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@ Resumen:

Procedimiento para la deteccién precoz de cancer
colorrectal mediante la valoracién en suero o plasma
humano de las glicoproteinas CD26 soluble y alfa-L-
fucosidasa.

Un nuevo procedimiento para detectar precozmente
el cancer colorrectal, consistente en la determinacién,
en suero o plasma humano, de los valores de con-
centracién de la glicoproteina CD26 soluble y de la
actividad bioldgica de la enzima alfa-L-fucosidasa.
Los valores obtenidos para ambas glicoproteinas en
el suero o plasma de un individuo determinado son
comparados con unos puntos de corte preestableci-
dos, que determinan la probabilidad de padecer can-
cer colorrectal.

Este procedimiento permite disponer de una técnica
rapida, fiable y econémica para detectar el cancer
de colon y recto cuando se encuentra en una fase
temprana y asintomatica.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la deteccién precoz de
cancer colorrectal mediante la valoracién en suero
o plasma humano de las glicoproteinas CD26 so-
luble y alfa-L-fucosidasa.

La presente invencion se refiere al desarrollo
de un procedimiento para detectar precozmente el
cancer colorrectal, utilizando para ello la determi-
nacién, en suero o plasma humano, de los valores
de concentracién de la glicoproteina CD26 soluble
y de la actividad bioldgica de la enzima alfa-L-
fucosidasa. Este procedimiento permite disponer
de una técnica rapida, fiable y econémica para
detectar el cancer de colon y recto cuando se en-
cuentra en una fase temprana y asintomética.

La invencién descrita aqui se ha realizado en
el curso del trabajo de investigacién financiado
por el proyecto PGIDTOOPXI30115PR, conce-
dido por la Xunta de Galicia.

Sector de la técnica

El sector de la técnica al que se refiere la in-
vencion se incluye dentro del &mbito sanitario. La
utilizacién de esa prueba en la deteccién de can-
cer colorrectal supone una considerable ventaja,
dada la ausencia actualmente de marcadores tu-
morales para detectar este carcinoma.
Antecedentes de la invencion

El céncer colorrectal es una de las neoplasias
maés frecuentes en hombres y mujeres, y repre-
senta la segunda causa de muerte por cancer en
los paises industrializados. El cancer colorrectal,
al igual que otros carcinomas, debe ser detectado
en los estadios més tempranos de la enfermedad
para incrementar la probabilidad de superviven-
cia de los pacientes.

Lamentablemente, en la actualidad no exis-
ten pruebas que se puedan realizar en suero o
plasma y que sean ttiles para llevar a cabo la
deteccion de cancer colorrectal. Por ello, en la
préactica clinica el diagndstico de la enfermedad
se establece en funcién del cuadro de signos y de
sintomas que presenta el paciente, con el apoyo
de determinadas pruebas clinicas poco especifi-
cas, como la detecciéon de sangre oculta en heces.
La determinacién definitiva de la existencia o no
del cancer sélo puede ser llevada a cabo mediante
una prueba clinica denominada colonoscopia, que
es una técnica cara, engorrosa y traumatica para
el paciente. Otros métodos que ocasionalmente
ayudan en el diagnéstico de este carcinoma son
el enema opaco, la tomografia axial y la ecografia
hidrocoldnica, todos ellos costosos y dificiles de
asimilar por la mayor parte de la sociedad.

Los inventores del procedimiento objeto de es-
ta patente han demostrado, a lo largo de sus tra-
bajos de investigacién, que en pacientes de can-
cer colorrectal existe una relacién directa entre la
presencia del tumor y la alteracion en la actividad
biolégica o en la concentracién de diversas glico-
proteinas y, en particular, en los niveles de CD26
y de la enzima alfa-L-fucosidasa.

La molécula CD26 es una glicoproteina de la
superficie celular que también estd presente en
forma soluble en el suero o en el plasma. Presenta
actividad enzimdtica dipeptidil peptidasa IV y se
ha identificado su unién con el complejo proteico
adenosina desaminasa. Hemos demostrado que
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su concentracién disminuye en méas de un 50 % en
pacientes con cancer de colon, incluso en las fases
mas tempranas. Esta disminucién se produce en
el 90 % de los pacientes, con una especificidad del
90 %, siendo la eficiencia del andlisis del 90 %.

Una segunda glicoproteina que también hemos
demostrado que se halla alterada en pacientes de
cancer colorrectal es la enzima alfa-L-fucosidasa.
En este caso se produce una disminucién en su
actividad hidrolitica, a un nivel superior al 50 %,
en al menos el 70 % de los pacientes, con una es-
pecificidad del 85 %, y una eficiencia del 79 %.

La alteracién de ambas glicoproteinas simulta-
neamente ofrece aiin mejores resultados estadisti-
cos, ya que la sensibilidad de la prueba asciende a
un 97 %, mientras que la especificidad se mantiene
en un 75% y la eficiencia alcanza un 91 %.
Explicacién de la invencién

La presente invenciéon corresponde al desarro-
llo de un procedimiento para detectar precozmen-
te la existencia de cancer colorrectal en personas
que desconozcan que padecen esta patologia, por
carecer de sintomas. Este procedimiento consiste
en la determinacion de los niveles de la molécula
CD26 soluble y de la actividad hidrolitica de la
enzima alfa-L-fucosidasa en suero o plasma hu-
mano. De esta forma la realizacién de la prueba
no causaria mas molestias al individuo que las de
una extraccién de sangre habitual.

La determinacion de los niveles de la glicopro-
teina CD26 soluble se lleva a cabo mediante un
ensayo inmunolégico especifico para CD26 soluble
humano, y la valoracién de la actividad enzima-
tica de la alfa-L-fucosidasa se realiza incubando
la enzima con un sustrato sintético que permite
determinar su capacidad de hidrolisis.

La determinacion de los niveles de la glicopro-
teina CD26 soluble y de la actividad alfa-L-fucosi-
désica en suero o plasma puede ofrecer al médico
datos objetivos sobre la probabilidad de que un
individuo padezca cancer colorrectal. Dichos re-
sultados pueden ser complementados con los de
otras pruebas utilizadas actualmente en clinica en
el diagndstico de cancer colorrectal, mencionadas
en el apartado antecedentes de la invencién. El
resultado positivo de la prueba descrita en la pre-
sente invencion puede ser confirmada definitiva-
mente mediante la realizaciéon de una colonosco-
pia.

Descripcion de un modo de realizacion

El procedimiento que proponemos comienza
con la obtencién del suero o del plasma de indi-
viduos asintomaéticos, que formen parte de una
poblacién de riesgo medio, por ejemplo personas
con méas de 50 anos y sin antecedentes familiares
de la enfermedad. La obtencién de la muestra
para la realizacién de esta prueba es sencilla y
comunmente aceptada por la sociedad, de modo
que puede ser incluida en cualquier revisiéon mé-
dica rutinaria, bien dentro de las llevadas a cabo
periédicamente por las empresas o bien realizada
a titulo individual.

El suero o plasma debe ser conservado a tem-
peraturas inferiores a -20°C hasta la determina-
cién de los valores de las moléculas ya menciona-
das.

La concentracién micromolar de la glicopro-
teina CD26 soluble se determina mediante un
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test inmunoldgico especifico, que consiste en la
cuantificaciéon espectrofotométrica de los niveles
de CD26 soluble mediante su unién a un anti-
cuerpo monoclonal especifico, y el acoplamiento
a una reaccion enzimatica asociada utilizando un
segundo anticuerpo especifico.

La actividad hidrolitica de la enzima alfa-L-
fucosidasa se determina incubando a 37°C el sue-
ro con un sustrato especifico para la enzima. Una
vez realizada la incubacién la reaccién se detiene
mediante un incremento del pH y una dismi-
nucion de la temperatura. El producto final de la
reaccién se cuantifica espectrofluorimétricamente
y la actividad catalitica de la enzima se calcula
en funcién del producto liberado.

Los valores obtenidos para ambas glicoprotei-
nas en el suero o plasma de un individuo deter-
minado son comparados con unos puntos de corte
preestablecidos, que determinan la probabilidad
de padecer céncer colorrectal.

Ambas pruebas ofrecen unos elevados niveles
de sensibilidad y especificidad incluso en la de-
teccion de los estadios més tempranos del cancer
colorrectal, especialmente cuando son utilizadas
conjuntamente, y suministran al médico datos ob-
jetivos acerca de la probabilidad que tiene un in-
dividuo asintomaético de padecer la enfermedad.

La importancia fundamental de la deteccién
precoz mediante estas pruebas es evitar la pérdida
de vidas humanas, ya que un paciente detectado
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en un estadio temprano tiene una probabilidad
de sobrevivir superior al 90 %, mientras que si
la enfermedad se detecta en estado avanzado el
paciente tiene una probabilidad de supervivencia
no superior al 5 %.

Ademis, su reducido coste econémico y la fa-
cilidad de obtencién de la muestra permiten aho-
rrar dinero y sufrimientos innecesarios a la per-
sona que desee someterse a este procedimiento de
deteccion precoz, de modo que la traumatica y
costosa prueba de la colonoscopia pueda quedar
reducida sélo a los casos en los que el anélisis lle-
vado a cabo en suero o plasma de un resultado
positivo.

El propio incremento en la deteccién de ca-
sos de cancer colorrectal en estadios tempranos
permitiria reducir el gasto sanitario gracias a
la pronta recuperacién del paciente, evitando el
gasto diario de un paciente ingresado y de largos
y costosos tratamientos oncoldgicos.

Finalmente, la incorporacién de este procedi-
miento analitico a la revisiones médicas rutinarias
llevadas a cabo por empresas permitiria reducir
costes en las mismas, al evitar prolongadas bajas
laborales.

Es independiente del objeto de la invencién
el origen de los reactivos y materiales utilizados
para la realizacién de las técnicas que permiten
obtener los valores de CD26 soluble y de la enzima
alfa-L-fucosidasa en suero o plasma humano.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la deteccién precoz de
cancer colorrectal mediante la valoracién en suero
o plasma humano de las glicoproteinas CD26 so-
luble y alfa-L-fucosidasa.

2. Procedimiento para la deteccién precoz de
cancer colorrectal, segin la reivindicaciéon ante-
rior, que consiste en la determinacion de la con-
centraciéon de la glicoproteina CD26 soluble en
suero o plasma humano, mediante un andlisis in-
munoldgico especifico, y la comparacion del valor
obtenido con un punto de corte preestablecido que
determina la probabilidad de padecer cancer co-
lorrectal.

3. Procedimiento para la deteccién precoz de
cancer colorrectal, segun la reivindicacion 1, que
consiste en la determinacién de la actividad hi-
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drolitica de la enzima alfa-L-fucosidasa en suero
o plasma humano, mediante un método espectro-
fluorimétrico, y la comparacion del valor obtenido
con un punto de corte preestablecido que deter-
mina la probabilidad de padecer cancer colorrec-
tal.

4. Procedimiento para la detecciéon precoz de
cancer colorrectal, segin las reivindicaciones an-
teriores, que consiste en la utilizacién combinada
de la determinacién de la concentracién de la gli-
coproteina CD26 soluble y de la actividad hidro-
litica de la enzima alfa-L-fucosidasa, en suero o
plasma humano, mediante un andlisis inmunolé-
gico especifico y un método espectrofluorimétrico,
respectivamente, y la comparacién de los valores
obtenidos con unos puntos de corte preestableci-
dos que determinan la probabilidad de padecer
cancer colorrectal.
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