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GLICOPROTEINAS COMO BIOMARCADORES
DE CANCER

El cancer es la segunda causa de muerte después de las
enfermedades del aparato circulatorio [1], con aproxi-
madamente 14 millones de casos nuevos en el mundo en
el ano 2012 [2]. Las estimaciones poblacionales indican
que el numero de casos nuevos aumentaran en las dos
proximas décadas a 22 millones de casos nuevos al aflo
[2]. En el caso de Espafia, de acuerdo con los datos ofre-
cidos por REDECAN [3], el nimero total de nuevos casos
de cancer en 2015 fue de 247.771 (148.827 en varones y
98.944 en mujeres). Los tipos de cancer mas frecuente-
mente diagnosticados en dicho afio fueron colorrectal
(41.441 casos), prostata (33.370 casos), pulmon (28.347
casos), mama (27.747 casos) y vejiga (21.093 casos). Si
los separamos por sexo, los cinco tumores mads frecuen-
temente diagnosticados en varones en Espafia fueron
prostata (33.370 casos), colorrectal (24.764 casos), pul-
mon (22.430), vejiga (17.439) y estomago (5.150 casos)
(ver figura 1). En mujeres, los cinco tumores mas fre-
cuentemente diagnosticados fueron el cancer de mama
(27.747), colorrectal (16.677), cuerpo uterino (6.160),
pulmon (5.917) y vejiga (3.654) (ver figura 2).

En los ultimos 20 afios, el numero de tumores diag-
nosticados ha experimentado un crecimiento constante
en Espafia y Europa debido no sdlo al aumento pobla-
cional, sino también a las técnicas de deteccion precoz y
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Figura 1. Incidencia estimada de los diez tumores mds
frecuentes en Espaiia en varones en el aiio 2015. Fuente:
Galceran J, et al., REDECAN Working Group (2017). Cancer
incidence in Spain, 2015. Clinical and Translational Oncology.
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Figura 2. Incidencia estimada de los diez tumores mds
frecuentes en Espaiia en mujeres en el aiio 2015. Fuente:
Galceran J, et al., REDECAN Working Group (2017). Cancer
incidence in Spain, 2015. Clinical and Translational Oncology.

al aumento de la esperanza de vida (ya que el riesgo de
desarrollar tumores aumenta con la edad) [2]. La tasa de
supervivencia depende enormemente del estadio al cual
la enfermedad es diagnosticada. La deteccidon precoz de
la enfermedad y el desarrollo de métodos de screening
minimamente invasivos, que tienen una amplia acepta-
cion de los pacientes, es la estrategia mas prometedora
para mejorar la supervivencia de los pacientes de cancer.
Ademas, la glicosilacion aberrante de proteinas es el se-
llo distintivo bien conocido del cancer y representa una
fuente valiosa de informacion [4].

La mayoria de las proteinas plasmaticas son modifi-
cadas mediante la adicion de cadenas de oligosacaridos
(glicanos) en su superficie. El proceso, llamado glicosi-
lacion, es el responsable de introducir una enorme varie-
dad de estructuras y, ademas, es importante en la defini-
cion de las propiedades funcionales expresadas por las
glicoproteinas. La adicion de estos glicanos ocurre a
través del aminoacido asparagina (denominada N-glico-
silacion) o a través de los aminoacidos hidroxilisina, hi-
droxiprolina, serina o treonina (denominada O-glicosi-
lacion). En la figura 3 podemos ver un ejemplo de
glicoproteina, el antigeno especifico de prostata (PSA),
la cual solamente tiene una cadena de glicanos (de color
gris en la imagen).

La composicion de glicanos y su estructura puede
variar ampliamente y, potencialmente, mostrar especifi-
cidad hacia una determinada enfermedad, al contrario
que la secuencia polipeptidica de la glicoproteina que se
mantiene estable. Por tanto, el analisis de su estructura
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Figura 3. Imagen 3D de la glicoproteina PSA. La unica cadena
de glicanos que tiene estd representada de color gris. Fuente:
BCSB protein data bank, protein ID: 2ZCH.

podria ofrecer biomarcadores mas precisos y especificos
lo cual es critico para el tratamiento temprano de enfer-
medades y su monitorizacion [5-7].

En contraposicion a la estructura de la cadena poli-
peptidica, la glicosilacion no se codifica directamente
por unos determinados genes, sino que depende de la
acciéon concertada de una serie de enzimas altamente
especificas (glicosiltransferasas y glicosidasas), las cua-
les estan presentes en el reticulo endoplasmatico y apa-
rato de Golgi de las células, para iniciar y sintetizar la
cadena precursora de glicanos (modificacion postraduc-
cional) [8]. La expresion de glicanos es especifica para
cada tejido y célula y depende también de la presencia
de estados fisiopatoldgicos [9]. Una expresion anormal
de una sola enzima participante en dicho proceso puede
alterar los pasos siguientes y causar estructuras aberran-
tes de oligosacaridos. Los tipos de células que contienen
estas biomoléculas determinan las enzimas expresadas y,
por tanto, la variacion de glicanos refleja tanto el origen
celular o tisular como las condiciones bioquimicas y fi-
sioldgicas en dicho momento [8, 9]. Por ejemplo, una
inusual o anormal mezcla de glicanos es a menudo de-
tectada en la superficie de células tumorales y, también,
entre las glicoproteinas excretadas fuera de la célula.
Muchos de los bien conocidos antigenos asociados a tu-
mores son glicoproteinas y glicolipidos que contiene es-
tructuras de glicanos aberrantes [10].

Actualmente, existen alrededor de una docena de gli-
coproteinas que estan aprobadas por la FDA como bio-
marcadores para el diagnostico y/o prondstico de cancer
(ver tabla I) pero, ademas, existen una multitud de gli-
coproteinas bajo estudio [4]. En algunos casos, se deter-
mina la concentracion total de dichas glicoproteinas en
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fluidos bioldgicos (PSA, CEA...) y, en otros casos, se de-
termina la presencia de una determinada glicoforma per-
teneciente a la glicoproteina (MUC1, AFP-L3...).

TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS EN LA
BUSQUEDA DE BIOMARCADORES DE CANCER

La busqueda de nuevos biomarcadores de cancer basa-
dos en glicoproteinas presentes en fluidos biolégicos
(técnicas no invasivas) se ha centrado principalmente en
dos estrategias. La primera se basa en la determinacién
de un epitopo presente en los glicanos de la glicoprotei-
na y estudiar como influye el cdncer en la concentracion
de dicha glicoproteina, es decir, se trabaja con glicopro-
teina intacta. Dentro de esta estrategia estarian todos los
métodos basados en lectinas y anticuerpos monoclona-
les, los cuales reconocen de manera especifica dicho
epitopo. Estos métodos ofrecen una enorme selectividad
y sensibilidad pero se limitan al estudio de un unico
receptor o parametro previamente definido. La segunda
estrategia se basa en la separacion de oligosacaridos que,
previamente, han sido liberados de las glicoproteinas (N-
PNGasa, tripsina...) y comparar perfiles de muestras de
sanos y enfermos [4, 11, 12]. En esta estrategia no hay
un compuesto objetivo predefinido por lo que permite
descubrir nuevos glicanos asociados al cancer. Dentro de
esta estrategia, las técnicas instrumentales mas emplea-
das son la cromatografia de interaccion hidrofilica (HI-
LIC), la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), la
electroforesis capilar (CE) y la espectrometria de masas
(MS) [4, 13, 14].

Actualmente, hay cierto consenso que la técnica mas
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos por HPLC/MS
correspondientes a N-glicanos de haptoglobina procedentes de
muestras de suero de pacientes con carcinoma hepatocelular
(HCC). (A) Cromatograma con todos los picos obtenidos por
HPLC/MS. (B) Cromatogramas extraidos de cada ion identificado
por MS, correspondientes a un unico glicano. Acompaiiando
a cada cromatograma se muestra la representacion simbdlica
del glicano identificado. Adaptada de: Zhang Y, Zhu J, Yin
H, Marrero J, Zhang XX, Lubman DM (2015). Journal of
Proteome Research 14, 5388-5395.
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Tabla 1. Biomarcadores de cdancer aprobados por la FDA. Fuente: Kirwan A, Utratna M, O’Dwyer ME, Joshi L, Kilcoyne M
(2015). Glycosylation-Based Serum Biomarkers for Cancer Diagnostics and Prognostics. BioMed Research International
2015, Article ID 490531.

Tipo de Ato de
Marcador Nombre completo P Tipo de deteccion Aplicacion clinica aprobacion
cancer
por la FDA
Concentracion de |4 ot (O e
AFP a-Fetoproteina Higado proteina y fucosilacion | . oo 1992/2008
cia y monitorizacién de
core -
la terapia
Antigeno especifico de , Concentracion de SC(cl’enmg, dls’cnmma— 1986/1994/
PSA rostata Prostata roteina cion entre cancer y 2012
p p enfermedad benigna
. Monitorizacion de la
CA125 , . . Concentracion de . .
(MUC16) Antigeno de cancer 125 Ovario proteina terapia y detecgon de | 1997/2011
recurrencia
, Lo ‘s Monitorizacion de la
HE4 (WFDC2) Proteina 4 del epididimo Ovario Concentra’mon de terapia y deteccién de 2008
humano proteina .
recurrencia
OVAL test B-2-microglobulina, CA Concentracion de
(multiples 125 11, apolipoproteina Al, Ovario . Prediccion 2009
, . . proteina
proteinas) prealbumina, transferrina
ROMA test HE4 + CA125 Ovario Concentracion de Prediccion 2011
proteina
Sializacién de los e,
%1\1/}11?1:; Antigeno de cancer 15-3 Mama 0-oligosacaridos Monltogg:c;gn dela 1997
de la MUC1 P
CA27-29 Antigeno de cancer 27-29 Mama Nivel de proteina MUC1 Momtotrg:;gn dela 2002
Antigeno de carbohidrato Pancreas y Slahzac'l on de Pew1s a Monitorizacion de la
CA19-9 . en mucinas, glicopro- . 2002
19-9 ovario . Lo terapia
teinas y gangliosidos
Colon,
estdmago, Concentracion de Monitorizacion de la
CEA Antigeno carcinoembrionario pancreas, roteina terapia y deteccion de 1985
pulmén y p recurrencia
mama
Receptor 2 del factor de Concentracion de
HER2 | neu crecimiento epidérmico Mama . Eleccidn de terapia 1998
h proteina
umano
Tg Tiroglobulina tiroides Concentra’mon de Momtonzaqon de la 1997
proteina terapia
Diagnosis, estadio, de-
heG Gonadotropina coridnica Testiculo, Concentracion de teccion de recurrencia No
humana ovario proteina y monitorizacion de la | aprobada
terapia

de cancer es la combinacién HPLC/MS [12-14]. El HPLC
permite separar un gran numero de picos y la MS permi-
te identificar dichos picos y elucidar la estructura del
mismo. En la figura 4, se muestra un cromatograma ob-
tenido por esta técnica donde consiguen separar e iden-
tificar los N-glicanos procedentes de haptoglobina en
muestras de suero de pacientes con carcinoma hepatoce-
lular. Esta técnica junto con el desarrollo de nuevas he-
rramientas bioinformaticas facilitard la adquisicion de
nuevos datos de manera mas rapida y exacta lo que,
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previsiblemente, aumentara las posibilidades de descu-
brir alteraciones de glicanos asociados al cancer. Todo
ello con el objetivo final de descubrir nuevos biomarca-
dores para el diagndstico y prondstico del cancer.

Por otro lado, uno de los retos a los que se enfrentan
los investigadores es la baja concentracién a la que se
encuentran algunas proteinas biomarcadoras lo que
obliga muchas veces al empleo de técnicas de purifica-
cién/preconcentracion antes del andlisis [8, 15]. Ademas,
la instrumentacion utilizada es compleja, se necesitan
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ordenadores potentes para interpretar los datos y los
consumibles son extremadamente caros, por lo que son
necesarios laboratorios muy especializados con personal
técnico altamente cualificado. En este sentido, hay bas-
tantes autores que destacan la necesidad de simplificar
los métodos experimentales y de usar protocolos de de-
teccién mas simples y baratos, indicando como una al-
ternativa a explorar el empleo de tecnologias microflui-
dicas que ofrecen mayor automatizacion y mayor
velocidad [13, 15].

ABREVIATURAS

- AFP: a-fetoproteina

- CEA: antigeno carcinoembrionario

- FDA: U.S. Food and Drug Administration

- HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia
- MS: Espectrometria de masas

- MUC1: Mucina codificada por el gen MUC1
- PSA: antigeno especifico de prostata

- REDECAN: Red Espafiola de Registros de Cancer

REFERENCIAS

[1] Estimaciones de la incidencia y la supervivencia del
cancer en Espafia y su situacidon en Europa, Informe
de la Red Espanola de Registros de Cancer (REDE-
CAN), Octubre 2014.

[2] Las Cifras del Cancer en Espafia 2016, Sociedad Es-
pafiola de Oncologia Médica (SEOM), Deposito Le-
gal: M-2172-2017, 2017.

[3] Galceran J, et al., REDECAN Working Group (2017).
Cancer incidence in Spain, 2015. Clinical and Trans-
lational Oncology.

[4] Kirwan A, Utratna M, O’'Dwyer ME, Joshi L, Kilcoy-
ne M (2015). Glycosylation-Based Serum Biomar-
kers for Cancer Diagnostics and Prognostics. Bio-
Med Research International 2015, Article ID 490531.

[5] Kolarich D, Lepenies B, Seeberger PH (2012). Glyco-
mics, glycoproteomics and the immune system. Cu-
rrent Opinion in Chemical Biology 16, 214-220.

[6] Hennet T (2012). Diseases of glycosylation beyond
classical congenital disorders of glycosylation. Bio-
chimica et Biophysica Acta 1820, 1306-1317.

[7] Dall’Olio F, Malagolini N, Trinchera M, Chiricolo M
(2012). Mechanisms of cancer associated glycosyla-
tion changes. Frontiers in bioscience 17, 670-699.

[8] Smith KD, Behan J, Matthews-Smith G, Magliocco
AM (2012). Alpha-1-Acid Glycoprotein (AGP) as a
Potential Biomarker for Breast Cancer, capitulo 9,
pgs. 201-222, in book: “Glycosylation”, edited by S.
Petrescu S, ISBN 978-953-51-0771 2, under CC BY
3.0 license.

[9] van Dijk W, Turner GA, Mackiewicz A (1994). Chan-
ges in glycosylation of acute phase proteins in
health and disease: occurrence, regulation and
function. Glycosylation and Disease 1, 5-14.

[10] Adamczyk B, Tharmalingam T, Rudd PM (2012).
Glycans as cancer biomarkers. Biochimica et Bio-
physica Acta 1820, 1347-1353.

[11] Narimatsu H, Sawaki H, Kuno A, Kaji H, Ito H, Ike-
hara Y (2010). A strategy for discovery of cancer
glyco-biomarkers in serum using newly developed
technologies for glycoproteomics. FEBS journal
277, 95-105.

[12] Christiansen MN, Chik J, Lee L, Anugraham M,
Abrahams JL, Packer NH (2014). Cell surface protein
glycosylation in cancer. Proteomics 14, 525-546.

[13] Brooks SA (2009). Strategies for analysis of the
glycosylation of proteins: Current status and future
perspectives. Molecular biotechnology 43, 76-88.

[14] Tousi F, Hancock WS, Hincapie M (2011). Technolo-
gies and strategies for glycoproteomics and glyco-
mics and their application to clinical biomarker re-
search. Analytical Methods 3, 20-32.

[15] Silva MLS (2015). Cancer serum biomarkers based
on aberrant post-translational modifications of
glycoproteins: Clinical value and discovery strate-
gies. Biochimica et Biophysica Acta 1856, 165-177.

Agustin Gonzalez Crevillén
Dpto. de Ciencias Analiticas

bociasgunc | 144 Vida cientifica



