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Enfermedad Mínima Residual (EMR) y lesiones precoces (“in situ” (in situ FL, in situ
MCL, Linfocitosis B monoclonal) plantean el mismo problema conceptual y de manejo.
¿Cuando empieza a ser relevante clínicamente un hallazgo molecular?



Su medición requiere identificar a las células neoplásicas usando técnicas de biología
molecular, basadas en ADN o ARN, suficientemente sensibles para evaluar la masa residual,
que en remisión completa, puede ir desde 1 célula tumoral entre 1 millón de células
normales.

ENFERMEDAD MÍNIMA RESIDUAL

Paciente en remisión 
clínica (sin síntomas de la 
enfermedad) durante (o 
tras) su tratamiento.

Persistencia de un 
pequeño número de 
células malignas 
indetectables por criterios 
morfológicos y/o 
inmunológicos 
convencionales.

Puede ser la causa de 
recaída de muchos 
pacientes con cáncer. 



ENFERMEDAD MÍNIMA RESIDUAL

En el tratamiento del cáncer, la detección de EMR tiene papeles 
importantes:

-Detectar precozmente las neoplasias.

-Diagnosticar y pronosticar con precisión las neoplasias.

-Comparar la eficacia de distintos tratamientos a nivel molecular 
Estratificar los tratamientos.

-Monitorizar el grado de remisión del paciente 
Estratificar los pacientes de riesgo y anticipar las 
recaídas.

-Adecuar el tratamiento de consolidación en cada caso específico 
evitando sobre o infra tratamientos Medicina personalizada.

-Introducir nuevas terapias (e.g. biológicas) cuando la carga tumoral es 
baja.
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DIAGNÓSTICO DE EMR: SENSIBILIDAD

NEGATIVO POSITIVO

TÉCNICA SENSIBILIDAD DETECTA 1 célula entre

MORPHOLOGÍA (Microscopia 

convencional)
5 - 1% 20-100

SOUTHERN  BLOT  10
-1
– 10

-2
(10 - 1%) 10-100

CYTOGENÉTICA  10
-1
– 10

-2
(10 - 1%) 10-1.000

CULTIVOS CELULARES 10
-1
– 10

-3
(10 - 0.1%) 10-1.000

FISH 10
-1
– 10

-4
(10 - 0.01%) 10-10.000

PCR cualitativa (p.ej

Clonalidad)
10

-3
– 10

-4
(0.1 - 0.01%) 1.000-10.000

CITOMETRÍA DE FLUJO 

(Inmunofenotipado)
10

-3
– 10

-5
(0.1 - 0.001%) 1.000-100.000

qRT – PCR 10
-4
– 10

-6
(0.01 - 0.0001%) 10.000-1.000.000



DIAGNÓSTICO DE EMR: APLICABILIDAD

Faderl et al. Arch Pathol Lab Med. (1999)



VHJ Van der Velden et al. Leukemia (2003)

MARCADORES DE EMR: PROS Y CONTRAS 
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TÉCNICA BÁSICA: PCR A TIEMPO REAL (RT-PCR)
Es la capacidad de monitorizar el progreso de la PCR según ocurre mediante la

detección de fluorescencia.

Las reacciones se caracterizan por el punto en el que se detecta por primera vez

la amplificación de DNA.

CICLO CANTIDAD DNA

0 1

1 2

2 4

3 8

4 16

5 32

6 64

7 128

8 256

9 512

10 1.024

11 2.048

12 4.096

13 8.192

14 16.384

15 32.768

16 65.536

17 131.072

18 262.144

19 524.288

20 1.048.576

21 2.097.152

22 4.194.304

23 8.388.608

24 16.777.216

25 33.554.432

26 67.108.864

27 134.217.728

28 268.435.456

29 536.870.912

30 1.073.741.824

31 1.400.000.000

32 1.500.000.000

33 1.550.000.000

34 1.580.000.000

Umbral 

Ciclo
Ct 

Se correlaciona con la cantidad inicial de DNA presente.
Se determina durante la fase exponencial.



PCR A TIEMPO REAL: el flujo de trabajo

SP o MO

Extracción RNA

Retro- transcripción del RNA

qRT-PCR para el gen diana qRT-PCR para el gen control

Resultado POSITIVO
Ratio: Gen diana

Gen control

Resultado NEGATIVO
Nº copias gene control

Extracción DNA



TRANSCRIPCIÓN REVERSA

Degradación de la cadena de RNA.

Unión del primer cebador al mRNA
La transcriptasa reversa  sintetiza el cDNA

Transcripción del gen en mRNA

Unión del segundo cebador al cDNA
Elongación mediante DNA Polimerasa.

Amplificación mediante PCR.



PCR A TIEMPO REAL: ventajas y desventajas

● Mayor  reproducibilidad, precisión, especificidad 

(con sondas) y sensibilidad

Mayor fiabilidad

● Señal de fluorescencia directamente proporcional 

al número de transcritos.

● Rango dinámico (más de 8 órdenes de magnitud).

● Requiere menos RNA (hasta 3 picogramos! 

 biopsias, material microdisecado ….

● Menor riesgo de contaminación.

● Se pueden detectar reacciones con baja eficiencia.

● Mayor eficiencia de amplificación al usar 

amplicones pequeños (muestras degradadas).

● Falsos positivos (sensibilidad).

● Falsos negativos (transcritos 

raros/MUTADOS, muestra muy 

degradada).

● No es ideal para reacciones múltiples 

(necesidad ajuste de multiplex).

● La puesta a punto requiere destreza 

técnica y soporte.

● Equipos caros.

● El RNA es inestable.

● Influencia de la contaminación con 

DNA. 



VHJ Van der Velden et al. Leukemia (2003)

DETECCIÓN: LOS INSTRUMENTOS



DISEÑO DE PRIMERS Y SONDAS
Estandarización de procesos, sondas estandarizadas  BIOMED 1



ANÁLISIS DE RESULTADOS

Cuantificación absoluta.

Cuando se requiere saber el número exacto

de copias. Emplea una curva estándar sobre

la que se INTRApola el Ct de las muestras

para obtener una cantidad.

Cuantificación relativa.

Analiza cambios en la expresión de un gen en una muestra en relación a la expresión de ese gen en una muestra

control (p.ej. Muestra sin tratamiento). Se pueden emplear varios métodos:

• Método de curva estándar

• Métodos de comparación de Ct: ΔΔCt y PFAFFL.



CURVA ESTÁNDAR PARA ABSOLUTA



Considerado como el estándar para pacientes con LMC tratados con 
mesilato de imatinib (Gleevec/Glivec).

Ejemplo 1: EMR EN NEOPLASIAS MIELOIDES: LEUCEMIA 
MIELOÏDE CRÓNICA (LMC)

Molecular Analysis of Cancer. Methods in molecular medicine – p69

La LMC se caracteriza por la presencia del cromosoma de Filadelfia



Gabert J. Leukemia, (2003). 

También denominada translocación t(9;22) ó gen de fusión BCR-ABL.

EMR EN LEUCEMIA MIELOÏDE CRÓNICA (LMC)

p210

p190

B
C

R
-A

B
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Existen otras variantes de la translocación t(9;22)  pero con una tasa de incidencia 
menor en LMC.

EMR EN LEUCEMIA MIELOÏDE CRÓNICA (LMC)

Molecular Analysis of Cancer. Methods in molecular medicine – p69

98%

< 2%



EMR en LMC vía RT-PCR

Molecular Analysis of Cancer. Methods in molecular medicine – p69



EMR en LMC vía RT-PCR

Molecular Analysis of Cancer. Methods in molecular medicine – p69



SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES CON LMC



PRESENTACIÓN CLÍNICA DE LOS PACIENTES CON LMC



SEGUIMIENTO: LAS DISTINTAS RESPUESTAS

http://www.eutos.org/content/molecular_monitoring/documents/e133/info
boxContent786/PCR_Backgrounder_Booklet.pdf

http://www.eutos.org/content/molecular_monitoring/documents/e133/infoboxContent786/PCR_Backgrounder_Booklet.pdf
http://www.eutos.org/content/molecular_monitoring/documents/e133/infoboxContent786/PCR_Backgrounder_Booklet.pdf


Baccarani et al., 2009

SEGUIMIENTO: LAS DISTINTAS RESPUESTAS



http://www.eutos.org/content/molecular_monitoring/e132/e133/infoboxCo
ntent787/EUTOS_PCR_Casemono.pdf

LAS DISTINTAS RESPUESTAS Y SU SEGUIMIENTO

http://www.eutos.org/content/molecular_monitoring/e132/e133/infoboxContent787/EUTOS_PCR_Casemono.pdf
http://www.eutos.org/content/molecular_monitoring/e132/e133/infoboxContent787/EUTOS_PCR_Casemono.pdf


Recomendaciones 2006 actualizadas (2009) del ELN (European Leukemia Net)

MESES DE TRATAMIENTO
RESPUESTA AL 
TRATAMIENTO

DIAGNÓSTICO 3 6 12 18 Siempre

ÓPTIMA -
RHC y al 
menos 
RCm

Al menos 
RCP

Al menos 
RCC 

RMM RMM estable o RMC

SUB-ÓPTIMA - Sin RC <RCP <RCC <RMM
Pérdida RMM, 
mutaciones (Sensibilidad 
a IM)

FALLO - <RHC Sin RC <RCP <RCC
Pérdida RHC y/o RCC, 
mutaciones (Resitencia a 
IM), ACA

ALERTAS
Alto riesgo (indice
SOKAL/Hasford), 
del 9q+, ACA.

- - <RMM -
Aumento del nivel de 
tránscritos

ACA: Anormalidades Cromosómicas Adicionales.

RH: Respuesta Hematológica.
RC: Respuesta Citogenética (C: Completa; P: Parcial; m: menor; min: mínima).
RM: Respuesta Molecular (C: Completa; M: Mayor).

EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA  AL TRATAMIENTO EN 1ª 
LÍNEA CON IMATINIB.



RESPUESTA AL TRATAMIENTO TRATAMIENTO

ÓPTIMA Imatinib 400 mg diarios.

SUB-ÓPTIMA
Imatinib 600 to 800 mg diarios.         
Trasplante alogénico (MO, CT).

FALLO
Imatinib 800 mg diarios.                
Trasplante alogénico (MO, CT).

ALERTAS
Imatinib 400 mg diarios.                            
Trasplante alogénico (MO, CT).
Ensayo clínico. 

INTOLERANCIA o TOXICIDAD
Trasplante alogénico (MO, CTH). 
rIFN.

MO: Médula Ósea

CT: Células Troncales Hematopoyéticas.

rIFN: Interferon recombinante.

RECOMENDACIONES PARA EL TRATAMIENTO



Ejemplo 2: EMR EN NEOPLASIAS LINFOIDES: LINFOMA 
FOLICULAR



Elena Fernandez-Ruiz et al (HUP)





LNH- PRO-05: Rituximab + CVP + 12 Semanas de IFN-α2b en 

pacientes con LNH Folicular de Intermedio-Alto Riesgo (FLIPI≥2)

CARACTERISTICAS N=33 (%)

Edad (mediana) 53 años

Sexo H / M 42%  / 58%

FLIPI ....2

....3-4

11 (58%)

8 (42%)

Ann Arbor ...III 

...IV

12%

88%

Extranodal 88%

Afectación Medular 72%

Masa Voluminosa 30%

LDH elevada 18%

Molecular positiva DXO

…Bcl2-IgH (cuali/RT-

PCR/FISH)

…Reordenamiento IgH

17/23 (74%)

15/23 (65%) 

4/23 (17%)

- Evaluada (hasta 8º ciclo) en 18 pacientes 

•Bcl-2/IgH (RT-PCR) negativos tras 4º 

ciclo......13/18 (72%)

•Oscilacion de la PCR cuantitativa en 5 

pacientes sin significación clínica (nivel ≤ 

0.05% copias) 

R + CVP + IFN (n=33)

CVP + IFN (n=74)

P=0.06

OS Y PFS

RESPUESTA MOLECULAR

R Arranz, J Cannata, S Montes-Moreno (HUP, CNIO)



CONCLUSIONES

La aplicación de técnicas moleculares para deteccion de EMR
precisa de varias etapas de estandarización necesarias a la
aplicación clínica (estandarización técnica/estandarización
en la interpretación).

La infraestructura y personal implicados deben tener
preparacion específica (biologos moleculares y técnicas
especialistas en molecular).

El impacto clínico de el resultado específico depende de forma
critica del contexto patológico y clínico. El patólogo
molecular es la figura capaz de interpreta e integrar la
informacion molecular, patológica y clínica y emitir un
informe diagnóstico integrado.



Unidad de Diagnóstico Molecular.
Dr Luis Lombardía
Diana Romero


