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Introducción 

El cáncer es una de las enfermedades más frecuentes a nivel mundial y según datos de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) es una de las principales causas de muerte ocasionando 

aproximadamente 8 millones de defunciones anuales (1). Además de un descenso en la calidad de 

vida, gran parte de los casos a pesar del tratamiento, se resuelven finalmente con  la muerte.  

Entre las principales neoplasias malignas se encuentran las de pulmón, próstata, mama, 

estomago, colon y hematopoyéticas. Muchas de estas neoplasias pueden tener un pronóstico 

favorable según el momento de instauración del tratamiento lo cual depende de un diagnóstico 

precoz, sin embargo, no existe en la mayoría de los casos un método de cribado o uso de 

biomarcadores para detección oportuna de tumores y en el caso de los existentes suelen tener una 

baja sensibilidad y especificidad. Es por eso que es prioritario el descubrimiento e 

implementación de nuevos biomarcadores. Se conoce como biomarcadores a las moléculas 

liberadas por las células, ya sean proteínas u otras macromoléculas, hacia fluidos corporales, 

dentro de los cuales el suero es el más importante por su facilidad de obtención y manipulación; 

estos son necesarios para apoyar el diagnóstico, para evaluar la evolución de la enfermedad, así 

como predecir la respuesta a los tratamientos, por lo cual son una herramienta con un  potencial 

de gran utilidad y son el punto de encuentro entre la clínica y la biología molecular tumoral.  

En el presente trabajo se pretende explorar de forma preliminar la potencialidad como 

biomarcadores de la proteína HuR y el DNA libre circulante presentes en sueros de pacientes 

afectados de tumores gástricos y de mama avanzados. 

La proteína HuR (Human antigen R) es una proteína de unión a RNA (BPR –Binding Protein 

RNA) que pertenece a la familia ELAV (Embryonic Lethal-Abnormal Vision) 1 y 2, en la cual 

existen otros miembros de ésta familia que son HuB, HuC y HuD que se encuentran en sistema 

nervioso mientras que HuR se expresa en múltiples tejidos como son el adiposo, intestinal, bazo, 

testículo y mama, además HuR se ha descrito en tejidos neoplásicos aunque existen estudios que 

respaldan que incluso en lesiones pre malignas como la hiperplasia ductal atípica y el carcinoma 

ductal in situ de mama tiene niveles citoplasmáticos aumentados (2). HuR tiene la capacidad de 

regular la expresión de distintas moléculas por mecanismos post transcripcionales que afectan al 

RNA en su transporte, degradación y traducción. Dicho efecto lo logra mediante la unión a 

elementos ricos en adenina y uridina (ARE rich elements) localizado en las regiones 3’ UTR de 
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los mRNA o a través de tres motivos de reconocimiento RRM (RNA Recognition Motif) (3) en la 

cola poli A (4). Normalmente HuR se encuentra en el núcleo pero viaja hacia al citoplasma 

cuando recibe señales de daño en el DNA a través de la ATM protein kinasa (Ataxia 

Telangiectasia protein-kinase) la cual a su vez activa a las kinasas de check point 1 y 2 que 

además de trasladar a HuR al citoplasma controla la unión a mRNAs (3). 

HuR interacciona con algunos miRNA por tener sitios funcionales en los mRNA lo que sugiere 

una interrelación favorable o antagónica para la estabilización del mRNA(5). Tal es el caso de 

miR-200c y su interacción con HuR en el transcrito te la tubulina de clase III en tumores de 

ovario(6).  En general el papel más estudiado de HuR es el relacionado con la estabilización de 

los transcritos de los mRNA como es el caso del factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF) y de la cicloxigenasa tipo 2 (COX2) que están asociados a la angiogénesis tumoral y 

proliferación celular respectivamente (7); También es capaz de mantener el mRNA de la enzima 

DNA metiltransferasa 3b (DNMT3b) la cual al estabilizarse termina por sobre expresarse y 

generar un patrón de hipermetilación de genes tumorales (8). Además en algunos estudios se 

revela la capacidad de unión de HuR a miembros de la familia antiapoptótica de bcl-2 y esto se 

relaciona con aumento en el crecimiento tumoral y resistencia a tratamientos normales de 

quimioterapia (9). Otras alteraciones en las dianas de HuR en otros mRNA incluyen supresores 

tumorales (p53), ciclinas (A, B1 y D1), protooncogenes (c-fos, c-myc), citocinas (TGF-β, TNF-α) 

(3), moléculas de señalización mitóticas (MAP kinasa), metaloproteinasas de matriz 9 y 7 

(MMP9, MMP7), el factor inducible por hipoxia (HIF-1a) y el factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF) (10). 

Por la gran versatilidad de ésta proteína decidimos analizarla con ensayo ELISA por su rapidez y 

sencillez en la detección de moléculas, además en el caso de HuR existen pocos estudios que 

respalden su uso rutinario. 

 

En cuanto al DNA libre circulante es aquel DNA que se encuentra en la sangre de la circulación 

sistémica (11), el cual se encuentra incrementado en individuos con cáncer. Aunque no se conoce 

con certeza el mecanismo mediante el cual el DNA es liberado a la circulación  algunas hipótesis 

sugieren que es liberado por células tumorales apoptóticas o necróticas (12) o provenientes de 

células metastásicas o tumorales circulantes (13). También se sugiere que proviene de células no 

tumorales circundantes al tejido tumoral (14) que son degeneradas por daño directo o por la 
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hipoxia que genera el crecimiento tumoral  (15). Esto puede ser utilizado para detección no solo 

de tumoraciones avanzadas sino para neoplasias incipientes e incluso pre malignas (16). 

El DNAc se puede encontrar en suero y plasma lo que hace que sea una molécula de detección 

simple y accesible de interés para análisis rutinario. Además el DNAc puede servir como 

herramienta del estudio de mutaciones tumorales en el DNAc (17) (18). Convencionalmente se 

había utilizado técnicas de detección por PCR en tiempo real, sin embargo no es un método que 

pueda ser utilizado de forma rutinaria por el elevado coste y falta de sencillez, por lo que se ha 

optado por el método de detección directa de fluorescencia con el uso de fluorocromos de 

afinidad por ácidos nucleicos que se unen al DNA circulante y mediante fluorometría se hace la 

lectura de emisión (19). Tal es el caso del colorante SYBR Gold el cual es un agente intercalante 

que se creía incapaz de utilizarse en muestras biológicas sin embargo se ha demostrado que puede 

tener una sensibilidad mayor al bromuro de etidio y el SYBR Green II.  

 

En el presente trabajo se tomaron muestras de suero de pacientes del Complejo Hospitalario 

Universitario de A Coruña, con diagnóstico de cáncer de mama y gástrico en estadio IV de 

quienes se obtuvieron datos clínicos, histológicos y de laboratorio. Se determinaron los valores 

en suero de HUR mediante ensayo ELISA y los de DNA circulante mediante ensayo de 

fluorometría y se determinó su valor como biomarcadores para diagnóstico y pronóstico mediante 

análisis estadístico.  
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1. Obtención de datos clínicos y patológicos de una cohorte de pacientes con diagnóstico de 

cáncer gástrico y de mama. 

 

2. Determinación de los niveles de la proteína HuR en sueros de pacientes con cáncer gástrico y 

de mama versus individuos sanos, mediante ensayo ELISA. 

 

3. Determinación de los niveles de DNA circulante en suero de pacientes con cáncer gástrico y 

de mama versus individuos sanos, mediante fluorometría. 

 

 

4. Estudio de la posible relación de HuR y DNA circulante con otros biomarcadores ya 

utilizados. 

 

5. Estimación del posible valor diagnóstico y/o pronóstico de la proteína HuR y del DNA 

circulante en  clínica. 
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Pacientes y Muestras 

Se incluyeron 109 pacientes, del Complejo Hospitalario Universitario de A Coruña en Galicia, 

España (CHUAC), con diagnóstico de cáncer en estadio IV, de entre 2006 y 2009,  de los cuales 

57 fueron de mama y 52 de gástrico, sin enfermedades concomitantes conocidas ni tratamiento 

antineoplásico o quirúrgico al momento del diagnóstico. Se les realizó extracción de sangre 

venosa periférica (10ml) en tubo sin anticoagulante y posterior extracción de suero mediante 

centrifugación. Se incluyeron sueros control de personas sanas que fueron obtenidos de los 

acompañantes de los pacientes el día de consulta.  

Las muestras de suero fueron almacenadas a -80°C hasta su uso. Todos los pacientes que fueron 

incluidos aceptaron la extracción de sangre y ser parte del estudio mediante consentimiento 

informado. Se excluyeron paciente con estadio inferior a IV. Además se recabaron algunos datos 

clínicos, histopatológicos y de laboratorio del expediente clínico de los pacientes con el fin de 

correlacionar algunas de estas variables con los niveles de HUR y DNAc. El tipo histológico, 

tanto de la neoplasia de mama como cáncer gástrico, puede tener una estirpe tumoral de mayor 

significado pronóstico de la enfermedad.  

 

Los tipos histológicos encontrados en cáncer gástrico fueron el intestinal y el difuso. Además se 

recogieron datos referentes al tratamiento quirúrgico y su valoración intraoperatoria para 

estadiaje TMN. Por último se recabaron algunas de las pruebas de laboratorio que más 

comúnmente se toman en este tipo de cáncer por el importante rol que tienen para determinar la 

extensión tumoral metastásica hepática.  

 

 La estirpe histológica de cáncer de mama se agrupo en ductal o  lobulillar.  Además, se 

obtuvieron marcadores tumorales que determinan el comportamiento y agresividad tumoral como 

es el caso de receptores hormonales y Her2.  

 

Se recabaron además datos de seguimiento de los pacientes en el curso de su enfermedad desde la 

fecha de diagnóstico hasta el momento de este estudio. 
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Ensayo ELISA 

 

La técnica de ELISA es un ensayo inmunoenzimático ampliamente empleado en el área médica 

para la cuantificación de moléculas, en este caso lo empleamos para la cuantificación de la 

proteína HuR (también llamada ELAVL1).  El ensayo ELISA se hizo con el kit de detección para 

la proteína humana HuR basándose en las recomendaciones de la casa comercial (MyBioSource). 

Se extrajeron las muestras y controles de refrigeración y se dejaron a temperatura ambiente 

durante la preparación de los estándares. Para iniciar la preparación de estándares, se centrifugó a 

10,000rpm por 30 segundos el vial del estándar facilitado por la casa comercial y a continuación 

se preparó la solución stock. Se añadió 1 ml del diluyente de muestra obteniendo una 

concentración final de 1600 pg/ml (lo que denominaremos S7). En los tubos siguientes (S6-S1) 

se añadió 250 µl de diluyente y  250 µl solución stock realizando una serie de diluciones seriadas. 

En el último tubo tan solo se añadieron 250 µl de diluyente (S0) (Tabla 1).  

 

 

 S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 

Proteína 

pg/ml 
0 25 50 100 200 400 800 1,600 

Tabla 1. Estándares para la recta estándar en ensayo ELISA. 

 

 

Una vez preparados los estándares se centrifugaron a 10,000 rpm por 30 segundos antes de iniciar 

el ensayo. Tanto los estándares, controles y muestras se llevaron por duplicado en una placa de 

96 pocillos. Inicialmente se agregaron 100 µl de estándares, muestras o controles en cada pocillo 

y se dejó incubar durante 2 horas a 37°C, a continuación se  eliminó el líquido. Se añadieron 100 

µl del anticuerpo de Biotina (1x) y se incubó por 1 hora a 37°C. Se realizaron tres lavados con 

200 µl de Buffer de lavado durante 2 minutos cada uno, y tras el último lavado se añadió a cada 

pocillo 100 µl de HRP-avidina (1x) y se incubó 1 hora a 37°C. Posteriormente se realizaron cinco 

lavados con 200 µl de Buffer de lavado durante 2 minutos cada uno y tras el último lavado se 

añadieron 90 µl del sustrato TMB, se cubrió de la luz y se incubó durante 30 minutos a 37°C.  
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Para finalizar se agregaron 50 µl de la solución Stop e inmediatamente se realizó la lectura y 

determinación de la densidad óptica a una longitud de onda de 450nm, utilizando el lector de 

microplacas de la casa comercial (TECAN-Sunrise). 

A continuación se construyó la recta de calibrado, con las medidas de absorbancia de los 

estándares para la obtención de la ecuación de la pendiente que nos permitió la extrapolación de 

datos a los controles y muestras. Todas las medidas se realizaron por duplicado y para cada 

elemento medido se obtuvo la media de absorbancia y se le resto el valor de S0 para eliminar 

concentraciones inespecíficas. 

  

 

Detección DNA circulante 

La detección en suero de DNA circulante se realizó por fluorometría conforme a distintos 

trabajos publicados donde se opta por el uso fluorocromos (12) sin procesamientos previos de las 

muestras como la extracción y amplificación (14). En este caso utilizamos SYBR Gold de la casa 

comercial Life Technologies como agente intercalante de unión al DNA circulante que 

suponemos se encuentra en el suero de los pacientes para posterior lectura de emisión de la 

fluorescencia. 

 

Primero se preparó una solución stock de 10% de BSA (bovine sero ablumin, A9647-Sigma 

Aldrich) en PBS (MP Biomedicals LLC). A continuación, se preparó la solución stock de DNA 

de salmón liofilizado (D1626-Sigma Aldrich) agregando 25ml de agua libre de nucleasas a una 

concentración final de 10µg/µl y se mantuvo a -20°C hasta su utilización. Con la solución stock 

se preparó una suspensión para representar la recta de calibrado, añadiendo  999 µl de BSA al 

10% en PBS a 1µl de la solución stock de DNA de salmón obteniendo una concentración de 

10ng/µl. A continuación, se realizaron las diluciones en ocho tubos (S0-S7) a las concentraciones 

representadas en la tabla 2. 
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 S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 

DNA (µl) 0 25 50 100 250 500 1000 2,5* 

PBS-BSA 10% (µl) 1000 975 950 900 750 500 0 997,5 

Concentración DNA 

en PBS-BSA 10% 

(ng/ml) 

0 250 500 1000 2500 5000 10000 25000 

Tabla 2. Diluciones para la curva estándar. 

*Se utilizó el DNA de salmón y no de la solución stock. 

 

A continuación se preparó el SYBR Gold (S11494, Life Technologies) añadiendo 999µl de 

DMSO (Dimethyl Sulfoxide, 154938 Sigma Aldrich) a 1µl del SYBR Gold para llevar a una 

concentración stock de 10x. Utilizando una placa de 96 pocillos negra (Corning 96 multiwell 

plates, black, Sigma Aldrich) se analizaron los estándares, controles y muestras por duplicado, 

igual que para el ensayo ELISA. Se añadieron 10µl de las diluciones de la curva estándar, 

controles y muestras a cada pocillo y posteriormente se añadieron 40µl de la dilución de trabajo 

de SYBR Gold (1x) a cada pocillo. La lectura posterior se realizó en el lector multi-modal de 

microplacas Synergy H1 de Biotek y el software Gen5, a una longitud de onda de excitación de 

485nm y longitud de onda de emisión a 535nm.  

En la curva estándar se enfrentó la fluorescencia de los estándares en el eje x y la concentración 

conocida de DNA circulante en el eje y (Gráfico 2). Se obtuvo la ecuación de la recta con la que 

se calcularon las concentraciones de DNA expresada en ng/ml. 

 

Análisis Estadístico 

Tras la obtención de la cantidad de HuR y DNA circulante en controles y pacientes se realizó un 

análisis estadístico con el software IBM SPSS 20. Se determinaron las diferencias en la expresión 

de HuR y DNA circulante, mediante el test de Spearman, en relación a otras variables: entre 

controles y pacientes, entre pacientes hombres y mujeres, entre pacientes con cáncer gástrico y 

mama, diferencias entre sexos, diferencias entre edades base a un punto de cohorte y las 
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diferencias entre los pacientes que recibieron algún tipo de intervención quirúrgica de extirpación 

tumoral. 

 

Se determinó el potencial valor diagnóstico de HuR y DNA circulante mediante curvas COR 

(Curva de Características Operacionales del Receptor o Curvas de Rendimiento Diagnóstico) a 

través de la comparación de distintos puntos de corte y de la selección del más óptimo con 

respecto a su sensibilidad y especificidad. Esto nos permitió determinar con qué eficacia puede 

usarse HuR o el DNA circulante como prueba diagnóstica. 

 

Por último se determinó el potencial valor pronóstico con el método Kaplan-Meier (Estimador de 

Kaplan-Meier o producto-límite) que estima la supervivencia cuando la tasa de mortalidad varía 

en el tiempo de seguimiento y no sigue una distribución concreta. Con lo que conseguimos ver la 

supervivencia de nuestros pacientes en estudio según los niveles de HuR y DNA circulante. 
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RESULTADOS 
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Pacientes y controles: diseño del estudio. 

De las 109 muestras totales obtenidas, 52 fueron de pacientes con cáncer gástrico y 57 con cáncer 

de mama, de los cuales se seleccionaron únicamente los casos que se encontraban en estadio IV 

según los criterios de estadiaje tumoral TMN consensado a nivel internacional por el Instituto 

Nacional de Cáncer  (National Institute Cancer-NIH), la Unión Internacional para control del 

cáncer (Union for International Cancer Control-UICC) y el Comité Conjunto Americano en 

Cáncer (American Joint Committee on Cancer-AJCC) que hace referencia a tumores que se han 

diseminado a órganos o tejidos distantes. Con dicho criterio la selección de muestras, se 

incluyeron finalmente para su análisis 11 muestras de cáncer gástrico, 9 de cáncer de mama y 14 

controles. La recopilación de datos adicionales clínicos, anatomopatológicos y  de laboratorio se 

agruparon por separado y se determinó la frecuencia de los datos más relevantes que pudieran 

tener alguna relación con las posibles moléculas en estudio. Para el caso del cáncer gástrico se 

determinaron 9 casos pertenecientes a sexo masculino y 2 del femenino, una edad media de 67 

años, dos tipos histológicos: 4 casos del tipo intestinal y 7 tipo difuso y  finalmente 4 casos a los 

cuales se les realizó algún tipo de resección quirúrgica tumoral (Tabla 3).  

Para las muestras de cáncer de mama también se agruparon según criterios de relevancia tumoral 

en mama. Todos nuestros casos fueron de mujeres (n=9), la edad media 70 años, los tipos 

histológicos fueron 8 casos de carcinoma ductal, 1 solo caso de carcinoma lobulillar, 8 casos con 

resección quirúrgica, 7 casos con expresión inmuohistoquímica de receptores hormonales y 6 

casos expresión del receptor de membrana Her2/neu (Tabla 4). 

 

 

  n % 

Sexo 

Mujeres 

Hombres 

 

      2 

      9 

  

       18,2 

        81,8 

Edad (Media, años)      67   

Tipo Histológico: 

    Intestinal 

    Difuso 

 

      4 

      7 

 

  

        36,4 

        63,6 

Cirugía       4         36,4 

Tabla 3. Datos de pacientes con cáncer gástrico 
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  n % 

Sexo 

Mujeres  

       

      9 

     

    100 

Edad (Media, años)      70  

Tipo Histológico: 

    Ductal 

    Lobulillar 

  

      8 

      1 

  

     88,9 

     11,1 

Cirugía       8      88,9 

Receptores 

Hormonales: 

    Positivos 

    Negativos 

 

 

      7 

1 

 

 

    77,8 

    11,1 

Her2 

    Positivos 

    Negativos 

  

      2 

      6 

  

     22,2 

     66,7 

Tabla 4. Datos de pacientes con Cáncer de Mama 

 

Análisis del contenido HuR 

Como se comentó previamente, siguiendo las indicaciones del kit se obtuvo la lectura de la 

densidad óptica de estándares, controles y pacientes, por duplicado. Con los resultados obtenidos 

a partir de la concentración de proteínas de los estándares se construyó la recta patrón y la 

ecuación de la recta con un r
2
 de 0,993 (Gráfico 1). Para la obtención de la concentración de 

proteínas, se extrapolaron las medidas de absorbancia de casos y controles, se obtuvo una media 

de dichos valores, se les restó igualmente el valor de S0 y se transformaron a base logarítmica 10. 

 

 
Gráfico 1. Recta patrón de la concentración/absorbancia de HuR. 
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La concentración de los niveles de la proteína HuR son expresados en pg/ml y solo en tres casos 

de cáncer gástrico no se detectó la proteína en cuestión (Tabla 5). La nomenclatura que recibe 

cada caso hace alusión a las iniciales de su nombre y apellidos. 

 

 

 

Caso 
Concentración 

HuR (pg/ml) 

APV 11.52 

DHS 7.30 

JGD 2.21 

MCCP 0 

JPM 9.35 

EMP 3.97 

LGP 0 

MCA 0 

JVV 65.61 

AFM 18.63 

JAEG 34.12 

Media 13,89 

Error 

Estándar de la 

Media 

6,02 

Tabla 5. Niveles de HuR en casos de cáncer gástrico 

 

Para los casos de cáncer de mama de igual forma solo hubo tres casos en donde no se consiguió 

determinar niveles de HuR en suero. Para la nomenclatura que recibe cada caso es por el número 

que se le asigno por expediente clínico a la hora de recabar los datos (Tabla 6). 
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Caso 
Concentración 

HuR (pg/ml) 

06/4 1.38 

07/28 17.88 

07/2 64.24 

06/23 13.33 

06/3 0 

06/17 11.74 

06/32 58.52 

07/113 0 

07/116 0 

Media 18,57 

Error 

Estándar de la 

Media 

 

8,41 

Tabla 6. Niveles de HuR en casos de cáncer de mama 

 

Análisis Estadístico de HuR:  

Para el análisis estadístico de los resultados en las cantidades obtenidas de HuR utilizamos el test 

no paramétrico de Mann-Whitney. Inicialmente se demostró que existen diferencias significativas 

en la presencia en suero de HuR (p=0,005, Test Mann-Whitney) entre los controles y las 

muestras de pacientes. Se determinó que no habían diferencias significativas en la cantidad sérica 

de HuR (p=0,0882 Test Mann-Whitney) entre pacientes de cáncer gástrico y mama.  

Con respecto a la diferencia entre sexos se encontró que no existen diferencias en la cantidad 

sérica de HuR (p=0,356) entre pacientes masculinos y femeninos aunque cabe destacar que las 

muestras de cáncer de mama provenían únicamente de mujeres. Por lo que analizamos por 

separado los niveles de HuR entre sexos de pacientes con cáncer gástrico no encontrando 

diferencias entre ambos (p=0,057).  
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En cuanto a la edad se determinó el punto de cohorte de 70 de años de edad tanto para cáncer 

gástrico y de mama y se determinó que no hay diferencias en los niveles de HuR entre los 

pacientes que sobrepasan esta edad y los que están por debajo de ella (p=0,672 Test Mann-

Whitney) ni siquiera en los controles (p=0,947 Test Mann-Whitney).  

Así mismo buscamos saber si había diferencias según la edad y tipo de tumor sin embargo no se 

encontraron diferencias en los niveles de HuR en pacientes con cáncer gástrico mayores y 

menores de 70 años (p=0,854 Test Mann-Whitney) ni en las pacientes con cáncer de mama 

(p=0,803 Test Mann-Whitney).  

Con respecto a los pacientes con cáncer gástrico que fueron intervenidos quirúrgicamente no se 

apreciaron diferencias en la presencia de HuR (p=0,703 Test de Mann-Whitney) con respecto a 

los que no lo fueron. Lo mismo sucedió con las pacientes con cáncer de mama (p=0,431 Test 

Mann-Whitney). Todos los resultados se encuentran resumidos en la tabla 7. 

  

HuR y correlación con otros biomarcadores. 

Se correlacionaron los niveles de HuR con otros datos recabados del expediente clínico: edad, 

porcentaje de pérdida de peso, Albúmina sérica, proteínas séricas, Fosfatasa Alcalina, Lactato 

Deshidrogenasa (LDH), Ki67 y Ca 15.3.  

Se encontró que únicamente HuR se correlaciona positivamente con la concentración en suero de 

Ki67 (p=0,029 Test de Spearman) en pacientes con cáncer de mama. 

 

Potencial valor diagnóstico/pronóstico de HuR 

Para determinar a partir de qué nivel de HuR son considerados como positivos o negativos se 

estimó un punto de corte en base a la sensibilidad y especificidad y con la utilización del índice 

de Youden (Sensibilidad + Especificidad – 1). Para el caso de los niveles séricos de HuR el mejor 

punto de corte  encontrado es el que tiene una sensibilidad del 80% y una especificidad del 

78,6%. Dicho punto de corte corresponde a la cifra 23,94 pg/ml. Niveles por debajo de esa cifra 

se consideran positivos y por arriba se consideran negativos. A partir de estos datos se construyó 

la curva COR que sirvió para comprobar la validez de HuR como herramienta diagnostica 

(Gráfico 2). 
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Parámetros Evaluados Media p valor 
Diferencia 

Significativa 

Muestras: 

  Controles  

  Pacientes 

 

36,66 

16,00 

 

0,005 

 

Sí 

Tumores: 

  Gástrico  

  Mama 

 

13,89 

18,57 

 

0,0882 

 

No 

Sexo: 

  Hombres 

  Mujeres 

Cáncer Gástrico: 

  Hombres  

  Mujeres  

Cáncer de Mama: 

  Mujeres 

 

16,98 

15,20 

 

16,98 

0,00 

 

18,57 

 

0,356 

 

 

0,057 

 

 

----- 

 

No 

 

 

No 

 

 

No 

Edad: 

  <70 años 

  >70 años 

Gástrico: 

  <70años  

   >70 años  

Mama: 

  <70 años  

  >70 años  

 

14,10 

18,30 

 

11,93 

16,23 

 

16,70 

20,90 

 

0,672 

 

 

0,854 

 

 

0,803 

 

 

No 

 

 

No 

 

 

No 

Cirugía: 

  Cáncer Gástrico 

  

Cirugía: 

   Cáncer de Mama 

 

9,46 

 

 

8,66 

 

0,703 

 

 

0,431 

 

No 

 

 

No 

Tabla 7. Resultado de Análisis Estadístico de HuR 
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Gráfico 2. Curva COR para HuR 

 

Para conocer su potencial diagnóstico de HuR se determinó el área bajo la curva  el cual tuvo un 

valor de 0,7888 lo que representa que los niveles séricos de HuR son capaces en un 78% de 

separar con cierto grado de exactitud a pacientes de controles (Tabla 8). 

 

 

Área bajo la 

Curva 

Error 

Estándar 

Significancia Intervalo de Confianza 95% 

0,7888 0,81 p = 0,005 Menor 0,628 Mayor 0,947 

Tabla 8. Estimación del área bajo la curva COR para HuR.  

 

Para determinar el posible potencial pronóstico de HuR se utilizó el método no paramétrico de 

Kaplan-Meier con el cual nos fue posible estimar la supervivencia de los pacientes estudiados en 

relación a los niveles de la proteína en estudio. Primero se estimó la supervivencia libre de 

progresión en semanas (Progression Free Survival - PFS) (Gráfico 3) y después la  supervivencia 

total en semanas (Gráfico 4). A través del Log Rank Test se determinaron las posibles diferencias 

entre las supervivencias de los pacientes pertenecientes a cada uno de los grupos, estableciendo 

también un p valor para ambas estimaciones de supervivencia.  

En base a nuestro punto de cohorte (p=0.986 Log Rank Test) los pacientes por arriba o abajo no 

tienen diferencias en la supervivencia libre de progresión (Gráfico 3). Lo mismo sucede para la 
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supervivencia total donde no existen diferencias entre los individuos con niveles de HuR por 

debajo del punto de corte (p=0,950 Log Rank Test) (Gráfico 4). 

 

 
Gráfico 3. Curva Kaplan-Meier de Supervivencia libre de progresión en relación en 

semanas en relación con HuR; p: p valor; Cum Survival: supervivencia acumulada. 

 

 
Gráfico 4. Curva Kaplan-Meier de Supervivencia Total en relación con HuR. Datos 

censurados correspondientes a no presentar muerte al momento estimado. 

 

 

p = 0,986 

p = 0,950 
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Análisis del contenido de DNAc 

De igual forma se construyó la recta patrón para el análisis de la cantidad de DNA circulante en 

base a los estándares utilizados con un r
2
 de 0.9624 (Gráfico 5). 

 

 

 
Gráfico 5. Recta patrón del DNA circulante. 

 

 

 

Tras la extrapolación de datos determinamos la concentración de DNA circulante en los casos 

con cáncer gástrico (Tabla 9) y de mama (Tabla 10).  
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Caso 
Concentración 

DNAc (ng/ml) 

APV 4039.81 

DHS 13109.6 

JGD 18603.13 

MCCP 1849.75 

JPM 1836.32 

EMP 3123.93 

LGP 1715.12 

MCAH 1228.20 

JVV 4769.83 

AFM 1693.57 

JAEG 2364.93 

Media 4939,47 

Error Estándar 

de la Media 

 

1700,51 

Tabla 9. Concentración DNAc en cáncer gástrico 
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Caso 
Concentración 

DNAc (ng/ml) 

06/4 3584.69 

07/28 7386.39 

07/2 1875.89 

06/23 1653.64 

06/3 1553.64 

06/17 1389.33 

06/32 1460.71 

07/113 3087.53 

07/116 1114.42 

Media 2567,36 

Error 

Estándar de la 

Media 

 

662,41 

Tabla 10. Concentración de DNAc en cáncer de mama 

 

 

Análisis estadístico del DNA circulante 

Se encontró que existen diferencias significativas del DNA circulante (p=0,001 Test Mann-

Whitney) ente pacientes y controles, sin embargo no hay diferencias significativas entre pacientes 

con cáncer gástrico y de mama (p=0,160 Test Mann-Whitney).  

Se encontraron diferencias en la presencia de DNA circulante (p=0,037 Test Mann-Whitney) 

entre ambos sexos en suero de pacientes, siendo mayores en hombres.  

En cuanto a la edad no se encontraron diferencias (p=0,641) entre controles mayores y menores 

de 70 años de edad (p=0,425). Aun siendo analizados por separado no existen diferencias con 

respecto a la edad en pacientes con cáncer gástrico (p=0,273 Test Mann-Whitney). Sin embargo, 

en pacientes con cáncer de mama si se aprecian diferencias significativas en los niveles de DNA 

circulante (p=0,027), siendo mayores las cifras en pacientes mayores de 70 años. 
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Entre los pacientes que fueron operados y no operados no se encontraron diferencias en la 

presencia de DNA circulante en suero (p=0,280 Test Mann-Whitney). Siendo analizados por 

separado, ni los pacientes con cáncer gástrico (p=0,571 Test Mann-Whitney) ni las de mama 

(p=0,121) mostraron diferencias significativas. Todos los resultados se encuentran resumidos en 

la tabla 11. 

 

 

Parámetros Evaluados Media p valor 
Diferencia 

Significativa 

Muestras: 

  Controles  

  Pacientes 

 

1338,93 

3872,02 

 

0,001 Sí 

Tumores: 

  Gástrico   

  Mama 

 

4939,48 

2567,36 

 

0,160 
 

No 

Sexo: 

  Hombres   

  Mujeres 

Cáncer Gástrico: 

  Hombres  

  Mujeres  

Cáncer de Mama:  

  Mujeres   

 

5695,14 

2380,39 

 

5695,14 

1538,98 

 

2567,36 

 

0,037 

 

 

0,157 

 
 

---- 

 

Sí 

 

 

No 

 

 

No 

Edad: 

  <70 años 

  >70 años  

Cáncer Gástrico: 

  <70 años  

  >70 años 

Cáncer de Mama: 

  <70 años 

  >70 años  

 

3785,40 

3977,90 

 

4025,21 

6036,60 

 

3497,64 

1404,53 

 

0,425 

 

 

0,273 

 

 

0,027 

 

No 

 

 

No 

 

 

Sí 

Cirugía: 

 Cáncer Gástrico 

Cirugía: 

  Cáncer de Mama 

 

3916,85 

 

1965,00 

 

0,571 

 

0,121 

 

No 

 

No 

Tabla 11. Resultado de Análisis Estadístico del DNA circulante 
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DNA circulante y correlación con otros biomarcadores 

Se correlacionaron también los niveles de DNA circulante con otros datos recabados del 

expediente clínico como edad, porcentaje de pérdida de peso, Albúmina sérica, proteínas séricas, 

Fosfatasa Alcalina, Lactato Deshidrogenasa (LDH), Ki67 y Ca 15.3.  

Tomando los mismos datos del expediente clínico se encontró que el DNAc se correlaciona 

positivamente con la concentración en suero de MIC1 (p=0029 Test de Spearman) en pacientes 

con cáncer gástrico. 

 

Potencial valor diagnóstico/pronóstico del DNA circulante 

Para determinar el valor diagnóstico se utilizó al igual que para el caso de HuR  las curvas COR y 

área bajo la curva (Gráfico 6). 

En cuanto al DNA circulante se determinó que el punto de corte óptimo donde se consigue la 

máxima sensibilidad y especificidad (90% y 71,4%, respectivamente) separando pacientes de 

controles que corresponde a cifras de 1363,18 ng/ml. Los niveles de DNA circulante por encima 

del punto de corte se consideran positivos; por debajo se consideran negativos o sanos. 

 

 
Gráfico 6. Curva COR para DNA circulante 

 

 

De igual forma que para HuR se determinó el área bajo la curva que fue del 0,843 o lo que es lo 

mismo que hay un 84 % de eficacia para diferenciar pacientes de controles en base a los niveles 

de DNA circulante (Tabla 12). 
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Área bajo la 

curva 

Error 

Estándar 

Significancia Intervalo de Confianza 95% 

0,843 0,068 0,001 0,709 0,977 

Tabla 12. Estimación del Área bajo la curva COR para DNAc 

 

Al estimar el punto de cohorte, entre individuos con niveles de DNA circulante considerados 

como positivos, para análisis de supervivencia libre de progresión (p=0,177 Log Rank Test)  

(Gráfico 7) y para supervivencia total (p=0,343 Log Rank Test) (Gráfico 8) se determinó que no 

existen diferencias con los individuos considerados negativos. 

 

 

 
Gráfico 7. Curva Kaplan-Meier de Supervivencia Libre de Progresión en semanas en 

relación con el DNA circulante. 

 

 

 

p = 0,177 
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Gráfico 8. Curva Kaplan-Meier de Supervivencia Total en relación con el DNA circulante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

p = 0,343 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
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Discusión 

Este trabajo surge de la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores para el cáncer que puedan 

ser utilizados e interpretados de forma simple en la clínica por lo que seleccionamos pacientes 

con cáncer gástrico y de mama con el peor estadio clínico de la enfermedad a quienes se les 

extrajeron muestras de sangre y apartamos el suero para la detección de la proteína HuR y de 

DNA circulante mediante ensayo ELISA y fluorometría respectivamente. La selección de estos 

métodos de detección fue precisamente por la simplicidad de su metodología y aunque para el 

ensayo ELISA ya está estandarizada la metodología de detección en sin fin de enfermedades 

infecciosas y otros marcadores no encontramos en la literatura trabajos sobre la detección de 

HuR. Por otro lado la detección del DNA circulante se ha hecho ya desde hace tiempo más con 

fines de investigación sin aplicación de forma rutinaria y por métodos costosos y de poco alcance 

para la aplicación clínica, razón por la cual decidimos utilizar la fluorometría para lo que 

utilizamos el agente intercalante SYBR Gold que es capaz de unirse a las cadenas DNA 

circulante que se encuentra en el suero de los pacientes. Posterior a agregar SYBR Gold se 

realizó la lectura de la fluorescencia emitida mediante fluorímetro (Synergy H1-Biotek). 

Anteriormente se creía que las muestras biológicas eran incapaces de analizarse mediante ensayo 

de fluorescencia directa por la posible interferencia de moléculas orgánicas inespecíficas que se 

encuentran en las muestras biológicas. Sin embargo existen estudios que demuestran que es un 

fondo que no afecta de forma importante a la cantidad de DNA de la lectura final. Otra gran 

ventaja de la fluorometría  es que no existe la necesidad de purificación y amplificación del DNA 

por lo que se acorta en tiempo y costes. 

  

En nuestro estudio logramos encontrar niveles detectables de la proteína HuR en el suero de los 

pacientes de cáncer gástrico y de mama, observándose que los niveles varían de los controles. Sin 

embargo para nuestra sorpresa los niveles de HuR en pacientes eran menores que los de los 

controles. Estos hallazgos son similares a los encontrados por Zhu Yuan y colaboradores (10) y 

de  Heinonen y colaboradores (20), donde comprueban que no hay cifras más elevadas en los 

grados más avanzados de cáncer de mama en estadio TMN4, sugiriendo que esto puede deberse a 

la creación de auto anticuerpos contra HuR en distintos tipos de tumores (21); además sugieren 

que puede deberse a que los niveles de HuR dependen también de una estirpe tumoral más 

agresiva y negatividad de receptores hormonales (10) (4) para el caso de tumores de mama (20). 
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Sin embargo, estos criterios que no fueron tomados en cuenta en este trabajo. Finalmente, como 

comentamos previamente, los niveles de HuR también se encuentran alterados en lesiones 

malignas incipientes donde posiblemente juega un papel más relevante en iniciación en la 

carcinogénesis que en su mantenimiento (22). Posiblemente podría ser importante hacer un 

estudio de las mismas características pero comparando individuos controles, individuos con 

lesiones pre malignas y con distintos estadios de la enfermedad para conocer mejor el 

comportamiento de HuR y comprobar su valor como herramienta diagnóstica y/o pronóstica.  

En cuanto al DNA circulante, reconocemos la técnica de fluorometría tan efectiva como otras 

técnicas de medición (23)(14), además encontramos en este trabajo adecuados niveles que pueden 

servir como herramienta diagnóstica pero que carece de valor pronóstico. Estos resultados son 

similares a los encontrados por Ashutosh  y colaboradores (24) que comprueban el valor 

diagnóstico de los niveles de DNA circulante en pacientes de cáncer de pulmón. Los autores 

Catarino y colaboradores (25) también sugieren que carece de valor pronóstico de supervivencia 

en estudios de DNA circulante medidos mediante PCR en tiempo real. En nuestro caso, al igual 

que para HuR, sugeriríamos que un estudio con mayor número de pacientes daría una muestra 

más clara de su verdadero potencial pronóstico en función de la supervivencia. Está claro que su 

uso rutinario en clínica puede tener beneficios porque aunque en nuestro trabajo apenas 

conseguimos una correlación positiva con otro biomarcador, Dawson y colaboradores (26) 

encontraron una correlación positiva con Ca15.3 en distintas muestras de pacientes con cáncer de 

mama. 
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Conclusiones 

 Se obtuvieron las muestras de pacientes con cáncer gástrico y mama que cumplieron con los 

criterios de inclusión del estudio: Estadio clínico IV según el estadiaje internacional TMN. 

 Se determinaron los niveles de HuR y consiguiendo un punto de cohorte para diferenciar 

pacientes y controles (p=0,005, Test Mann-Whitney).  

 Se determinaron los niveles del DNA circulante y se consiguió un punto de cohorte para 

diferenciar pacientes y controles ((p=0,001 Test Mann-Whitney) 

 Se encontró que HuR se correlaciona positivamente con el marcador tumoral de cáncer de 

mama (Ki67) (p=0,029 Test de Spearman) 

 Se determinó que no existe diferencia significativa de HuR entre individuos de distinto sexo, 

edad, tipo de tumor o si recibió alguna cirugía de resección neoplásica.  

 Determinamos que los niveles de HuR tienen una exactitud del 78% de capacidad diagnóstica 

(p=0.005).  

 Se determinó un pobre valor pronóstico para HuR en la Supervivencia Libre de Progresión 

(p= 0,986 Log Rank Test) y en la supervivencia total (p=0,950 Log Rank Test). 

 Se encontraron diferencias significativas en los niveles de DNA circulante entre hombres y 

mujeres, siendo mayores las cifras en hombres (p= 0,037 Test Mann-Whitney).  

 Se determinó que existen cifras mayores en pacientes por debajo de 70 años en tumores de 

mamá (p=0,027 Test Mann-Whitney) 

 Se encontró que tenía una correlación positiva con MIC1 y no con el resto de marcadores 

(p=0029 Test de Spearman).  

 No se encontró diferencias en la supervivencia libre de progresión (p=0,177 Log Rank Test) 

ni en la supervivencia total (p=0,343 Log Rank Test) con los niveles de DNA circulante entre 

los sueros positivos y negativos. 
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