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En los dltimos 15 afios, la cuantificacion de la reaccion en
cadena de la transcriptasa inversa (RT-gPCR) se ha convertido en el
método mds utilizado para la cuantificacion de la expresion génica
(Baker M, Nature Methods, 2011, 8(3): 207-212). Algunos de sus
caracteristicas han contribuido al uso tan extendido de esta meto-
dologia: i) es un ensayo en un solo paso, sin la necesidad de proce-
samiento post-PCR; ii) permite una comparacién sencilla entre
transcritos con un rango amplio de expresion (diferencias > 107
veces); y iii) utiliza el potencial cuantitativo implicito en una PCR
convencional, haciéndolo un ensayo tanto cuantitativo como cuali-
tativo (Bustin SA et al, Journal of Molecular Endocrinology, 2005,
34:597-601).

Los principios bdsicos de este popular método de anélisis son
un conjunto de asunciones que tratan de solucionar el problema
de la variabilidad asociada a cada uno de los pasos implicados en
la RT-gPCR. EI RNA se extrae, se estandariza y se retrotranscribe a
¢DNA. Se usan primers (cebadores) especificos para copiar y ampli-
ficar secuencias de interés en ciclos sucesivos de PCR hasta que la
fluorescencia empleada para monitorizar los amplicones resultan-
tes puede ser detectada. Finalmente, la fluorescencia observada
por ciclo se usa para calcular la cantidad/concentracion inicial del
transcrito de interés; ésta se normaliza o calibra en funcion de un
gen de referencia, caracterizado por mantener una expresién
contante en las condiciones experimentales analizadas. Cada uno
de estos pasos puede introducir sesgos y errores en el procedi-
miento (Baker M, Nature Methods, 2011, 8(3): 207-212). Para
facilitar y viabilizar la comparacién de resultados entre los diferen-
tes experimentos y laboratorios, en 2009 se publicaron las MIQE
guidelines como un intento de estandarizar todos los pasos impli-
cados en la tecnologia de la RT-qPCR (Bustin SA et al, Clinical Che-

mistry, 2009, 55(4): 611-622). Aqui se simplifican las 85 recomen-
daciones incluidas en dicha publicacion en un diagrama que repre-
senta la RT-gPCR (figura 1). Las principales fuentes de variacién y
su posible solucion se discuten paso a paso.

1. Disefio experimental

El disefio de experimentos bioldgicos es el paso mds impor-
tante en el uso de la RT-qPCR. El tipo de tejido empleado y la
forma de obtenerlo determinaran la calidad y la fiabilidad de la
muestra y los requerimientos para la normalizacién de los resulta-
dos analizados. La estrategia de maximizacion de genes o de
muestras se ha descrito como una estrategia de optimizacion para
determinar eficientemente diferencias entre las muestras tratadas
y los controles (Hellemans J et al, Genome Biology, 2007, 8:R19).

2. Extraccion del RNA

El mercado ofrece diferentes métodos de extraccion de RNA y
los usuarios pueden elegir la opcion mds adecuada para su expe-
rimento (sales de guanidinio tipo Trizol, columnas de silica-gel,
Cell-to-Ct kits, entre otros). Tras la extraccion, se analizan tanto la
calidad como la cantidad de RNA usando métodos espectrofoto-
métricos (Nanodrop, 2100 Bioanalyzer-Agilent Technologies, Expe-
rion-Biorad). Tradicionalmente, la estabilidad del RNA ribosomal
(rRNA) se ha considerado como una medida razonable para definir
una extraccion de RNA como 6ptima mediante un andlisis en geles
de electroforesis. Sin embargo, este punto de vista ha sido puesto
en duda recientemente (Vermeulen et al, Nucleic Acids Research,
2011, 39(9):e63). La variabilidad asociada a este paso se puede

Figura 1. Esquema del flujo de trabajo de un experimento de la
reaccion en cadena de la transcriptasa inversa (RT-aPCR).

1 Disefio experimental
(tratamientos, controles,
Tipos de tejido, métodos a usar,
requerimientos de normalizacién)

2. Extraccion del RNA

(andlisis de la cantidad y de la
calidad, inhibidores de la PCR)

3. RT-PCR

(QligodT vs RP,
Enzima, protocolo)

6. Andlisis estadistico

5. Andlisis de los datos
(background,, (o8 eficiencia (E),
umbral, N, )

4. Corriendo la RT-gPCR

(SYBR vs HP, genes de referencia, disefio de
primers, concentracién de primers,
programa de la reaccién)
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reducir usando el mismo método para todas las muestras analiza-
das.

3. RT-PCR

La mayoria de los usuarios obtienen ¢cDNA a partir del RNA
extraido y es en este paso donde se suele normalizar la cantidad de
material de partida. Aqui se puede elegir entre diferentes primers
para transformar el RNA en cDNA (oligo-dT, random primers o una
mezcla entre ambos — Bustin et al, Journal of Molecular Endocrino-
logy, 2005, 34: 597-601) al igual que entre diferentes protocolos
de RT-PCR (Stahlberg A et al, Clinical Chemistry, 2004, 50(3): 509-
515). La eficiencia de la RT-PCR es una fuente de variacion muy
importante en la tecnologia de la RT-qPCR (Kitchen RR et al,
Methods, 2010, 50(4): 231-236), ya que es clave asegurarse de que
la enzima recorre todo el molde de mRNA, generando un set de
transcritos representativo del transcriptoma de la muestra.

4. Corriendo la RT-qPCR

En este paso, el disefio/eleccion de primers (contenido en GC,
secuencia del transcrito
molde, longitud del
amplicén); su optimiza-
con (temperaturas de
melting y de annealing) y
estandarizacion; el proto-
colo de la termocicladora;
y la master mix que se va
a usar son, entre otros
aspectos, absolutamente
esenciales. Existen mu-
chas aplicaciones, como
Primer3Plus o RTPri-
merDB, ayudan al usuario
a disefar y estimar la
combinacion dptima de
primers. La concentracion
de los primers afecta de
forma muy directa a la
linea base de fluorescen-
cia (baseline) (Ruijter JM
et al, Nucleic Acids Re-
search, 2009, 37(6): e45),
que es, como se verd mas
adelante, clave en la co-
rrecta estimacion de los
niveles de expresion del
transcrito de interés. Otro
de los factores que pue-
den introducir mayores
fuentes de variacion en el
resultado final de la RT-
qPCR es la eleccion de los
genes de referencia.
Normalmente, es necesa-
rio seleccionar genes de
referencia para cada
andlisis, pero dado que
hay ocasiones donde
tanto econémica como
técnicamente esto no es
posible, se recomienda el
uso de al menos dos
genes de referencia por
ensayo (Vandesompele J,
et al, Genome Biology,
2002, 3(7):
research0034.1-0034.11).

X = veces que difieren entre si

muestras control y tratadas

Transcrito de interés: N, 1 = Nq / E;C9T ’
Gen de referencia: Ny g = Nq’R/ERquRJ

Si Nq,T= Nq,R = ERCQ,R/ETCQ,T =
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5. Analisis de los datos de la qPCR

La cinética basica de la reaccion de PCR se describe como Nc=
No x E¢ donde la cantidad de amplicn en el ciclo ¢ (N) es igual a la
cantidad inicial de molde, No, multiplicada por la eficiencia de la
PCR (E) elevada al nimero de ciclos (c). Después de ajustar el
umbral de fluorescencia (Ng) y determinar el nimero de ciclos
necesario para alcanzar dicho umbral (C), la ecuacin de la cinéti-
ca puede ser invertida, lo cual permite el calculo del No a partir del
umbral, de la C y de la eficiencia de la PCR (E): No = No/E%. Todas
las ecuaciones generalmente empleadas en cuantificaciones tanto
absolutas como relativas de expresion génica derivan de esta
ecuacion basica (ver tablas 1y 2).

Hoy en dia, la mayoria de las termocicladoras de qPCR del
mercado estiman el pardmetro (g por cada reaccion y amplicén.
Este valor se calcula en relacién al umbral elegido por el usuario
(generalmente, el software de dichas méquinas permite ajustar un
umbral de fluorescencia (Ng) tanto de forma manual como de
forma automética). Con el valor de Cq obtenido usando una dilu-

TABLA 1. Ecuacion basica de analisis de qPCR y calculo
de la expresion relativa del transcrito de interés.

 ratio de expresion por muestra

Ratio= Ny 7/ Nyr = (Nq‘ +/ E;aT) (Nq,R/ E-C9R)

asumiendo E, = E, == E(CaR- Cq.T)

asumiendo E=2 ™= 2(CaR- CaT)

TABLA 2. Ecuaciones para calcular las diferencias de
expresion entre las muestras control y las tratadas.

los niveles de expresion entre ——

X =2(CaR-CaT) oearep / 2(C9R- CaT)oonmroL

X = 2-08¢Ca Livak, Methods, 2001

X= (ERCq'R/ ETCq'T)TREATED / (ERCq‘R/ ETCq'T)CONTROL

X = E(CaT.C- CqTTr) [ E_(CARC- CaRT)  piaffl, NAR, 2001

X= (NO,T / NO,R)TREATED / (NU,T / NO,R)CONTROL
Ruijter, NAR, 2009
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cion seriada, también llamada curva estandar, el software o el
usuario estiman la eficiencia de cada amplicén.

Para calcular las diferencias entre las condiciones control y
experimentales, la mayoria de los usuarios usan la ecuacién 2-24C
(Tabla 2, linea superior; Livak K and Schmittgen TD, Method, 2001,
25:402-408) e ignoran la eficiencia real obtenida en la PCR, asu-
miendo que esta tiene un valor constante de 2. Otros usuarios usan
una cuantificacion relativa de la eficiencia (se denomina eficiencia
corregida) (Tabla 2, sequnda linea; Pfaffl M et al, Nucleic Acids
Research, 2001, 29(9): 2003-7). Sin embargo, la cantidad de trans-
crito de interés por muestra y amplicén puede ser calculada como
NO = Ng/ECa y normalizada con los niveles de expresién de los
genes de referencia; los cdlculos de las diferencias de expresion del
transcrito de interés pueden ser estimados a partir de los valores
de No, lo cual evita la asuncion de que la eficiencia de la PCR es
constante (Tabla 2, Iinea de abajo; Ruijter JM et al, Nucleic Acids
Res, 2009, 37(6): e45).

6. Analisis estadistico

Tras el cdlculo de la expresién relativa de los genes por cada
réplica experimental, la comparacion estadistica entre 2 condicio-
nes bioldgicas distintas se realiza mediante un andlisis de t-Stu-
dent (para distribuciones normales) o un test de U de Mann-Whit-
ney (para distribuciones no normales). Para comparar 3 grupos o
mds, se recomienda el uso del ANOVA, conjuntamente a un andlisis
post-hoc como el test de Tukey, o el test de Kruskal-Wallis. Para
estudiar la dependencia entre genes y condiciones experimentales
también se pueden realizar andlisis de correlacion y agrupaciones
homogéneas.

Con el objetivo de minimizar todas estas fuentes de variacion
potenciales, la mayoria de los usuarios usan el mismo método de
extraccion del RNA; fijan los criterios de calidad para el andlisis de
éste; emplean el mismo protocolo para la RT-PCR; y usan los
mismos genes de referencia.

Las compaiias que comercializan productos de RT-qPCR reali-
zan un gran esfuerzo para facilitar el uso de esta tecnologia a
todos los usuarios y ofrecen muestras control, manuales de uso
sencillos, soporte de problemas y dudas y organizan constante-
mente cursos o seminarios de formacion para el disefio de este
tipo de experimentos (Baker M, Nature Methods, 2011, 8(3): 207-
212). A pesar de que se usan diferentes maquinas, aplicaciones y
de que existe un mercado amplio de reactivos, toda la informa-
cion dada tiende a facilitar la labor del usuario final para que éste
solo tenga que seguir el camino de baldosas amarillas, que le
Ilevard hasta el deseado Mago de Oz: el valor de la No.

Cq, Ey No

Como se ha comentado previamente, los valores de Cg, Ey No
estan estrechamente relacionados entre si (figura 2). Sin embar-
go, se han descrito muchos métodos que estiman estos pardme-
tros a partir de los datos de amplificacién obtenidos. Es muy
importante destacar como estas diferentes aproximaciones afec-
tan al resultado final de expresion relativa del transcrito de interés
en el andlisis de la RT-qPCR.

La aplicacion de las ecuaciones citadas en la figura 2 para el
cdlculo de N desde Ng, Cq y E es matematicamente idéntica al uso
de la ecuacién de la cinética de la PCR en el ciclo 0 de amplifica-
cion. Esto es mas intuitivo cuando se representa la fluorescencia

Figura 2. Curvas de amplificacion e ilustraciones de los calculos de la cantidad de
transcrito de interés a partir de la cuantificaciéon umbral y de los valores de la C_y de
la eficiencia de la PCR.
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No
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Se muestran grupos de dos réplicas experimentales de
curvas de amplificacion donde la eficiencia de la PCR de
una réplica (en rojo) fue inhibida al afiadir primers
modificados en 3’que previenen la elongacion. La
pérdida de eficiencia de la PCR conlleva un incremento
del valor de la C,. Los datos son obtenidos desde la base
de datos competimer (http://qPCRDataMethods.hfrc.nl).
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producida en un eje logaritmico: la regién recta de la fase expo-
nencial presenta una pendiente igual a log (E) y su extrapolacién al
ciclo 0 da el valor No (figura 2).

La figura 2 muestra un experimento en el cual dos grupos de
datos presentan la misma concentracion del transcrito de interés,
pero a uno de los grupos se le aplica una inhibicién de la PCR (linea
roja). Esto genera una eficiencia de amplificacion menor, lo que
conlleva un valor mas alto de Cq. Sin embargo, al calcular el valor
de No con la ecuacién No = Ng/EC. la diferencia del valor de la Cq es
compensada por el 9% de diferencia en la eficiencia de la PCR, sin
afectar, por tanto, a la cuantificacion observada del transcrito de
interés. Desde otro punto de vista, a pesar de las fuertes diferen-
cias entre las eficiencias de la PCR, el investigador determina el
valor correcto de No en ambos grupos de réplicas. Asi, si a la hora
de indicar el valor de (4 se hubiese asumido una eficiencia cons-
tante, se hubiesen obtenido diferencias significativas NO REALES
entre los dos grupos de andlisis.

Este ejemplo muestra que es absolutamente esencial para el
investigador estar seguro sobre la estimacién de los parametros de
[a RT-gPCR, especialmente del valor de la eficiencia de cada trans-
crito de interés. Los autores recomendamos ir un paso mas alla: las
MIQE indican cdmo describir los valores de Cq y de la eficiencia, que
los investigadores usardn principalmente como medida de la
calidad del experimento. Sin embargo, el objetivo de un experi-
mento de qPCR es determinar la cantidad del transcrito de interés,
que se deriva del valor de la (q individual tanto como de cada
eficiencia de la PCR de cada transcrito. Describir sélo los valores de
(q, dejando fuera los de su eficiencia asociada, hace ignorar la
dependencia de la qPCR a la eficiencia y puede llevar a resultados e
interpretaciones errdneas. El valor de la eficiencia de la gPCR no
solo es una propiedad del ensayo, sino un parametro esencial en el
cdlculo correcto de la cantidad de transcrito de interés.

LinRegPCR: el camino de baldosas
amarillas

Tal y como hemos demostrado previamente, la eficiencia de la
gPCR es un pardmetro esencial y muy sensible a la hora de obtener
un valor correcto de No. Se han publicado diferentes métodos que
obtienen los pardmetros de interés a partir de la curva de amplifi-
cacion; todos estos métodos de analisis emplean diferentes algo-
ritmos/aproximaciones para analizar las curvas de amplificacién y
determinar tanto la eficiencia como otros parametros (Ruijter J et
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al, Methods, 2013, 59(1): 32 - 46). Entre todos los pardmetros que
afectan fuertemente a la eficiencia, y en menor medida a la Cy, el
mas importante es la correccion de la linea de referencia de la
fluorescencia (baseline) (Ruijter J et al Nucleic Acids Res, 2009,
37(6): e45). En base a esta premisa, nosotros recomendamos el
uso del programa LinRegPCR (Ruijter J et al, Nucleic Acids Res,
2009, 37(6): e45) para analizar las curvas de amplificacion de la
RT-qPCR por tres razones principales:

1. LinRegPCR se basa en una sustraccion de la linea base de
fluorescencia que busca reconstruir la regién lineal de la fase ex-
ponencial de una forma menos variable que la linea base dada por
el sistema de la PCR después de que el usuario haya definido la
fase de suelo de la reaccion.

2. El programa define una ventana de datos que determina la
minima variacion observada de la eficiencia de la PCR por ampli-
On y del Gy por reaccion. Estos ajustes son automaticos, répidos y
facilmente aplicables.

3. El programa genera pruebas de calidad basadas en el andli-
sis de cada curva de amplificacion. Adicionalmente, el usuario
puede seleccionar manualmente los puntos mds alejados de la
media como consecuencia de un fallo durante la PCR en compara-
cion con el resto de datos.

Estas tres propiedades del programa permiten al usuario
obtener el valor real del No por amplicn y por muestra de una
forma muy intuitiva.

En resumen, concluimos que la determinacion de la eficiencia
de la PCR es al menos tan importante como determinar la Cq para
llegar al valor real del No. Determinar la eficiencia con el programa
LinRegPCR es tan sencillo como sequir el camino de baldosas
amarillas: buscar la fase exponencial de la curva de amplificacion
de cada transcrito de interés para obtener el valor real de No.
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