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DESCRIPCIÓN 

Diferentes niveles en muestras de células sanguíneas de marcadores de EMT para el diagnóstico de cáncer, en 
particular del cáncer colorrectal (CRC) y de páncreas (PC) 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere al campo de los marcadores moleculares para el diagnóstico de enfermedades, 5 
preferiblemente para el diagnóstico de cáncer. La presente invención está dirigida a detectar y medir los niveles de 
mRNA de los genes implicados en la transición epitelio mesénquima en muestras biológicas, es decir, en muestras 
de sangre periférica de pacientes con tumores, para determinar la presencia de enfermedad, su progresión y riesgo 
de recurrencia. 

Antecedentes 10 

Las células tumorales circulantes (CTCs) son una población heterogénea de células cancerosas que circulan en la 
sangre periférica y que se han desprendido de un tumor primario o su metástasis. Actualmente, el número 
aproximado y el fenotipo correspondiente de CTCs en la sangre total de pacientes con cáncer tiene relevancia 
clínica con respecto al pronóstico del paciente. El conjunto de CTCs incluye células con características epiteliales, 
mesenquimales y de tipo severo. Se ha demostrado que la intravasación del cáncer en humanos (Min Yu et al., 15 
Science, 2013, 339, 580) y animales se acopla con la transición epitelio mesénquima (EMT), un proceso impulsado 
por factores de transcripción (TFs; similares pero no limitados a TWIST1, ZEB1, ZEB2, SLUG, SNAIL, PRXX1, etc) y 
probablemente reversibles (transición mesénquima-epitelio, MET) en los nichos metastásicos y como consecuencia 
de la modificación de marcadores celulares epiteliales y/o mesenquimales (como, por ejemplo, CDH1 Plastin 3). 
Todos dichos factores/genes de transcripción están implicados en la transición epitelio-mesénquima (marcadores 20 
EMT).  

Por lo tanto, de detección de marcadores EMT en la sangre humana se espera que proporcione pistas de 
diagnóstico y pronóstico. 

Celesti et al. (Gastroenterology 2013, 145, 647) mostraron que los niveles de mRNA de TWIST1 eran 
estadísticamente (valor medio) significativamente más altos en muestras de sangre de paciente con cáncer 25 
colorrectal (CCR) que en los controles. Desafortunadamente la distribución de los niveles de TWIST1 en pacientes y 
controles se superpone parcialmente, lo que hace que la medición de mRNA de TWIST1 por sí sola no sea confiable 
y adecuada para el diagnóstico. 

Hung Pham et al. (Pancreas 2010, 39, 3, 332-339) sugieren que la sobreexpresión de mRNA de SLUG en muestras 
de tejido canceroso de páncreas se correlaciona con la regulación posterior de PDGH, dando como resultado una 30 
producción mejorada de PGE2. Sin embargo, el documento no muestra que la medición de mRNA de SLUG solo en 
muestras de sangre sea confiable y adecuada para el diagnóstico de cáncer de páncreas. Kenoki Ohuchida et al. 
(Int. J. Cancer 2007, 120, 8, 1634-1640) muestran la sobreexpresión de mRNA de TWIST1 en el jugo de páncreas 
de pacientes con cáncer de páncreas. Sin embargo, puede que no sea útil para distinguirlo de la pancreatitis crónica. 

Descripción de la invención 35 

Los métodos convencionales aprobados por la FDA (es decir, “Cell Search” (Veridex), “Adna Test Breast Cancer 
Select” y “Adna test Breast Cancer Detect “(AdnaGen AG), “Biocept Onco CEE” (Biocept Laboratories) detectan 
antígenos epiteliales expresados, entre otros, por CTCs. Por lo tanto, el valor de diagnóstico y pronóstico de estas 
pruebas es limitado. 

Los autores muestran un ensayo de RT-PCR cuantitativo específico para la transición de genes epitelio-mesénquima 40 
(EMT) presentes en las células circulantes de pacientes con tumores. A diferencia de lo reportado por la técnica 
anterior, no se necesita una separación previa de las poblaciones de células circulantes antes de la extracción del 
mRNA. Este enfoque permite detectar niveles aumentados de transcripciones EMT-TF circulantes, 
independientemente de cualquier característica celular antigénica o fenotípica.  

Los autores encontraron que altos niveles de mRNA de TWIST1, SLUG, y bajos niveles de mRNA de ZEB1 están 45 
presentes en las células sanguíneas de pacientes con CRC, mientras que altos niveles de mRNA de SLUG, TWIST1 
Y ZEB2 están presentes en las células sanguíneas de pacientes con cáncer de páncreas (PC), permitiendo así un 
diagnóstico más fiable y robusto. 

Es, por lo tanto, un objetivo de la presente invención un método para determinar si un sujeto está afectado por un 
cáncer colorrectal o de páncreas que comprenda la etapa de analizar una muestra de sangre de dicho sujeto para 50 
determinar la presencia de un conjunto de mRNAs que comprende al menos mRNA de SLUG Y TWIST1 en donde: 

a) el aumento de los niveles de mRNA tanto de los genes TWIST1 como SLUG pero no del gen ZEB2 con 
respecto a las muestras de control es indicativo de un cáncer colorrectal, 
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b) el aumento de los niveles de mRNA de todos los genes TWIST1, SLUG y ZEB2 con respecto a las muestras de 
control es indicativo de cáncer de páncreas, 

c) el aumento de al menos el nivel de mRNA de SLUG con respecto a un primer punto de corte de SLUG es 
indicativo de cáncer colorrectal, 

d) en sujetos en donde el nivel de mRNA de SLUG no aumenta, el aumento del nivel de mRNA de TWIST1 con 5 
respecto a un punto de corte de TWIST1 es indicativo de cáncer de páncreas, siempre que dicho sujeto 
muestre también un aumento del nivel de mRNA de ZEB2, 

e) el aumento tanto de los niveles de mRNA de SLUG como de TWIST1 con respecto a puntos de corte 
respectivos es indicativo de cáncer colorrectal, en donde dichos puntos de corte se determinan mediante el 
análisis de la curva Característica Operativa del Receptor (ROC). 10 

En el método anterior las muestras de control son muestras de sujetos normales o pacientes con diferentes 
cánceres con respecto a PC o CRC.  

Preferiblemente, en el método según la invención el aumento de los niveles de mRNA tanto de SLUG como de 
TWIST1 con respecto a los respectivos puntos de corte es indicativo de cáncer colorrectal o de páncreas. 

Preferiblemente, en el método según la presente invención los puntos de corte relevantes son los siguientes: 15 

- primer punto de corte de SLUG para el cáncer colorrectal 7,93018E-9, 

- segundo punto de corte de SLUG para el cáncer colorrectal 1,84E-10, 

- primer punto de corte de SLUG para el cáncer de páncreas 3,27E-9, 

- punto de corte de TWIST1 para el cáncer colorrectal 1,00725E-8, 

- punto de corte de TWIST1 para el cáncer de páncreas 1,35E-8, 20 

- punto de corte de ZEB2 para el cáncer de páncreas: 7,19E-6. 

Otro objetivo de la invención es un método para determinar el estadio de un cáncer colorrectal en un sujeto afectado 
que resultó ser positivo al método anteriormente mencionado que comprende la etapa de analizar una muestra de 
células sanguíneas de dicho sujeto en donde: 

a) el aumento del nivel de mRNA de ZEB1 con respecto a las muestras de control de sujetos con cáncer 25 
colorrectal es indicativo de un estadio menos avanzado del cáncer colorrectal y/o 

b) la disminución de los niveles de mRNA de CDH1 con respecto a las muestras de control de sujetos con cáncer 
colorrectal es indicativo de enfermedad metastásica (es decir, estadio IV) en el momento del diagnóstico, y/o 

c) el aumento de los niveles de mRNA de TWIST1 con respecto a las muestras de control de sujetos con cáncer 
colorrectal, es indicativo del desarrollo de una metástasis metacrónica.  30 

En el método anterior para determinar el estadio del cáncer colorrectal en un sujeto afectado, en la etapa a) una 
muestra de control puede ser una muestra obtenida de un estadio conocido de un sujeto con cáncer colorrectal; en 
la etapa b) una muestra de control puede ser una muestra obtenida de un sujeto con cáncer colorrectal pero sin 
lesiones metastásicas; en la etapa c) una muestra de control puede ser una muestra obtenida de un sujeto con 
cáncer colorrectal que no desarrolló progresión metastásica.  35 

En los métodos según la invención dicha muestra de sangre es preferiblemente una muestra de células enriquecidas 
en células tumorales circulantes (CTC). 

Preferiblemente, dicha muestra de células enriquecidas en células tumorales circulantes (CTC) es una muestra de 
células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 

En los métodos según la invención los niveles de mRNAs se obtienen preferiblemente por RT-PCR. 40 

Cualquier otro método para detectar mRNA específico en una muestra de sangre conocido por el experto en la 
técnica está dentro del alcance de la presente invención. Ejemplos ilustrativos son: métodos de amplificación por 
PCR (QX200TM Droplet DigitalTM PCR System, TaqMan Probes), otros métodos de amplificación; hasta el análisis de 
la expresión génica de una célula individual (miRGE - nCounter®). 

El método de la invención es capaz de detectar transcripciones EMT en muestras de sangre de humanos o 45 
animales; en un aspecto particular el método comprende las etapas de: 

a) separación en un gradiente de densidad con Ficoll de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC), 
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b) detección de los niveles de expresión de genes de EMT utilizando RT-PCR, 

c) comparación del nivel de genes de EMT del paciente con los niveles de control normales,  

d) diagnosticar que el paciente tiene un tumor específico si los niveles detectados de los genes de EMT son 
estadísticamente significativamente diferentes (más altos o más bajos que un valor del punto de corte 
predeterminado dependiendo del gen seleccionado) que el nivel de control. 5 

Otro objetivo de la invención es el uso de un kit de RT-PCR cuantitativo para llevar a cabo los métodos descritos 
anteriormente: 

- medios de retrotranscripción para obtener cDNAs específicos; 

- sondas de amplificación específicas para amplificar cDNAs específicos; 

- medios de detección para detectar y medir el nivel de cDNAs específicos amplificados. 10 

Preferiblemente dichas sondas de amplificación son capaces de amplificar: 

- la región nt. 781-835 de TWIST1, Acc. No.: NM_000474.3, (SEQ ID No. 1); 

- la región nt. 730-830 de SLUG, Acc. No.: NM_003068,4, (SEQ ID No. 2); 

- la región nt. 1262-1361 de ZEB2, Acc. No.: NM_014795.3, (SEQ ID No. 3); 

- la región nt. 4113-4172 de CDH1, Acc No.: NM_004360.3, (SEQ ID No. 5); 15 

- la región nt. 2917-3020 de ZEB1, Acc. No.: NM_001128128.2, (SEQ ID No. 6). 

Preferiblemente, dichas sondas de amplificación tienen esencialmente las secuencias: 

TWIST1-directa AGCAAGATTCAGACCCTCAAGCT (SEQ ID No. 12); 

TWIST1-inversa CCTGGTAGAGGAAGTCGATGTACCT (SEQ ID No. 13); 

SLUG-directa TGTTTGCAAGATCTGCGGC (SEQ ID No. 14);  20 

SLUG-inversa TGCAGTGAGGGCAAGAAAAA (SEQ ID No. 15);  

ZEB2-directa GCTACACGTTTGCCTACCGC (SEQ ID No. 16);  

ZEB2-inversa CGATTACCTGCTCCTTGGGTT (SEQ ID No. 17); 

CDH1-directa GGAACTATGAAAAGTGGGCTTG (SEQ ID No. 20);  

CDH1-inversa AAATTGCCAGGCTCAATGAC (SEQ ID No. 21);  25 

ZEB1-directa GAAAGTGATCCAGCCAAATGG (SEQ ID No. 22); 

ZEB1-inversa TGGGCGGTGTAGAATCAGAGT (SEQ ID No. 23). 

Descripción detallada de la invención 

La invención se describirá con referencia a ejemplos no limitantes. 

Leyendas de las figuras 30 

Figura 1. Niveles de mRNA de TWIST1 (A), SLUG (B), ZEB1(C), en sangre de 69 pacientes con CRC en 
comparación con 30 controles sanos. 

Figura 2. Curvas ROC para los niveles de mRNA de SLUG (A), TWIST1 (B) en 69 pacientes con CRC en 
comparación con 30 controles sanos. 

Figura 3. Algoritmo para el diagnóstico de CRC basado en los niveles circulantes de mRNAs tanto de TWIST1 como 35 
de SLUG (dos etapas). 

Figura 4. Algoritmo para el diagnóstico de CRC basado en los niveles circulantes de mRNAs de TWIST1-SLUG más 
CDH1 (dos etapas). 

Figura 5. Niveles de mRNA circulantes de ZEB1 en pacientes con CRC en estadios I y II (pT1-4 N0). 

Figura 6. Niveles de mRNA circulantes de ZEB1 en pacientes con CRC en estadios II (pT3 N0) y III (pT3 N1-2).  40 
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Figura 7. Niveles de mRNA circulantes de CDH1 en pacientes sin (M0) y con (M+) enfermedad metastásica en el 
momento del diagnóstico. 

Figura 8. Los altos niveles de mRNA de TWIST1 en las células sanguíneas circulantes están asociados con la 
progresión metastásica del CRC (supervivencia libre de enfermedad -DFS- según las curvas de Kaplan-Meier).  

Figura 9. Niveles de mRNA de TWIST1, SLUG y ZEB2 en la sangre de pacientes con PC y controles sanos. 5 

Figura 10. Curva ROC de los niveles de mRNA de SLUG que discriminan los pacientes con PC (n=24) de los 
controles sanos (n=30). 

Figura 11. Algoritmo para el diagnóstico de PC basado en los niveles circulantes de mRNAs de TWIST1-SLUG más 
ZEB2 (dos etapas). 

Figura 12. Diferentes niveles de mRNA circulantes de ZEB1, ZEB2, y CDH1 en pacientes con PC y CRC.  10 

Materiales y métodos 

Cuantificación de transcripciones de genes en muestras de sangre no seleccionadas 

Sangre periférica (6 mL) se recogió en un Vacutainer recubierto con anticoagulantes (EDTA, citrato de sodio, 
heparina) y se almacenó a 4ºC. La sangre periférica se procesó dentro de las 4 horas posteriores a la recolección y 
se separó con gradiente Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Life Science) según las instrucciones del fabricante.  15 

Brevemente, se añadieron 15 mL de Ficoll-Paque a un tubo de centrífuga y PBS diluido (6 mL + 29 mL de disolución 
salina equilibrada) se colocó cuidadosamente en capas de sobre el Ficoll-Paque.  

La disolución sin mezclar se centrifugó (400 g durante 40 minutos a 20ºC). Utilizando una pipeta Pasteur limpia, se 
separó la capa superior dejando intacta la capa de linfocito en la interfaz. Después mediante una nueva pipeta 
Pasteur, la capa de PBMC (que contiene células tumorales circulantes) se transfirió a un tubo de centrífuga limpio y 20 
se lavó con al menos 3 volúmenes (18 mL) de disolución salina equilibrada. Una vez resuspendidas, las células se 
centrifugaron (300 g durante 20 minutos a 20ºC), y el sobrenadante fue después eliminado. Después de añadir 50 
mL de disolución salina equilibrada, el sedimento de células se centrifugó finalmente (200 g durante 20 minutos a 
20ºC). El sobrenadante se retiró de nuevo y las células se lisaron con tampón de lisis Qiagen más β-Mercaptoetanol 
(1:100). A continuación, se aisló el RNA total utilizando el kit Qiagen Rneasy-Mini según las instrucciones del 25 
fabricante. Posteriormente, el RNA total resuspendido en 60 µL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC-
water) se trató con DNAsa (Ambion, Life Science) para minimizar la contaminación por el DNA genómico.  

Todas las etapas de preparación y manipulación del RNA se llevaron a cabo en una campana de flujo laminar, en 
condiciones libres de RNA. La concentración de RNA se determinó mediante la lectura de la absorbancia a 260 nm 
utilizando NanoDrop. 30 

Se sometieron a transcripción inversa 2 µg de RNA tratado a cDNA utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse 
Transcription (Applied Biosystem, Life Science). El cDNA sintetizado se sometió a RT-PCR cuantitativa para detectar 
y cuantificar los niveles de mRNA de genes de EMT:   

TWIST1: NCBI Acc. No. NM_000474.3 (SEQ ID No. 1), 

SLUG o SNAI2: NCBI Acc. No. NM_003068.4 (SEQ ID No. 2), 35 

ZEB2 o SIP1: NCBI Acc. No. NM_014795.3 (SEQ ID No. 3), 

SNAIL: NCBI Acc. No. NM_ 005985.3 (SEQ ID No. 4),  

CDH1: NCBI Acc. No. NM_004360.3 (SEQ ID No. 5), 

ZEB1: NCBI Acc. No. NM_001128128.2 (SEQ ID No. 6), 

PRRX1: NCBI Acc. No. NM_006902.4 (SEQ ID No. 7), 40 

PLASTIN3: NCBI Acc. No NM_005032.6 (SEQ ID No. 8). 

En resumen, se colocó 1 µL de cDNA (40 ng) en 20 µL de volumen de reacción que contiene 12 µL de Fast 
SyberGreen Master Mix, 3 µL de limpieza y cebadores diana directos e inversos mezclados a 5 µM y 4 µL de DEPC-
water. 

Las secuencias específicas de los cebadores fueron: 45 

18s-directa CGC CGC TAG AGG TGA AAT TCT (SEQ ID No. 9), 
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18s-inversa CTT TCG CTC TGG TCC GTC TT (SEQ ID No. 10); 

para amplificar la región de 18s nt. 1049-1100, Acc. No.: M10098.1, NCBI, (SEQ ID No. 11), como control; 

TWIST1-directa AGC AAG ATT CAG ACC CTC AAG CT (SEQ ID No. 12); 

TWIST1-inversa CCT GGT AGA GGA AGT CGA TGT ACC T (SEQ ID No. 13);  

para amplificar la región de TWIST1 nt. 781-835, Acc. No.: NM_000474.3, (SEQ ID No. 1);  5 

SLUG-directa TGT TTG CAA GAT CTG CGG C (SEQ ID No. 14);  

SLUG-inversa TGC AGT GAG GGC AAG AAA AA (SEQ ID No. 15); 

para amplificar la región de SLUG nt. 730-830, Acc. No.: NM_003068.4, (SEQ ID No.2); 

ZEB2-directa GCT ACA CGT TTG CCT ACC GC (SEQ ID No. 16); 

ZEB2-inversa CGA TTA CCT GCT CCT TGG GTT (SEQ ID No. 17); 10 

para amplificar la región de ZEB2 nt. 1262-1361 Acc. No.: NM_014795.3, (SEQ ID No. 3); 

SNAIL-directa CTT CCA GCA GCC CTA CGA C, (SEQ ID No. 18); 

SNAIL-inversa CGG TGG GGT TGA GGA TCT (SEQ ID No. 19); 

para amplificar la región de SNAIL nt. 174-244, Acc. No.: NM_005985.3 (SEQ ID No. 4). 

CDH1-directa GGAACTATGAAAAGTGGGCTTG (SEQ ID No. 20); 15 

CDH1-inversa AAATTGCCAGGCTCAATGAC (SEQ ID No. 21); 

para amplificar la región de CDH1 nt. 4113-4172, Acc. No.: NM_004360.3 (SEQ ID No. 5); 

ZEB1-directa GAAAGTGATCCAGCCAAATGG (SEQ ID No. 22); 

ZEB1-inversa TGGGCGGTGTAGAATCAGAGT (SEQ ID No. 23); 

para amplificar la región de ZEB1 nt. 2917-3020, Acc. No.: NM_001128128.2, (SEQ ID No. 6);  20 

PRRX1-directa ACACTATCCTGATGCTTTTGTG (SEQ ID No. 24); 

PRRX1-inversa GAACTTGGCTCTTCGGTTC (SEQ ID No. 25); 

Para amplificar la región de PRRX1 nt. 395-494, Acc. No.: NM_006902.4 (SEQ ID No. 7); 

PLASTIN3-directa CCTTCCGTAACTGGATGAACTC (SEQ ID No. 26); 

PLASTIN3-inversa GGATGCTTCCCTAATTCAACAG (SEQ ID No. 27); 25 

para amplificar la región de PLASTIN3 nt. 1624-1837, Acc. No.: NM_005032.6, (SEQ ID No. 8). 

La amplificación se llevó a cabo en un ABI 7900 HT Real Time PCR System (Applied Biosystem) utilizando el 
programa: 95ºC durante 10 minutos; 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos y 60ºC durante 60 segundos. Todas las 
muestras se analizaron por triplicado. 

La cuantificación de los genes diana y el gen de referencia interno 18s se realizó utilizando la emisión de 30 
fluorescencia de SyberGreen. La contaminación de DNA se evaluó mediante la realización de PCR en la parte sin 
transcripción inversa de cada muestra. Para todas las muestras se detectó fluorescencia después de 0-40 ciclos 
para los genes de control y marcadores en una sola reacción, lo que permite la deducción de los ciclos en el valor 
umbral (CT) para cada producto. El valor CT se consideró como el ciclo de PCR en el que se detecta un aumento 
significativo de la fluorescencia debido a la acumulación exponencial de productos de PCR bicatenarios. La 35 
expresión de los genes diana se normalizó sobre la expresión del gen de limpieza, 18s para obtener la cuantificación 
absoluta (2-ΔCT), mientras que la cuantificación relativa se calculó mediante el método 2-ΔΔCT para comparar los 
niveles de transcripciones de controles versus pacientes (Livak Kj, Methods, 2001; 25(4): 402-8). 

Análisis estadístico 

El ensayo U de Mann-Whitney se utilizó para evaluar las diferencias estadísticamente significativas en los niveles de 40 
expresión de mRNAs de EMT-TF circulantes entre los pacientes con cáncer y los controles. Para los EMT-TFs con 
niveles significativamente más altos en pacientes con cáncer CRC y de páncreas, la sensibilidad y especificidad se 
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estimaron utilizando los puntos de corte óptimos determinados mediante el análisis de las curvas ROC. Se consideró 
estadísticamente significativo un valor de p < 0,05. Todo el análisis estadístico se realizó utilizando el software 
StatDirect (StatsDirect Ltd, Altrincham CHESHIRE, UK). 

Para cada marcador de diagnóstico propuesto se ha evaluado lo siguiente: 

• La especificidad (también llamada tasa de verdaderos positivos) mide la proporción de positivos reales que se 5 
identifican correctamente como tales. La especificidad se refiere a la capacidad de la prueba para excluir 
correctamente una afección. 

• La sensibilidad (también llamada tasa de verdaderos negativos) mide la proporción de negativos que se 
identifican correctamente como tales. La sensibilidad se refiere a la capacidad de la prueba para identificar 
correctamente una afección. 10 

• La relación de posibilidades de diagnóstico es una medida de la eficacia de un ensayo de diagnóstico. Se define 
como la relación entre las probabilidades de que la prueba sea positiva si el sujeto tiene una enfermedad en 
relación con las probabilidades de que la prueba sea positiva si el sujeto no tiene la enfermedad.  

• Los valores predictivos positivos y negativos (PPV y NPV respectivamente) son las proporciones de resultados 
positivos y negativos en estadísticas y ensayos de diagnóstico que son resultados verdaderos positivos y 15 
verdaderos negativos.  

• La tasa de falsos positivos es la expectativa de la proporción de falsos positivos, que se refiere a la probabilidad 
de rechazar falsamente la hipótesis nula para un ensayo en particular. 

• La tasa de falsos negativos es la tasa de aparición de resultados negativos de ensayos en sujetos que se sabe 
que tienen la enfermedad o el comportamiento por el cual se está evaluando a un individuo. 20 

• La tasa de Falsa omisión es la probabilidad de no satisfacer la hipótesis nula entre aquellos que aceptan la 
hipótesis nula. 

• La tasa de descubrimiento falso es la proporción esperada de errores entre las hipótesis rechazadas. 

• La razón de verosimilitud positiva (LR+) define cuánto aumenta la probabilidad de enfermedad si la prueba es 
positiva. 25 

• La razón de verosimilitud negativa (LR-) define cuánto disminuye la probabilidad de enfermedad si la prueba es 
negativa. 

• La precisión es la medida que define qué tan cerca llega el resultado de un ensayo a valor real. 

Pacientes y métodos 

El estudio piloto incluyó 69 pacientes con CRC, y 24 pacientes con cáncer de páncreas, más 30 sujetos de control 30 
sanos. Todas las muestras se procesaron como se describió anteriormente después de obtener el consentimiento 
informado del paciente. 

Resultados 

1. Altos niveles de mRNAs de TWIST1, SLUG, y bajos niveles de mRNA de ZEB1 están presentes en las células 
sanguíneas de pacientes con CRC. 35 

En controles sanos (n = 30), se detectaron mRNA codificantes de ZEB1, ZEB2, CDH1, y SNAIL en todas las 
muestras (100%). Se detectaron mRNAs de TWIST1 y SLUG en 26 (87%) y 11 (36,7%) controles, respectivamente. 
mRNA de Plastin3 se detectó en 15 (50%), y mRNA de PRRX1 en 4 (13%) muestras. 

En muestras de sangre de 69 pacientes con CRC, los autores detectaron mRNA de TWIST1 (ensayo de Fisher 
versus controles p = 0,007), mRNAs de ZEB2 y SNAIL en todos los casos (100%), y SLUG en 66 (95,7%; ensayo de 40 
Fisher versus controles p < 0,001) casos. CDH1 se detectó en 65 de 66 (98,5%) muestras analizadas. Además, en 
57 muestras analizadas, la expresión de ZEB1 se detectó en 55 (96,5%), Plastin3 en 44 (77,2%) y PRRX1 en 3 
(5,3%). 

Como se muestra en la Figura 1, los pacientes con CRC tenían niveles más altos de mRNA de TWIST1 (Figura 1A, 
cuantificación absoluta, media, controles 9,93E-9 vs CRC 3,22E-8; p < 0.001) y SLUG (Figura 1B, controles 9,09E-45 
13 vs CRC 1,83E-08; p < 0.001). Por el contrario, los niveles de ZEB1 fueron más bajos en pacientes con CRC que 
en los controles (Figura 1C, controles 5,64E-7 vs CRC 1,66E-07; p < 0,02). Los niveles en sangre de mRNAs de 
ZEB2, SNAIL, CDH1, Plastin, PRRX1 no difirieron entre los casos y los controles. En consecuencia, en comparación 
con los controles, los niveles de TWIST1 en las células sanguíneas de los pacientes con cáncer fueron 2,3 veces 
más altos, los de SLUG 386 veces más altos y los de ZEB1 5,1 veces más bajos (cuantificación relativa). 50 
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Valores umbral de mRNAs de TWIST1 y SLUG en células sanguíneas para identificar pacientes con CRC 

A continuación, los autores determinaron el punto de corte óptimo para niveles altos de transcripciones que 
discriminan a los pacientes con CRC mediante el análisis de la curva ROC (Figura 2). Mediante este enfoque, 
niveles altos de TWIST1 (por encima del punto de corte, 1,01E-8) tuvieron una sensibilidad del 94,2% y una 
especificidad del 50% (Tabla 1 y Figura 2B), y niveles altos de SLUG (por encima del punto de corte, 7,93E-9) 5 
tuvieron una sensibilidad del 76,8% y una especificidad del 90% para discriminar a los pacientes con CRC de 
controles sanos (Tabla 2 y Figura 2A).  

Tabla 1. Rendimientos de diagnóstico, sensibilidad y especificidad, para el cáncer colorrectal de niveles de mRNA de 
TWIST1 circulantes por encima de los valores del punto de corte óptimo. 

 10 

PPV = Valor predictivo positivo   FPR = Tasa de falsos positivos 

FDR = Tasa de falso descubrimiento  FNR = Tasa de falsos negativos  

FOR = Tasa de omisión falsa   TNR = Tasa de verdaderos negativos 

NPV = Valor predictivo negativo   LR+ = Razón de verosimilitud positiva 

ACC = Precisión     LR- = Razón de verosimilitud negativa 15 

TPR = Tasa de verdaderos positivos  DOR = Razón de probabilidad diagnóstica 

Tabla 2. Rendimientos de diagnóstico, sensibilidad y especificidad, para el cáncer colorrectal de niveles de mRNA de 
SLUG circulantes por encima de los valores del punto de corte óptimo. 

 

PPV = Valor predictivo positivo   FPR = Tasa de falsos positivos 20 

FDR = Tasa de falso descubrimiento  FNR = Tasa de falsos negativos  
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FOR = Tasa de omisión falsa   TNR = Tasa de verdaderos negativos 

NPV = Valor predictivo negativo   LR+ = Razón de verosimilitud positiva 

ACC = Precisión     LR- = Razón de verosimilitud negativa 

TPR = Tasa de verdaderos positivos  DOR = Razón de probabilidad diagnóstica 

Combinación de niveles de mRNA de TWIST1 y SLUG circulantes (con y sin CDH1) en las células sanguíneas para 5 
identificar a los pacientes con CRC. 

Para discriminar a los pacientes con CRC de los individuos sanos, aprovechamos la sensibilidad de TWIST1 junto 
con la especificidad de SLUG. Por medio de este enfoque, determinamos primero las muestras con niveles altos (es 
decir, por encima del punto de corte) de los mRNAs tanto del TWIST1 como de SLUG (CRC 49/69, 71%; controles 
2/30, 6,6%) (Figura 3). Por otro lado, los niveles bajos (es decir, por debajo del punto de corte) de los mRNAs tanto 10 
de TWIST1 como de SLUG se detectaron solo en los controles (14/30, 33,3%). En las muestras restantes (20 casos 
y 14 controles), 16 casos y 13 controles mostraron niveles altos de mRNA de TWIST1 y bajos de SLUG, y 4 casos y 
1 control con niveles bajos de mRNA de TWIST1 y altos de SLUG. Se trazó una curva ROC de SLUG de segundo 
orden (punto de corte 1,84E-10) para estas 34 muestras. Según el punto de corte de segundo orden, 17 muestras de 
CRC mostraron niveles altos de SLUG y 3 niveles bajos de SLUG, en comparación con los 7 controles con los 15 
niveles altos de SLUG y 7 controles con los niveles bajos de SLUG. Finalmente, la sensibilidad y especificidad 
generales del algoritmo de TWIST1-SLUG de dos etapas fueron 95,7% y 70%, respectivamente. Los valores 
predictivos positivos y negativos fueron 88% y 87,5%, respectivamente, con una razón de probabilidad diagnóstica 
de 51,3 (Tabla 3). 

Alternativamente, se podría dibujar una curva ROC de CDH1 de segundo orden (punto de corte 7,29E-8) para las 34 20 
muestras con los niveles de mRNA altos de TWIST1-bajos de SLUG y bajos de TWIST1-altos de SLUG. Según el 
punto de corte de CDH1 de segundo orden, 14 muestras de CRC mostraron niveles bajos de CDH1 y 6 niveles altos 
de CDH1, en comparación con 4 controles con niveles bajos de CDH1 y 10 controles con niveles altos de CDH1 
(Figura 4). En consecuencia, el algoritmo alternativo que combina los niveles de TWIST1 y SLUG más CDH1 
alcanzó una sensibilidad general del 91,3% y una especificidad del 80%. Los valores predictivos positivos y 25 
negativos fueron del 91% y 80%, respectivamente, con una razón de probabilidad diagnóstica del 42% (Tabla 4). La 
combinación de dos o más marcadores mejora el rendimiento diagnóstico de un solo marcador al hacer coincidir una 
sensibilidad sustancialmente similar con una mayor especificidad, de modo que la tasa de pruebas de falsos 
positivos se minimiza en relación con la tasa de falsos negativos, lo que se traduce en una mejor razón de 
probabilidades diagnósticas y precisión. 30 

Tabla 3. Rendimientos de diagnóstico, sensibilidad y especificidad, para el cáncer colorrectal de niveles de mRNA de 
TWIST1 y SLUG circulantes por encima de los valores del punto de corte óptimo, según el algoritmo de diagnóstico 

1. 

 

 35 

PPV = Valor predictivo positivo   FPR = Tasa de falsos positivos 

FDR = Tasa de falso descubrimiento  FNR = Tasa de falsos negativos  

FOR = Tasa de omisión falsa   TNR = Tasa de verdaderos negativos 

NPV = Valor predictivo negativo   LR+ = Razón de verosimilitud positiva 
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ACC = Precisión     LR- = Razón de verosimilitud negativa 

TPR = Tasa de verdaderos positivos  DOR = Razón de probabilidad diagnóstica 

Tabla 4. Rendimientos de diagnóstico, sensibilidad y especificidad, para el cáncer colorrectal de niveles de mRNAs 
de TWIST1, SLUG más CDH1 circulantes por encima de los valores del punto de corte óptimo, según el algoritmo de 
diagnóstico 2. 5 

 

PPV = Valor predictivo positivo   FPR = Tasa de falsos positivos 

FDR = Tasa de falso descubrimiento  FNR = Tasa de falsos negativos  

FOR = Tasa de omisión falsa   TNR = Tasa de verdaderos negativos 

NPV = Valor predictivo negativo   LR+ = Razón de verosimilitud positiva 10 

ACC = Precisión     LR- = Razón de verosimilitud negativa 

TPR = Tasa de verdaderos positivos  DOR = Razón de probabilidad diagnóstica 

Los niveles de mRNA de ZEB1 y CDH1 circulantes en las células sanguíneas difieren según las características TNM 
del cáncer en el momento del diagnóstico. 

En cuanto a la invasión total, los niveles de mRNA de ZEB1 fueron significativamente más bajos en pacientes con 15 
CRCs pT1-T2 NOMO (es decir, estadio I) que en pacientes con CRCs pT3-T4 NOMO (es decir, estadio II) (Media, 
estadio I 1,14E-7 vs estadio II 4,51E-7, general p = 0,001) (Figura 5). En cuanto a la metástasis en los ganglios 
linfáticos, los pacientes con CCR que muestran la misma profundidad de invasión local (es decir, pT3) tenían niveles 
más altos de mRNA de ZEB1 circulantes en ausencia de invasión ganglionar (es decir, N0) que cuando la invasión 
ganglionar estaba presente en el examen patológico (N1-N2, media N0 6,72E-7 vs N1-2 2,66E-7; p=0,02) (Figura 6). 20 
En cuanto a la presencia de metástasis a distancia, los pacientes con enfermedad metastásica (M+) en el momento 
del diagnóstico, mostraron niveles circulantes significativamente más bajos de mRNA de CDH1 que aquellos sin 
lesiones metastásicas (M0; media, M+ 2,38E-8 vs M0 5,88E-8, p = 0,02) (Figura 7). 

Los niveles de mRNA de TWIST1 circulantes en las células sanguíneas discriminan la progresión a metástasis a lo 
largo del tiempo. En pacientes sin metástasis del CRC a distancia (estadio I-III) en el momento del diagnóstico (n = 25 
54), los niveles de mRNA de TWIST1 circulantes fueron más altos (> 3,07E-8) en 7 de los 8 (87,5%) pacientes que 
desarrollaron posteriormente una progresión metastásica post-quirúrgica. En consecuencia, los niveles de TWIST1 
discriminaron una supervivencia libre de enfermedad significativamente diferente entre los pacientes con CRC 
(Figura 8). 

2. Los altos niveles de mRNAs de TWIST1, SLUG, y ZEB2 están presentes en las células sanguíneas de pacientes 30 
con cáncer de páncreas (PC). 

Los niveles de mRNA de EMT-TF en la sangre difieren entre los pacientes con PC y los individuos sanos. Como se 
muestra en la Figura 9, en comparación con los controles sanos, 24 pacientes con PC tuvieron niveles más altos de 
TWIST1 (Figura 9A, cuantificación absoluta, media, controles 9,935E-9 vs PC 3,41E-8; p < 0,001) y de SLUG (Figura 
9B, controles 9,09E-13 vs PC, 1,30E-8; p < 0,0001), así como de ZEB2 (Figura 9C, controles 1,69E-6 vs PC 1,52E-35 
5; p < 0,01). En consecuencia, los niveles de mRNAs de TWIST1, SLUG, y ZEB2 circulantes en la sangre de 
pacientes con PC fueron un promedio de 14, 788, y 5 veces más altos, respectivamente, que lo controles 
(cuantificación relativa). 
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Valores umbral de mRNA de SLUG en sangre para identificar pacientes con PC. Mediante el análisis de la curva 
ROC, los niveles altos de SLUG (por encima del punto de corte, 3,27E-9) alcanzaron por sí mismos el 100% de 
sensibilidad y el 70% de especificidad para discriminar a los pacientes con cáncer de los controles sanos, 
alcanzando valores predictivos positivos del 75% y negativos del 100% con una razón de probabilidad de 
diagnóstico de 130 (Figura 10 y Tabla 5). 5 

Combinación de los niveles de mRNAs de TWIST1 y SLUG circulantes con ZEB2 en células sanguíneas para 
identificar pacientes con PC. Para discriminar los pacientes con PC de los individuos sanos, utilizamos TWIST1 junto 
con SLUG. Por medio de este enfoque, determinamos primero las muestras con niveles altos (es decir, por encima 
del punto de corte) de mRNA tanto de TWIST1 (punto de corte, 1,35E-8) como de SLUG (PC 22/24, 91,6%; 
controles 6/30, 20%) (Figura 11). Por otro lado, los niveles bajos (es decir, por debajo del punto de corte) de mRNAs 10 
tanto de TWIST1 como de SLUG se detectaron solo en los controles (14/30, 33,3%). En las muestras restantes (2 
casos y 10 controles), solo 8 controles mostraron niveles altos-TWIST1-bajos-SLUG, y 2 casos y 2 controles con 
niveles de mRNA bajo-TWIST1-alto-SLUG. Se trazó una curva ROC de ZEB2 de segundo orden (punto de corte 
7,19E-8) para estas 12 muestras. Según el punto de corte de segundo orden, 1 muestra de PC mostró niveles altos 
de ZEB2 y 1 niveles bajos de ZEB2, en comparación con los 7 controles con niveles altos de ZEB2 y 3 controles con 15 
niveles bajos de ZEB2. Finalmente, la sensibilidad y la especificidad generales del algoritmo de TWIST1-SLUG más 
ZEB2 de dos etapas fueron del 95,8% y el 76,7%, respectivamente. Los valores predictivos positivos y negativos 
fueron 76,7% y 95,8%, respectivamente, con una razón de probabilidad de diagnóstico de 75,57 (Tabla 7). 

Los niveles de mRNA de ZEB1, ZEB2 y CDH1 son más altos en las células sanguíneas de los pacientes con PC que 
en las de los pacientes con CRC. Además, al comparar los niveles del gen EMT en sangre entre pacientes con PC y 20 
CRC, encontramos que los niveles de ZEB1 (PC 1,14E-6 vs CRC 1,66E-7, p = 0,002), ZEB2 (PC 1,52E-5 vs CRC 
6,62E-6, p = 0,03) y CDH1 (PC 1,36E-7 vs CRC 5,73E-8, p = 0,001) fueron significativamente más altos en 
pacientes con PC que pacientes con CRC. Para la cuantificación relativa, los niveles de transcripción de ZEB1 
fueron un promedio de 7 veces más altos en pacientes con PC que en pacientes con CRC mientras que ZEB2 y 
CDH1 fueron ambos 2 veces más altos en pacientes con PC que en pacientes con CRC (Figura 12). 25 

Valores umbral de los niveles de mRNA de CDH1 y ZEB2 en células sanguíneas que discriminan el cáncer de 
páncreas del cáncer colorrectal. El valor del punto de corte de CDH1 que discrimina pacientes con cáncer de 
páncreas de aquellos con cáncer colorrectal fue 1,022E-7 dando una especificidad del 75,4% para el cáncer de 
páncreas (17 positivos de cáncer colorrectal de 69) y una sensibilidad del 58,3% (detectando 14 de 24 pacientes con 
cáncer de páncreas). Posteriormente, un punto de corte de ZEB2 de segundo orden (4,08E-5) permitió discriminar 5 30 
de los 17 pacientes con cáncer colorrectal (ZEB2 valores < 4,08E-5) que no se detectaron mediante los niveles de 
CDH1, mientras que detectaron 2 de 10 pacientes con cáncer de páncreas (ZEB2 valores > 4,08E-5) que no fueron 
detectados mediante los niveles de CDH1. En general, el uso combinado de los niveles de mRNA de CDH1 y ZEB2 
llevó a discriminar a los pacientes con cáncer de páncreas de los que tenían cáncer colorrectal con una especificidad 
del 82% y una sensibilidad del 66,7%. 35 

Tabla 5. Rendimientos de diagnóstico, sensibilidad y especificidad para el cáncer de páncreas de los niveles de 
mRNA de SLUG circulantes por encima del valor del punto de corte óptimo. 

 

PPV = Valor predictivo positivo   FPR = Tasa de falsos positivos 

FDR = Tasa de falso descubrimiento  FNR = Tasa de falsos negativos  40 

FOR = Tasa de omisión falsa   TNR = Tasa de verdaderos negativos 
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NPV = Valor predictivo negativo   LR+ = Razón de verosimilitud positiva 

ACC = Precisión     LR- = Razón de verosimilitud negativa 

TPR = Tasa de verdaderos positivos  DOR = Razón de probabilidad diagnóstica 

Tabla 6. Rendimientos de diagnóstico, sensibilidad y especificidad para el cáncer de páncreas de los niveles de 
mRNA de TWIST1 circulante por encima del valor del punto de corte. 5 

Tabla 7. Rendimientos de diagnóstico, sensibilidad y especificidad para el cáncer de páncreas de los niveles de 
mRNA de SLUG, TWIST1 y ZEB2 circulante por encima del valor del punto de corte. 

 

PPV = Valor predictivo positivo   FPR = Tasa de falsos positivos 10 

FDR = Tasa de falso descubrimiento  FNR = Tasa de falsos negativos  

FOR = Tasa de omisión falsa   TNR = Tasa de verdaderos negativos 

NPV = Valor predictivo negativo   LR+ = Razón de verosimilitud positiva 

ACC = Precisión     LR- = Razón de verosimilitud negativa 

TPR = Tasa de verdaderos positivos  DOR = Razón de probabilidad diagnóstica 15 
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<220> 
<223> cebador sintético 
 45 
<400> 24 
acactatcct gatgcttttg tg 22 
 
<210> 25 
<211> 19 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 55 
 
<400> 25 
gaacttggct cttcggttc 19 
 
<210> 26 60 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 65 
<223> cebador sintético 
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<400> 26 
ccttccgtaa ctggatgaac tc 22 
 
<210> 27 5 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> cebador sintético 
 
<400> 27 
ggatgcttcc ctaattcaac ag 22 
 15 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para determinar si un sujeto está afectado por un cáncer que comprende la etapa de evaluar una 
muestra de sangre de dicho sujeto para la presencia de un conjunto de mRNAs que comprende al menos 
mRNA de SLUG y TWIST1 en donde: 

a) el aumento de los niveles de mRNA de los genes tanto TWIST1 como SLUG, pero no del gen ZEB2 con 5 
respecto a las muestras de control es indicativo de un cáncer colorrectal, 

b) el aumento de los niveles de mRNA de todos los genes TWIST1, SLUG y ZEB2 con respecto a las 
muestras de control es indicativo de un cáncer de páncreas, 

c) el aumento de al menos el nivel de mRNA de SLUG con respecto al primer punto de corte de SLUG es 
indicativo de cáncer colorrectal, 10 

d) en sujetos en los que el nivel de mRNA de SLUG no aumente, el aumento del nivel de mRNA de TWIST1 
con respecto a un punto de corte de TWIST1 es indicativo de cáncer de páncreas, siempre que dicho sujeto 
muestre también un aumento del nivel de mRNA de ZEB2; 

e) el aumento de los niveles de mRNA tanto de SLUG como de TWIST1 con respecto a sus respectivos 
puntos de corte es indicativo de cáncer colorrectal, 15 

en donde dichos puntos de corte se determinan mediante el análisis de la curva Característica Operativa del 
Receptor (ROC). 

2. Un método para determinar el estadio de un cáncer colorrectal en un sujeto afectado que resultó ser positivo al 
método según la reivindicación 1, que comprende la etapa de valorar una muestra de sangre de dicho sujeto en 
donde: 20 

a) el aumento del nivel de mRNA de ZEB1 con respecto a las muestras de control de sujetos con cáncer 
colorrectal es indicativo de un estadio menos avanzado del cáncer colorrectal y/o 

b) la disminución de los niveles de mRNA de CDH1 con respecto a las muestras de control de sujetos con 
cáncer colorrectal es indicativo de enfermedad metastásica (es decir, estadio IV) en el momento del 
diagnóstico y/o 25 

c) el aumento de los niveles de mRNA de TWIST1 con respecto a las muestras de control de sujetos con 
cáncer colorrectal, es indicativo del desarrollo de una metástasis metacrónica. 

3. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde dicha muestra de sangre es una 
muestra de células enriquecidas en células tumorales circulantes (CTC). 

4. El método según la reivindicación 3 en donde dicha muestra de células enriquecidas en células tumorales 30 
circulantes (CTC) es una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 

5. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde los niveles de mRNAs se obtienen 
mediante RT-PCR. 

6. Uso de un kit de RT-PCR cuantitativo para llevar a cabo los métodos según una cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores que incluye: 35 

a) medios de retrotranscripción para obtener cDNAs específicos; 

b) sondas de amplificación específicas para amplificar cDNAs específicos; 

c) medios de detección para detectar y medir el nivel de cDNAs específicos amplificados. 

7. Uso de un kit de RT-PCR cuantitativo según la reivindicación 6 en donde dichas sondas de amplificación son 
capaces de amplificar: 40 

a) la región nt. 781-835 de TWIST1, Acc. No.: NM_000474.3, (SEQ ID No. 1); 

b) la región nt. 730-830 de SLUG, Acc. No.: NM_003068.4, (SEQ ID No. 2); 

c) la región nt. 1262-1361 de ZEB2 Acc. No.: NM_014795.3, (SEQ ID No. 3); 

d) la región nt. 4113-4172 de CDH1, Acc. No.: NM_004360.3, (SEQ ID No. 5); 

e) la región nt. 2917-3020 de ZEB1, Acc. No.: NM_001128128.2, (SEQ ID No. 6). 45 
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8. Uso del kit de RT-PCR cuantitativo según la reivindicación 7 en donde dichas sondas de amplificación tienen 
esencialmente las secuencias: 

TWIST1-directa AGCAAGATTCAGACCCTCAAGCT (SEQ ID No. 12); 

TWIST1-inversa CCTGGTAGAGGAAGTCGATGTACCT (SEQ ID No. 13); 

SLUG-directa TGTTTGCAAGATCTGCGGC (SEQ ID No. 14);  5 

SLUG-inversa TGCAGTGAGGGCAAGAAAAA (SEQ ID No. 15);  

ZEB2-directa GCTACACGTTTGCCTACCGC (SEQ ID No. 16);  

ZEB2-inversa CGATTACCTGCTCCTTGGGTT (SEQ ID No. 17); 

CDH1-directa GGAACTATGAAAAGTGGGCTTG (SEQ ID No. 20);  

CDH1-inversa AAATTGCCAGGCTCAATGAC (SEQ ID No. 21);  10 

ZEB1-directa GAAAGTGATCCAGCCAAATGG (SEQ ID No. 22); 

ZEB1-inversa TGGGCGGTGTAGAATCAGAGT (SEQ ID No. 23). 
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