razones:

1. Metodología inadecuada

2. Linfomas T que no reordenan TCR

• Células linfoides muy inmaduras (linfoblásticos)

• Linfomas NK.

3. Mutaciones, traslocaciones o delecciones del gen en 

lugar de unión de primers

4. Linfomas con pequeño % de células neoplásicas.

PCR:

¡¡MUCHO CUIDADO!!



2.- CLONALIDAD LINFOIDE

3. Algunas enfermedades inflamatorias pueden 

monoclonalidad:

• Liquen plano (25%)
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2.- CLONALIDAD LINFOIDE

3. Algunas enfermedades inflamatorias pueden 

monoclonalidad:

• Liquen plano (25%)

• Pitiriasis liquenoide aguda y crónica (65% y 50%)

• Liquen escleroso y atrófico (49%)

Estudios simultáneos de clonalidad de distintas lesiones.

PCR:

¡¡MUCHO CUIDADO!!



2.- CLONALIDAD LINFOIDE   

PCR:



¿PARA QUE LE SIRVE AL DERMATOPATÓLOGO?:

EN LA ACTUALIDAD:

1. DETERMINACIÓN DE MICROORGANISMOS

2. CLONALIDAD LINFOIDE

EN FUTURO INMEDIATO:

3. DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN 

MELANOMA.

4. DETERMINACIÓN DE MICROMETÁSTASIS DE 

MELANOMA EN BSGC.

PCR:



MELANOMA:

•27-70% mutaciones BRAF: V600E

•33% mutaciones de NRAS

•15% mutaciones CKIT
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MELANOMA:

•27-70% mutaciones BRAF: V600E

•33% mutaciones de NRAS

•15% mutaciones CKIT

BRAF y NRAS: 

• Intervienen en proceso proliferativo melanocítico.

• Presentes en nevus melanocíticos: no son suficientes 

para producir un melanoma.

3.- DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN MELANOMA



CLASIFICACIÓN MELANOMA:

TIPO MELANOMA

MUTACIÓN

BRAF RAS C-KIT

AREA DE 

FOTOEXPOSICIÓN 

INTERMITENTE

59% 22% 0%

AREA DE 

FOTOEXPOSICION 

CRONICA

11% 15% 28%

MUCOSA / ACRAL 11-23% 5-10% 36-39%

3.- DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN MELANOMA



TERAPIAS CONTRA DIANAS MOLECULARES EN 

MELANOMA:

3.- CARACTERIZACIÓN MOLECULAR EN MELANOMA



RG7204:

Inhibe la actividad kinasa de 

BRAF con la mutación V600E, y 

así la proliferación celular. 

Regresión y estabilización de la 

enfermedad en casi un 80% de 

los casos de melanoma 

avanzado con la mutación 

BRAF V600E

3.- DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN MELANOMA



3.- DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN MELANOMA



BRAF                         MELANOMA

KRAS                         ADCA COLO-RECTAL METASTASICO

EGFR  ADCA PULMON

3.- DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN MELANOMA



PCR CUANTITATIVA  permite cuantificar la cantidad de ADN 

o ARN presentes en la muestra original

3.- DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN MELANOMA
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¿PARA QUE LE SIRVE AL DERMATOPATÓLOGO?:

EN LA ACTUALIDAD:
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3. DETERMINACIÓN DE MUTACIONES EN 

MELANOMA.

4. DETERMINACIÓN DE MICROMETÁSTASIS DE 

MELANOMA EN BSGC.

PCR:



4.- DETERMINACIÓN DE MICROMETÁSTASIS 

DE MELANOMA EN BSGC.

•BSGC: Dudosa utilidad terapéutica pero confirmada 

utilidad pronóstica.

PCR:¿VALE PARA ALGO?:



4.- DETERMINACIÓN DE MICROMETÁSTASIS 

DE MELANOMA EN BSGC.

•BSGC: Dudosa utilidad terapéutica pero confirmada 

utilidad pronóstica.

•Técnica convencional BSGC:

Estudia 1-5% del tejido

Casos negativos: metastasis en 25% de casos.

PCR:¿VALE PARA ALGO?:



4.- DETERMINACIÓN DE MICROMETÁSTASIS 

DE MELANOMA EN BSGC.

•Determinación molecular RT-PCR

•Marcadores de progresión no presentes en nevus

•20-30% de ggs negativos (IHC) son positivos (RT-PCR). 

•Esos casos tienen pronóstico similar a los positivos 

histológicamente.

PCR:¿VALE PARA ALGO?:

MART-1

MAGE-A3

GalNAc-T

Pax-3



FISH

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:



Empleo de sondas con fluorescencia que reconoce 

secuencias específicas de

1. Genes: Detecta anomalías genéticas (y numéricas), etc…

2. Cromosomas: Detecta alteraciones cuantitativas

FISH: HIBRIDACIÓN IN SITU CON FLUORESCENCIA

CISH: EMPLEO DE CROMÓGENO EN LUGAR DE FLUOROCROMOS



VENTAJAS:

•Aplicable a material parafinado

•Correlación entre morfología y anomalías genéticas

FISH:



VENTAJAS:

•Aplicable a material parafinado

•Correlación entre morfología y anomalías genéticas

INCONVENIENTES:

•Sólo detecta anomalías de sondas que estudiamos.

•Pueden existir FP y FN si valorado por técnicos u 

otros profesionales no patólogos. 

FISH:



APLICACIONES:

1. Determinación de agentes infecciosos

FISH:

HPV

EBV



APLICACIONES:

2. TUMORES

• Neoplasias hematodérmicas

FISH:



κ

λ

VDJH

AMILOIDOSIS NODULAR CUTÁNEA: RESTRICCION CADENAS λ



MPX Lisozima

SWEET HISTIOCÍTICO: DESCARTAR t(9;22) 

63 años fiebre de 39º C de 1 semana de evolución





CLONALIDAD T



XY



DONANTE

PIEL

RECEPTOR

ANÁLISIS DE MICROSATÉLITES

QUIMERISMO MIXTO EN MUESTRA DE PIEL

DONANTE

PIEL

RECEPTOR



APLICACIONES:

2. TUMORES

• Linfomas

• Tumores de partes blandas

FISH:



EMA

PERINEUROMA ESCLEROSANTE



APLICACIONES:

2. TUMORES

• Linfomas

• Tumores de partes blandas

• Melanomas: Citogenética: FISH 

MULTICOLOR

FISH:



APLICACIONES:

Melanomas: FISH MULTICOLOR

FISH:

Estudios iniciales demostraron alta sensibilidad y 

especificidad en el diagnóstico diferencial entre nevus de 

melanoma :

•Sensibilidad 87%

•Especificidad 95%



APLICACIONES:

Melanomas: FISH MULTICOLOR

FISH:

1. No útil para lesiones ambiguas de difícil diagnóstico  

histológico.

2. Existen MM sin alteraciones citogenéticas

3. Concordancia de valoración interobservador moderada

4. No concordancia con datos CGH 



HIBRIDACIÓN 

GENÓMICA 

COMPARADA



ADN Cot-1

Análisis de 

imagen: color 

e intensidad 

de señal

Deleción Amplificación Normal

Hibridación del ADN 
con cromosomas 

normales en metafase

1

1,25

1,50

0,75

0,50

HIBRIDACIÓN GENÓMICA COMPARADA:

DNA TUMORAL DNA NORMAL



ADN Cot-1

HIBRIDACIÓN GENÓMICA COMPARADA CGH ARRAYS:

DNA TUMORAL DNA NORMAL



7q21.2-q21.3

12q14.2-q15



HIBRIDACIÓN GENÓMICA COMPARADA:

VENTAJAS:

Ideal para descubrir nuevas alteraciones 

citogenéticas

Detecta alteraciones no identificables por FISH



HIBRIDACIÓN GENÓMICA COMPARADA:

INCONVENIENTES:

•Carísima y muy laboriosa

•Alteraciones numéricas cromosómicas sólo si 

un % importante de células tumorales

•No identifica cromosomopatías estructurales

•Translocaciones balanceadas.



APLICACIONES EN DERMATOPATOLOGÍA:

Investigación: +++
Melanoma  / nevus: factores diagnósticos

Asistencia: -

HIBRIDACIÓN GENÓMICA COMPARADA:



SECUENCIACIÓN



SECUENCIACIÓN:

Conjunto de métodos y técnicas bioquímicas 

para determinar el orden de los nucleótidos.



SECUENCIACIÓN:

VENTAJAS:

•Permite identificar nuevas alteraciones 

moleculares y eventos oncogénicos.

INCONVENIENTES:

•Muy cara y laboriosa.

•Complejidad técnica



SECUENCIACIÓN: ICTIOSIS LAMINAR

Dr. Pablo de Unamuno

c.1223_1227delACACA

c.1223_1227delACACA

EXÓN 6

EXÓN 11



Mutación LEMD3

[c.2203C>T;p.R735X]

Codón de stop prematuro.

SECUENCIACIÓN: S.DE BUSHKE-OLLENDORFF



ECM1 EX3

CODON STOP

Mutación c.157C>T; pR53X en homocigosis.

SECUENCIACIÓN: 

PROTEINOSIS LIPOÍDICA (CROM1) ASOCIADA A  SÍNDROME DE 

PENDRED (CROM7)



TMA



TISSUE MICROARRAYS

Técnica que permite evaluar de una sola vez

centenares de muestras de tejido, tanto sus

características imunohistoquímicas como

moleculares: FISH.



43

21



TISSUE MICROARRAYS



TISSUE MICROARRAYS:

VENTAJAS:

•Metodología estandarizada en cientos de 

muestras.

•FISH

•Estudios en archivos históricos de muestras.



TISSUE MICROARRAYS:

VENTAJAS:

•Metodología estandarizada en cientos de 

muestras.

•FISH

•Estudios en archivos históricos de muestras.

INCONVENIENTES:

•Muy laboriosa.

•Dudas sobre representatividad de la lesión: 

tumores genéticamente heterogéneos.



TISSUE MICROARRAYS:

APLICACIONES:

TMA:
1. CONVENCIONALES: Estudio de anticuerpos.

2. PROGRESIÓN: Alteraciones en distintas fases de un tumor.

3. MULTITUMOR: Nuevos biomarcadores.

4. PRONÓSTICO: Marcadores pronóstico.

5. EXPERIMENTALES: Selección de líneas celulares. 



TISSUE MICROARRAYS



TISSUE MICROARRAYS

TMA

39 

PREPARACIONES

CONVENCIONAL

6825 

PREPARACIONES

175 casos x 39 anticuerpos

Ahorro 99,5%



TISSUE MICROARRAYS



MICRODISECCIÓN

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:



MICRODISECCIÓN:

-Método no molecular para seleccionar células 

morfológicamente diferentes en muestras 

heterogéneas.

-Microscopio óptico con láser.



MICRODISECCIÓN:

TIPOS:

a) Captura con láser infrarrojo: funde una 

membrana termoplástica pegada al tejido



MICRODISECCIÓN:

b) Microdisección por corte con láser 

ultravioleta que corta el tejido. 

En algunos modelos el propio laser lo catapulta 

a tubos de colección.



MICRODISECCIÓN:

VENTAJAS:

•Seleccionar células de muestras heterogéneas

•Rápida y precisa

•Material parafinado

•Estudios DNA, RNA, proteinas



MICRODISECCIÓN:

VENTAJAS:

•Seleccionar células de muestras heterogéneas

•Rápida y precisa

•Material parafinado

•Estudios DNA, RNA, proteinas

INCONVENIENTES:

•Técnica muy cara

•Muy laboriosa

•Imprescindible que el patólogo esté presente 

para seleccionar el material

•Dificultad de identificar células 



MICRODISECCIÓN:

APLICACIONES:

Investigación: +++
Aislar células de melanoma  sobre nevus

Tumores heterogéneos (papulosis linfomatoide).

Asistencia: -









MICRODISECCIÓN:

MANUAL CON AGUJA.



DERMATOMIOFIBROMA



DERMATOMIOFIBROMA



NÓDULO ANGIOMATOSO EPITELIOIDE:



ANATOMÍA PATOLÓGICA:

MÉTODOS MOLECULARES: 

• Campo intimidatorio 

• Recursos limitados

• Sobrecarga de trabajo

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:



Necesaria participación activa del patólogo en 

técnicas moleculares



SI EL PATÓLOGO NO PARTICIPA EN B. 

MOLECULAR:
1.- Alguien lo hará: riesgo de perder control de los 

especímenes quirúrgicos.
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MOLECULAR:
1.- Alguien lo hará: riesgo de perder control de los 
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2.- Se perderá posición estratégica de AP entre la 

clínica y la etiopatogenia de la enfermedad.
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SI EL PATÓLOGO NO PARTICIPA EN B. 

MOLECULAR:
1.- Alguien lo hará: riesgo de perder control de los 

especímenes quirúrgicos.

2.- Se perderá posición estratégica de AP entre la 

clínica y la etiopatogenia de la enfermedad.

3.- Perderemos financiación: Diagnóstico 

molecular: área de crecimiento rápido con grandes 

presupuestos. 

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:



Participación activa del patólogo en técnicas 

moleculares

•Pequeños laboratorios

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:



Participación activa del patólogo en técnicas 

moleculares

•Pequeños laboratorios

•Colaboración:

•Otros servicios

•Centros de referencia

•Centros de investigación

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:



ANATOMÍA PATOLÓGICA:

Dra. MD Ludeña

Dr. O. Bengoechea

Dra. P. Antunez

Dra. MC García Macias

Dra. T. Flores

Dra. M Abad

Srta. Sonia López

Srta. Mª Carmen

Srta. E. Moyano

HEMATOLOGÍA:

Dr. Marcos Gonzalez

Dr. Ramón García

Dr. Norma  Gutierrez

Dra. Ana Balanzategui

MICROBIOLOGÍA:

Dra. Nieves Gutierrez

DIAGNÓSTICO MOLECULAR:

DERMATOLOGÍA:

Dr. P. de Unamuno

Dr. M. Morán

Dr.  J. Bravo

Dra. M. Yuste

Dra. C. Román

Dra. MT. Alonso

Dr. JC. Santos Durán

Dra. E. Fernandez.

Dra. G. Fernandez

Dra. S. Blanco

Dr. A. Romo

Dr. J. Cañueto

Sra. Rosa Rodríquez

CENTRO DE INVESTIGACIÓN DEL CÁNCER:

Dr. JL. García

Dr. R. González 

Dr. I. Sánchez

Dr. Jesús P. Losada


