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Onco-Hematologia: Contribucion de la PCR en Tiempo Real
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PCR en tiempo real

La PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) en tiempo real es un método altamente
sensible que requiere muestras muy pequenas, es decir que con muy poco material biolégico se
pueden obtener resultados y muy rapidamente (1 hora). Como la PCR convencional, puede ser
utilizada para determinaciones cualitativas pero, a diferencia de aquella, es también una
herramienta cuantitativa (Q-PCR). Es justamente esta propiedad la que ha convertido a la PCR en
tiempo real en la vedette de los laboratorios de Biologia Molecular de Gltima generacion.

La PCR en tiempo real permite amplificar y simultaneamente detectar el producto
amplificado, en cada ciclo de amplificaciéon, ya que el amplicon es revelado midiendo la sefial
fluorescente a medida que se va produciendo. La intensidad de la fluorescencia en cada ciclo es
directamente proporcional a la cantidad de producto de PCR en cada ciclo y esto depende de la
cantidad inicial de templado. Por esto, la cuantificacion esta facilitada, a diferencia de la PCR
convencional donde se evalla el resultado final. La PCR en tiempo real también permite que varias
reacciones se realicen en un mismo tubo (multiplex). Como no requiere manipulacién post-PCR, se
pueden reducir significativamente los riesgos de contaminacion. Este aspecto es ain més notorio
si tenemos en cuenta que la alta sensibilidad de la PCR en tiempo real permite reemplazar PCRs
nested.

Esta nueva herramienta de la Biologia Molecular es aplicable a todas las areas de la
Medicina: enfermedades infecciosas, hematologia, oncologia, transplante de 6rganos, genética,
farmacogenética, etc. Se han desarrollado kits, pero todavia son limitados y la mayoria de ellos no
permite una cuantificacion absoluta, sino una cuantificacion relativa (diferencia o indice con
respecto a una referencia o calibrador). Estos datos son suficientes para cierto tipo de estudios,
pero no para otros donde una cuantificacién absoluta es mas informativa. Por eso, los métodos
“caseros” (desarrollados artesanalmente en el propio laboratorio) siguen siendo muy usados en las
PCR en tiempo real. Sin embargo, deben utilizarse en forma apropiada conociendo sus
limitaciones. La utilizacién de standards (comerciales o caseros) y un estricto control de la
variabilidad entre corridas y de la reproducibilidad del standard son indispensables.

La PCR en tiempo real utiliza distintas metodologias segun la quimica de las reacciones.
Las mas utilizadas son: el Sybr Green | (se une al ADN doble cadena), sondas de hibridizacién
(transferencia de energia de un fluorocromo dador a otro receptor cuando estan préximos, FRET) o
sondas de hidrolisis (un fluorocromo se detecta cuando se separa de otro fluorocromo quencher
debido a la accién de la polimerasa, Tagman, molecular beacons, scorpion) (Figura 1). Cada uno
de estos métodos tiene sus ventajas y desventajas y la eleccidon de uno u otro depende del tipo de
ensayo a desarrollar. Por ejemplo, la quimica que utiliza el Sybr Green | es faciimente aplicable a
una gran diversidad de reacciones, es el mas econémico, pero la deteccidn no es muy especifica
ya que se detecta ADN doble cadena, incluyendo productos espureos o dimeros de primers si los
hubiera en la reaccion. Para lograr informacién especifica se agrega un ciclo que permite identificar
inequivocamente cada producto de PCR ya que cada amplicon tiene una Tm caracteristica
(temperatura en la cual el 50% del producto de PCR esta desnaturalizado). La Tm es una
caracteristica propia y altamente reproducible de cada amplicon que depende no sélo del tamafio,
sino también del contenido de GC y de la secuencia. Las otras quimicas, en cambio, se basan en
el uso de sondas internas marcadas con al menos dos fluorocromos. Si bien esto da especificidad
durante la deteccion, el costo de los ensayos se encarece. Esto es mas notorio cuando se realizan
reacciones multiplex. En condiciones apropiadas, el Sybr Green | permite identificar 2 6 3
productos diferentes en una misma reaccion sin necesidad de reactivos adicionales (Figura 2), en
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cambio, utilizando la quimica del Tagman, se requieren distintos fluorésforos para cada producto y
un equipo que permita detectar los distintos colores.

Varias compafias han producido termocicladores para tiempo real. Las mas
comercializadas son el LightCycler (Roche) y el ABI Prism (Applied Biosystems), otros equipos son
de BioRad, Stratagene, MJ Research, etc. Un estudio reciente sugiere que todos son comparables
y que la eleccidn debe basarse en el uso que se le dara, cuantas muestras necesitan analizarse
por corrida, etc.

La PCR en tiempo real contribuye al diagndstico de enfermedades Hemato-Oncolégicas

Hoy sabemos que las alteraciones genéticas de las neoplasias son, generalmente, los
agentes causales de la patologia y definen distintos comportamientos biolégicos, que se traducen
en distintos comportamientos clinicos. Por eso, es importante para el hematélogo, por ejemplo,
saber qué tipo de leucemia aguda tiene un paciente para definir el tratamiento. El correcto
diagnéstico de enfermedades oncohematoldgicas se basa en resultados de miultiples ensayos,
incluyendo la clinica, morfologia, citoquimica, inmunofenotipo, citogenética y biologia molecular. La
identificacién de alteraciones genéticas especificas (marcadores tumorales) es actualmente un
elemento indispensable para la subclasificaciéon de las neoplasias y para la estratificacién de los
pacientes en grupos con distintos prondsticos. Cuanto mas precisos se hacen los diagnosticos, los
pacientes reciben el tratamiento més adecuado para su enfermedad.

Las alteraciones genéticas mas frecuentes en neoplasias hematolégicas son las
translocaciones cromosomicas, las pérdidas de material genético (deleciones o monosomias
cromosémicas) y las ganancias de material genético (duplicaciones/amplificaciones o trisomias
cromosdémicas). Todas estas anomalias se pueden detectar por PCR en tiempo real. La siguiente
tabla muestra las determinaciones por Biologia Molecular més utilizadas en el diagnostico y la
prediccion de recaidas en leucemias.

LLA genes Frecuencia Prondstico Técnica Aplicacion
precursor B (%)#
Adultos
Nifios
t(12;21) TEL-AML1 | 1-2 20-30 | bueno RT-PCR Dx
(debatido) Q-PCR Dx, seguimiento”
t(9;22) mBCR-ABL | 25-40 5-7 Mal RT-PCR Dx
Q-PCR Dx, seguimiento
t(1;19) E2A-PBX1 3-4 5-8 Mal RT-PCR Dx, seguimiento
Q-PCR Dx, seguimiento*
t(4;11) MLL-AF4 3-4 3-5 Mal RT-PCR Dx, seguimiento
Q-PCR Dx, seguimiento*
T-LLA
Del TALA SIL-SCL 5-10 10-25 | poca PCR, RT- | Dx, seguimiento
informacion PCR Dx, seguimiento*
Q-PCR
LMA
t(15;17) PML-RARa | 3 8-10 bueno con RT-PCR Dx, seguimiento
terapia Q-PCR Dx, seguimiento*
especif.
t(8;21) AML1-ETO | 3-5 10-15 | bueno RT-PCR Dx
Q-PCR Dx, seguimiento
Inv(16) CBFB- 2-5 5-6 bueno RT-PCR Dx
MYH11 Q-PCR Dx,seguimiento
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t(9;22) MBCR-ABL | ~100 ~100 | terapia RT-PCR Dx
especifica Q-PCR Dx, seguimiento

# Estas frecuencias corresponden a la literatura mundial pero pueden variar en distintas
regiones.

* Controvertido, no esta probado todavia que la Q-PCR sea mas informativa en la
prediccion de recaidas, salvo en casos especiales.

Por otra parte, la determinacion de la patologia molecular subyacente permite identificar
pacientes que se beneficiaran con terapias biologicas dirigidas a una alteracion particular. Los
ejemplos mas conocidos son la leucemia mieloide aguda PML-RARa que responde al tratamiento
con acido retinoico y las leucemias BCR-ABL positivas que se tratan con Imatinib (inhibidor de esta
tirosina quinasa).

A medida que fue evolucionando el conocimiento sobre las neoplasias hematolégicas,
también evolucionaron los métodos diagndsticos moleculares. Asi, se pasé del Southern blot para
detectar la presencia de translocaciones cromosémicas, a la PCR o RT-PCR (retro-transcripcion +
PCR para amplificar el cADN) y mas recientemente a la PCR en tiempo real. La PCR en tiempo
real también esta reemplazando a las hibridizaciones alelo-especificas para identificar mutaciones
en tumores, a los Southern/dot blots semicuantitativos para determinar amplificaciones génicas y a
las PCR-RFLP para determinar genotipos de mayor riesgo de toxicidad a la quimioterapia.

Estos mismos conceptos se aplican a los linfomas, donde también se definen subtipos
moleculares en base al diagnéstico molecular. En este ambito, otra herramienta molecular es el
andlisis del perfil de expresion génica por microarrays. Estos nuevos datos estan modificando la
clasificaciéon de los linfomas y aunque todavia forman parte de estudios de investigacién, son muy
laboriosos y costosos, requieren equipamiento y personal altamente entrenado, la aplicacion clinica
llegara en pocos anos mas. El aspecto mas relevante para la clinica diaria es que los microarrays
estan identificando nuevos marcadores tumorales diagnésticos, pronédsticos, de respuesta o
toxicidad, que una vez confirmados y validados pasaran al laboratorio de diagnostico clinico
utilizando metodologias mas accesibles, como la PCR en tiempo real.

La PCR en tiempo real permite monitorear las enfermedades Hemato-Oncologicas

Los marcadores tumorales especificos también se utilizan para el seguimiento de los
pacientes y evaluacion de la respuesta al tratamiento. Para esto, la posibilidad de cuantificacion de
la PCR en tiempo real es fundamental, ya que permite el monitoreo de la carga tumoral existente
en cada etapa de la terapia, identificando asi pacientes respondedores y no-respondedores y
permitiendo tomar las correspondientes decisiones terapéuticas.

Con el advenimiento de nuevas técnicas moleculares surgié el concepto de enfermedad
minima residual (no detectable por la clinica ni por analisis hematolégico), que a su vez, fue
cambiando con el tiempo segun la sensibilidad de la metodologia utilizada. Estas técnicas
moleculares permiten aumentar la sensibilidad, ya que el limite de deteccion es 3-4 érdenes de
magnitud menor. Actualmente, se evalla la existencia de enfermedad minima residual por PCR o
RT-PCR y cuando el resultado es negativo se informa como “remisién molecular”, otro concepto
surgido del avance tecnoldgico.

El advenimiento de las técnicas moleculares y la implementacion de terapias bioldgicas,
dirigidas a blancos moleculares especificos, avanzaron simultdneamente y lograron una mejora en
la sobrevida de los pacientes. El mejor ejemplo lo constituye la leucemia mieloide crénica (LMC),
primer tumor maligno donde se identificé una alteracién cromosémica causante de la enfermedad
(el cromosoma Filadelfia). Después de una logica evolucion, se establecié que el cromosoma
Filadelfia era en realidad una translocacion cromosémica [t(9;22)] y que los genes participantes
[BCR y ABL] eran criticos en el proceso patogenético, culminando con el desarrollo de una droga
dirigida a esta alteracion molecular [STI571 o Imatinib]. Este inhibidor de la actividad de tirosina
kinasa de la proteina quimérica BCR-ABL se une al sitio de unién del ATP, impidiendo asi el




Revista

anqlisis
funcionamiento normal de esta enzima. Actualmente, este es el tratamiento de primera linea en
LMC. Simultdneamente al avance terapéutico se hizo necesario monitorear respuestas por
métodos moleculares, y la PCR cuantitativa esta ampliamente difundida y aceptada (Figura 3). Ya
esta demostrado que la PCR cuantitativa se correlaciona bien con la respuesta citogenética,
método standard de los ultimos afios. Como la cuantificacion de células tumorales residuales se
correlaciona con el resultado clinico, la deteccién de enfermedad minima residual hoy en dia se
utiliza rutinariamente para guiar la terapia asi como para evaluar nuevas modalidades terapéuticas.

Los estudios cuantitativos de BCR-ABL se realizan por RT-PCR en tiempo real. En estos
casos, es necesario cuantificar también un gen control (housekeeping) como gen de referencia
normalizador. Se han propuesto varios genes para garantizar la calidad y cantidad de ARN
analizado y para normalizar los resultados pudiendo asi compararse datos de distintas
determinaciones a lo largo del tiempo (cinética). El gen control mas utilizado en neoplasias
hematoldgicas es el ABL. Asi, los resultados se expresan como la relacién N° de copias BCR-ABL /
N® de copias ABL. A pesar de los numerosos trabajos publicados en este tema, todavia no existe
un consenso internacional para establecer los valores de corte. Este aspecto es critico en la PCR
en tiempo real en general y requiere un intercambio de informacién entre el médico y el laboratorio
para su correcta interpretacién. Por esta razon, es necesario hacer un seguimiento de los
pacientes y observar la cinética de la respuesta a la terapia (los cambios en la cuantificacion en
varios estadios del tratamiento), en lugar de un valor aislado que por si solo no es informativo. Este
aspecto va a mejorar dia a dia hasta que este tipo de estudios estén mas estandarizados y
difundidos. Los resultados de BCR-ABL/ABL se expresan generalmente como porcentaje o0 como
reduccién de logs con respecto a la muestra del diagnéstico. Esto demuestra también la
importancia de estudiar desde la primera muestra, haciendo seguimientos apropiados, que en el

caso de la LMC suele ser cada 3 meses. Algunos valores indicativos, tomados de la bibliografia
sugieren:

BCR-ABLx100 < 0,05 o reduccién de =3 log corresponden a una remision molecular mayor
ABL

BCR-ABLx100 =< 0.005 o reducciéon de 24 log corresponden a una remisién molecular
completa
ABL

Un apropiado seguimiento de los niveles de transcriptos BCR-ABL permite también
predecir resistencia cuando se observa un aumento en la relacion BCR-ABL/ABL que persiste en
muestras consecutivas. La resistencia a los inhibidores de tirosina quinasa de primera generacion
(STI571/Imatinib) se debe en su mayor parte a mutaciones puntuales en el gen quimérico BCR-
ABL. Compafias farmacéuticas ya desarrollaron drogas relacionadas al Imatinib, de segunda
generacion, que estan siendo evaluadas clinicamente como opcion de tratamiento para pacientes
con recidivas por la aparicién de resistencia.

La Biologia Molecular ha contribuido en la clinica oncohematoloégica por mas de dos
décadas y con la continua aparicion de nuevas técnicas y nuevas terapias siguen surgiendo
nuevos avances y mejoras. Esta claro hoy en dia que la PCR en tiempo real es una herramienta
importante pero se requiere aiin mas trabajo de estandarizacion y establecimiento de valores de
corte para su correcta interpretacién clinica. Una fluida comunicacién entre el laboratorio y la
clinica facilita este proceso de aprendizaje mutuo.
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Figura 1: Formatos més utilizados en la PCR en tiempo real
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Figura 2: Deteccién de 3 translocaciones cromosomicas y un control interno (HPRT) en una
sola reaccion por PCR en tiempo real multiplex. RS4; 11: control positivo de t (4; 11), REH:
control positivo de t (12; 21) y 697: control positivo de t (1; 19).
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Figura 3: Cuantificacion de BCR-ABL por PCR en tiempo real. Los numeros del panel superior
indican el niumero de copias de un estandar en diluciones seriadas (1:10). El grafico inferior
muestra la curva generada por el equipo.
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