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@ Resumen:

La invencion constituye un nuevo procedimiento para
realizar el seguimiento postoperatorio de pacientes
con cancer colorrectal por medio de la valoracion del
sCD26 en muestras de sueros o plasma preoperatorio
y postoperatorio. Los valores de sCD26 son
comparados con un punto de corte preestablecido y
con los niveles obtenidos en los anteriores controles.
El perfil de sCD26 durante el seguimiento permite
determinar el estatus del tumor y detectar con
antelacioén la presencia de una recidiva tumoral, una
metastasis a distancia, o si el paciente se encuentra
libre de enfermedad. Este procedimiento consiste en
una técnica rapida y econémica que con facilidad se
puede incorporar a las revisiones oncoldgicas.
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DESCRIPCION

Procedimiento para realizar el seguimiento postoperatorio de pacientes con cancer colorrectal mediante la valora-
cién en suero o plasma humano de la glicoproteina soluble CD26.

La presente invencidn se refiere al desarrollo de un procedimiento para realizar el seguimiento postoperatorio de
pacientes diagnosticados de cancer colorrectal. El método consiste en la valoracién en suero o plasma humano de la
concentracién del CD26 soluble (sCD26) mediante una técnica sencilla, rdpida y fiable.

La aplicacion de este procedimiento en el 4mbito clinico-sanitario supone una herramienta de gran utilidad pa-
ra el seguimiento postoperatorio de estos pacientes, con la finalidad de detectar precozmente aquellos individuos
que presenten recidiva tumoral o metastasis después de la intervencién quirdrgica con intencién curativa. Asimis-
mo, este método permite monitorizar la respuesta del paciente al tratamiento para orientar al clinico acerca de su
efectividad.

Sector de la técnica

El sector de la técnica al que se refiere la invencién se incluye dentro del 4mbito sanitario, especificamente al drea
de oncologia clinica.

Antecedentes de la invencion

En el momento del diagndstico del cdncer colorrectal, entre un 70-80% de los pacientes presentan el tumor confi-
nado en el 6rgano o en ganglios linfaticos regionales, siendo posible la reseccién curativa. Pese a ello, a un 20-50%
de estos pacientes le serd diagnosticada una recidiva tumoral o una metastasis a distancia, presentandose en el 90% de
los casos durante los primeros 5 afios (Manfredi et al., 2006; Zak et al., 2008).

Las recidivas generalmente se presentan en pacientes que inicialmente mostraban un tumor en estadio B de Dukes
o en pacientes con metdstasis en nédulos linfaticos (Dukes C), debido a micrometastasis regionales o sistémicas no
detectadas en el diagndstico (Platell, 2007). Como consecuencia del retraso en el diagndstico de la recurrencia tumoral,
apenas un 30% de los pacientes son aptos para posteriores cirugias.

Por lo tanto, para mejorar los indices de supervivencia seria necesario realizar un seguimiento del paciente durante
el tratamiento para determinar la aparicién de recidiva tumoral o de metdstasis.

Actualmente, las pruebas de seguimiento para pacientes operados de cdncer colorrectal pueden dividirse en pruebas
de laboratorio y pruebas diagndsticas invasivas, e incluyen visitas periddicas al especialista, pruebas de marcadores
tumorales, enzimas del higado, prueba de sangre oculta en heces, estudios diagndsticos de imagen (radiografia del
térax, tomografia, resonancia magnética), y procedimientos endoscépicos (sigmoidoscopia y colonoscopia). En lo que
respecta a los marcadores tumorales, estos son valorados rutinariamente en clinica y cominmente son empleados como
herramienta de monitorizacion del curso de la enfermedad y de la efectividad del tratamiento.

El marcador tumoral mds usado para el seguimiento del cdncer colorrectal es el antigeno carcinoembrionario
(CEA), que ha sido propuesto como coste-efectivo (Goldstein & Mitchell, 2005) a pesar de que apenas un tercio
de los pacientes con recurrencia presentan niveles séricos elevados, con una tasa de falsos positivos entre 16-33%,
aunque también es cierto que su sensibilidad aumenta en presencia de metdstasis a distancia, especialmente en el
higado (McArdle & Hole, 2000). Pese a su baja sensibilidad y especificidad, actualmente el CEA es el inico marcador
tumoral recomendado por las principales sociedades oncolégicas para el seguimiento postoperatorio de los pacientes
con cancer colorrectal.

Otros marcadores tumorales también utilizados en clinica, aunque no son recomendados, son el antigeno carbohi-
drato 19.9 (CA 19.9) y el antigeno carbohidrato 72.4 (CA 72.4). El primero de ellos resulta menos ttil que el CEA ya
que presenta una sensibilidad menor, aunque su especificidad es ligeramente mayor. En cuanto al CA 72.4, su utilidad
también es cuestionable y siempre debe estar acompafiada su valoracién con la del CEA.

Anteriormente algunos de los inventores del procedimiento demostraron la utilidad del sCD26 como herramienta
para la deteccidn precoz del cancer colorrectal en vista del 90% de sensibilidad y especificidad para separar enfermos
de sanos (Cordero et al., 2000; Patente P200102631). Sin embargo, estudios de investigacion posteriores han demos-
trado que el sCD26 también resulta una herramienta de utilidad para la vigilancia postoperatoria de los pacientes ya
diagnosticados de cancer colorrectal.

El sCD26 es una glicoproteina de membrana que también se presenta en forma soluble en el suero. Tiene acti-
vidad DPPIV y sus funciones estin relacionadas con la regulacion de respuestas inflamatorias e inmunolégicas, la
transduccion de sefales y la apoptosis.
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Hemos demostrado que los niveles séricos de sSCD26, medidos durante el seguimiento postoperatorio de pacientes
diagnosticados y tratados de cdncer colorrectal, reflejan el cambio en el estatus del tumor. Las variaciones en los
niveles de sCD26 relacionadas con el estado del tumor y detectadas por los inventores del procedimiento, convierten
a esta molécula como un potencial marcador de seguimiento de la evolucidn de la enfermedad.

El objeto de la presente invencién es por lo tanto definir el procedimiento que permite realizar un seguimiento
postoperatorio y determinar la evolucién de pacientes diagnosticados de cancer colorrectal mediante la valoracién
sérica del sCD26.

Explicacion de la invenciéon

La presente invencidn corresponde al desarrollo de un procedimiento para realizar el seguimiento postoperatorio
de pacientes de cancer colorrectal y determinar su evolucién, que ayudard y orientara al clinico acerca de la respuesta
al tratamiento, la presencia de recidiva o enfermedad metastdsica, y la presencia de nuevos tumores primarios.

El procedimiento consiste en la determinacién de los niveles de la glicoproteina sSCD26 en suero o plasma humano
antes de la reseccion quirdrgica y durante el seguimiento postoperatorio. La determinacién de los niveles séricos de
sCD26 se lleva a cabo mediante un inmunoensayo especifico para CD26 soluble humano. Por lo tanto, la realizacién
de esta prueba tan solo implica la extracciéon de una muestra de sangre durante cada revision.

Durante el seguimiento postoperatorio de los pacientes tratados de cancer colorrectal los inventores del proce-
dimiento objeto de esta patente hemos demostrado que los perfiles de sCD26 son distintos en pacientes libres de
enfermedad, con recidiva o con metdstasis a distancia. Los pacientes libres de enfermedad presentan a lo largo del
seguimiento niveles de sCD26 superiores a los detectados antes de la intervencidén quirtirgica (por encima de 460
ng/mL), mientras que en aquellos que sufren una recidiva los niveles de sSCD26 aumentan hasta 750-950 ng/mL se-
guidos de al menos un subito y pronunciado descenso. En caso de la aparicion de metéstasis pulmonar o hepatica, los
niveles de sSCD26 aumentan con respecto al valor preoperatorio, alcanzando concentraciones cercanas o superiores a
1.000 ng/mL. Estos cambios en los niveles de sCD26 se detectan con anterioridad a cualquier sintoma que indique
cambios en la evolucién del paciente.

De acuerdo con lo anterior, la informacién obtenida con la valoracién de los niveles de sSCD26 permite determinar
el estado de cada paciente y adelantar el diagnéstico de una enfermedad recurrente o metdstasis, lo que conllevaria a
una mayor tasa de curacién tras una segunda cirugia o tratamiento, aumentando asi la supervivencia del paciente. La
mejora de la supervivencia contribuiria a reducir los gastos sanitarios, agilizando su recuperaciéon. Ademads, el reducido
coste econdmico de este procedimiento junto con su fécil realizacién avalan su viabilidad.

Descripcion de un modo de realizacion

El procedimiento que proponemos comienza con la obtencién del suero o del plasma de pacientes diagnosticados
de céancer colorrectal. Después de la reseccion curativa del tumor y durante el seguimiento postoperatorio se realizan
controles de la evolucion del paciente trimestralmente durante los primeros 3 afos, y semestral o anualmente durante
los siguientes dos afios, obteniéndose en cada visita al especialista una muestra de suero o plasma.

El suero o plasma debe conservarse a temperaturas inferiores a -20°C hasta la valoracion de la concentracion del
sCD26. Dicha concentracién se determina mediante un inmunoensayo especifico que consiste en la cuantificaciéon
espectrofotométrica de los niveles de sCD26 mediante su unién a un anticuerpo monoclonal especifico, y el acopla-
miento a una reaccion enzimética asociada empleando un anticuerpo secundario especifico. La concentracion de cada
muestra se determina mediante una recta patrén con sCD26 de concentracion conocida.

La concentracion de sCD26 obtenida en cada revision médica es comparada con el punto de corte preestablecido
de 460 ng/mL y con las concentraciones obtenidas en los anteriores controles médicos. El perfil de las valoraciones
sucesivas de sCD26 durante el seguimiento permite orientar al clinico acerca de la evolucién del paciente.

Los niveles de sCD26 a lo largo del seguimiento se comportan de modo diferente segiin la evolucion del paciente:

a) Antes de la reseccién del tumor la mayorfa de los pacientes presentan niveles preoperatorios de sCD26 por
debajo de 460 ng/mL.

b) En pacientes libres de enfermedad, los niveles séricos postoperatorios de sCD26 permanecen por encima de 460
ng/mL, nunca cercanos a 1.000 ng/mL.

c) En los pacientes en que aparece recidiva del tumor, los niveles de sCD26 aumentan a concentraciones cercanas
a 750-950 ng/mL e inmediatamente después disminuyen bruscamente hasta alcanzar valores comprendidos entre 300-
550 ng/mL, adelantdndose al diagnéstico de la enfermedad recurrente.
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d) En los pacientes en que aparece metastasis hepdtica o pulmonar, los niveles de sCD26 aumentan y se mantienen
en concentraciones muy elevadas por encima de 800-1.000 ng/mL, nuevamente adelantdndose al diagndstico de la
enfermedad metastésica.

La incorporacidn de este procedimiento analitico a las revisiones médicas rutinarias durante la vigilancia postope-
ratoria es viable dado su sencillez y su reducido coste econémico.

Es independiente del objeto de invencién el origen de los reactivos y materiales utilizados para la realizacion de
las técnicas que permiten obtener los valores de concentracion del sCD26 en suero o plasma humano.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para realizar el seguimiento postoperatorio de pacientes con cdncer colorrectal mediante la valo-
racién de la glicoproteina sSCD26 en suero o plasma humano recogido antes y durante la vigilancia postoperatoria. El
seguimiento a realizar comprende los siguientes aspectos:

a) Obtener muestras de 3 mL de suero o plasma del paciente en el momento antes de la intervencién quirtrgica
(suero preoperatorio) y cada 3 meses durante los primeros 3 afios después de la resecciéon del tumor y cada 6 meses
durante los siguientes 2 afios (sueros postoperatorios).

b) Determinar la concentracién sérica de sCD26 mediante un inmunoensayo especifico mediante la técnica Elisa
tipo sdndwich.

¢) Comparar la concentracién de sCD26 obtenida en cada revision médica con las concentraciones obtenidas en
los anteriores controles médicos.
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1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 DE LA HABA-RODRIGUEZ J. et al. Neoplasma. Vol. 49, N° 5, 2002
paginas 307-311.

D02 CORDERO 0. J. et al. Anticancer Research. Vol. 28, 2008
paginas 2333-2342.

D03 CORDERO 0.J. et al. British Journal of Cancer. Vol. 83, N° 9, 2000
paginas 1139-1146.

D04 PRO A. et al. Histology and Histopathology. Vol. 19, 2004
paginas 1345-1351.

D05 ES 2187383 Al (UNIVERSIDAD DE VIGO) 01.06.2003

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento para realizar el seguimiento postoperatorio de pacientes con cancer
colorrectal mediante la valoracion de la glicoproteina sCD26 en suero o plasma.

D01 expone que la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) o CD26 es expresada en el epitelio del colon Unicamente cuando se
transforma en maligno y estudia los niveles de CD26 en suero de pacientes con carcinoma colorrectal compardndolos con
los niveles de individuos sanos.

D02 examina el valor diagnéstico y prondstico de los niveles preoperativos de CD26 analizandolo en el suero de pacientes
con carcinoma colorrectal mediante ELISA.

D03 establece el uso de los valores preoperativos de sCD26 como marcador diagnostico y pronéstico en pacientes con
carcinoma colorrectal.

D04 resume aspectos clave de la implicacion de CD26/DPPIV en la biologia del tumor y su papel en el desarrollo y
comportamiento del cancer. En cancer colorrectal, los niveles séricos de CD26 sirven como valor diagnéstico y pronéstico.
Los pacientes presentan niveles séricos inferiores que los individuos sanos y, cuando los valores preoperativos son altos, se
relacionan con un peor estado de la enfermedad.

D05 anticipa un procedimiento para la deteccion precoz de cancer colorrectal mediante la valoracion en suero o plasma
humano de las glicoproteinas CD26 soluble y alfa-L-fucosidasa. Los valores obtenidos para ambas glicoproteinas en suero o
plasma de un individuo determinado son comparados con unos puntos de corte preestablecidos que determinan la
probabilidad de padecer cancer colorrectal.

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento para realizar el seguimiento postoperatorio de pacientes con cancer
colorrectal mediante la valoracién de la glicoproteina sCD26 en suero o plasma del paciente con inmunoensayo especifico y
comparar la concentracion de sCD26 obtenida en cada revision médica con las concentraciones obtenidas en los anteriores
controles médicos (reivindicacion 1).

D01 expone que la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) o CD26 es expresada en el epitelio del colon Gnicamente cuando se
transforma en maligno y estudia los niveles de CD26 en suero de pacientes con carcinoma colorrectal comparandolos con
los niveles de individuos sanos. Los pacientes diagnosticados con cancer colorrectal tienen niveles mayores de CD26 que
los sujetos sanos. De dichos pacientes, aquellos con metastasis presentan niveles significativamente mas altos. Para ello se
analizé el suero de los individuos mediante ELISA. Los niveles de CD26/DPPIV en los pacientes fue de 54.3 + 2.79 U/ml
frente a 45.2 + 2.95 U/ml en los controles. Los pacientes sin enfermedad objetiva (en fase B o C operados) tenian valores
similares a los del grupo control, mientras que los pacientes con metastasis o recurrencia presentaban los niveles mayores.
Por tanto, DPPIV est4 elevada en pacientes con carcinoma colorrectal avanzado lo que sugiere la importancia de los niveles
séricos de esta proteina como marcador de la enfermedad y en el diagndstico de metéastasis.

D02 examina el valor diagnostico y prondstico de los niveles preoperativos de CD26 analizandolo en el suero de pacientes
con carcinoma colorrectal mediante ELISA. Encuentra evidente una alta diferencia significativa entre los niveles de CD26 en
los sujetos sanos (559.7 + 125.5 ug/l) y los pacientes con cancer (261.7 + 138.1 ug/l).
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D03 establece el uso de los valores preoperativos de sCD26, como marcador diagndstico y prondstico, en pacientes con
carcinoma colorrectal observando que existe diferencia significativa entre los sujetos sanos (559.7 = 125.5 ug/l) y los
pacientes con cancer (261.7 + 138.1 ug/l). El andlisis se lleva a cabo en el suero de los individuos mediante inmunoensayo
especifico (ELISA).

En consecuencia, las caracteristicas de la reivindicacion 1 ya son conocidas por lo que esa reivindicacién no se pueden
considerar nueva a la vista del estado de la técnica ni, por tanto, presenta actividad inventiva.
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