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OBJETIVO: Determinar la expresion de las proteinas CGA-1 y CGA-6 en células
tumorales en biopsias incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico.

MATERIAL Y METODOS: Estudio descriptivo, transversal, observacional, prospectivo,
homodémico. Se estudiaron 20 pacientes con cancer gastrico difuso y 9 con cancer gastrico
intestinal del servicio de Cirugia General en la UMAE IMSS Puebla de marzo 2014 a
marzo 2015 que fueron sometidos a cirugia con toma de biopsia. En ambos grupos se tomo
muestra de sangre por venopuntura. Se recolectaron los bloques de parafina de 7 pacientes
con cancer difuso y 3 con intestinal. Se realizd inmunofluorescencia indirecta (IFI)
utilizando como primer anticuerpo los anticuerpos anti CGA-1 y CGA-6, y como segundo
anticuerpo una anti IgG humana acoplada a fluoresceina; un precipitado verde fluorescente
indico positividad y las preparaciones fueron evaluadas en un microscopio de fluorescencia
confocal Nikon.

RESULTADOS: 51% de los pacientes estudiados fueron hombres con edad de 37-82 afios
y el 49% mujeres con edad de 45-64 afios. 30% de los pacientes padecian adenocarcinoma
intestinal y 70% difuso. EI 100% de las IFI fueron positivas en los pacientes con
adenocarcinoma intestinal y en el 20% de los difusos para CGA-1; todas las IFI fueron
negativas para CGA-6. Con los sueros de los pacientes se realizO un ELISA para
determinar el nivel de positividad para CGA-1 y CGA-6. Todos los sueros fueron negativos
para CGA-1. Para CGA-6 encontramos valores de D.O. elevados de 0.752 pacientes con
adenocarcinoma difuso y de 0.572 para adenocarcinoma intestinal y se aplicé una prueba
estadistica no paramétrica de Kruskall-Wallis con una P=0.0002 y una prueba de Dunn’s
con una P= 0.05.

CONCLUSION: Estos antigenos son identificados por los pacientes con adenocarcinoma
gastrico. El anticuerpo antiCGA-1 lo podemos utilizar como marcador de adenocarcinoma
intestinal y el CGA-6 para su determinacion en suero.
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1. ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1 INTRODUCCION

Hoy en dia, el cancer gastrico representa uno de los tumores mas desafiantes debido a que
generalmente el diagnostico se realiza de manera tardia (1) pues hasta el 50% de pacientes
se presenta con enfermedad irresecable (2) dejando muy pocas opciones terapéuticas
disponibles (1); aunado a esto la sobrevivencia es baja debido a la frecuente recurrencia
temprana por enfermedad residual (3). A pesar de la disminucién de la incidencia y la
mortalidad del cancer de estbmago en varios paises (4), cada afio se reportan alrededor de
un millén de casos nuevos (5) y éste permanece como la cuarta neoplasia maligna méas
frecuente (4) (7.8% de todos los canceres (6)) y la segunda causa de muerte por cancer en
ambos sexos en todo el mundo (4) (10.4% de muertes por cancer (7)) después del cancer de

pulmén (8). El pais con mayor prevalencia del cancer géstrico es Japon (9).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

La distribucion geografica de la incidencia del cancer gastrico muestra una gran
heterogeneidad alrededor del mundo, aunque la mayoria ocurre en el este del continente
asiatico (4) (Figura 1). En el 2012 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportd 952
000 casos nuevos de cancer gastrico constituyendo el 6.8% del total de canceres; mas del
70% ocurrieron en ciudades desarrolladas predominando en el sexo masculino (10).

FIG 1. Distribucion geogréfica de incidencia de cancer gastrico en el afio 2000
ALTA MEDIA
Tomado de Piazuelo et al. Gastric cancer: An infectious disease. Infect Dis Clin North Am. 2010; 24:853-869



En Mexico el cancer gastrico predomina en hombres (11) constituyendo en ellos la cuarta
causa de muerte por cancer, en mujeres ocupa el quinto lugar (9). Los estados que reportan
mayor frecuencia son el Distrito Federal y Nuevo Ledn (11), y aunque no existen estudios
que comparen la clasificacion de Lauren en la poblacion mexicana, el estudio realizado por

Martinez-Galindo et al. report6 al tipo difuso como mas frecuente (10).

El adenocarcinoma constituye el 90% de cénceres gastricos, el 10% restante incluyen al
linfoma (3%) y a los TEGI (Tumor de Estroma Gastrointestinal) (7). Basados en la
clasificacion de Lauren para adenocarcinomas, el 50% presenta el tipo intestinal (bien
diferenciado), el 33% el difuso (indiferenciado), y el 17% presenta tumores indeterminados
(7). El tipo intestinal se asocia a la infeccién por H. pylori, predomina en ancianos (7) y en
areas geogréaficas con alta incidencia de cancer gastrico (12), y sus localizaciones tipicas
son el antro y la curvatura menor; el difuso es mas comin en la poblacion joven, posee
cierta predisposicidn genética, y presenta peor pronéstico (7).

En cuanto a la localizacion tumoral si bien la incidencia del céncer géastrico ha ido
disminuyendo en las Gltimas cuatro décadas (10), se ha reportado un aumento en la del
adenocarcinoma de la unién es6fagogastrica (13) aungue cabe mencionar que éstos tumores
no comparten los mismos factores de riesgo ya que su asociacion con H. pylori es poco
clara (14). La enfermedad de localizacion distal predomina en Japon, Costa Rica, Perd,
Brasil, China, Corea, Chile y Taiwan (9); de igual modo en nuestro pais predomina la

localizacion distal en el 66.5% de los casos, el resto se presenta a nivel proximal (11).

1.1.3 ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

El origen del cancer géstrico se considera multifactorial (11). La infeccion cronica por H.
pylori es la causa principal (15) y en 1994 (9) fue designada por la OMS como un
carcinogeénico clase | (16); debido a ello a partir de ese momento se recomendd que todo
paciente con Ulcera en quien se detecte al microrganismo debe recibir terapia de
erradicacién (9). El hecho de que s6lo una pequefia proporcion de gente portadora de ésta
bacteria desarrolle la neoplasia sugiere que existen otros factores que contribuyen a la

carcinogenesis (4).



1.1.3.1 ATROFIA DE LA MUCOSA GASTRICA
La atrofia de la mucosa gastrica se caracteriza por la pérdida del tejido glandular
especializado del estbmago con un remplazo por células metaplasicas y fibrosis intersticial

(14), actualmente constituye un factor de riesgo para el cancer gastrico tipo intestinal (1).

La tasa de progresion de la atrofia de la mucosa gastrica hacia cancer fluctta del 0 al 10%
con una incidencia anual menor del 1% (1). Algunos estudios han tratado de identificar
factores de riesgo relacionados con la progresion de las lesiones premalignas (atrofia de la
mucosa y metaplasia intestinal) hacia el cancer (1), dichos factores incluyen a la edad
debido a que a mayor edad parece ser mayor la tasa de progresion, y el grado de extension

de la atrofia ya que es mayor el reemplazo de la mucosa por metaplasia intestinal (1).

La atrofia de la mucosa disminuye la produccién de &cido gastrico con la consecuente
proliferacion bacteriana que podria incrementar la produccion de acetaldehido y
compuestos N.nitroso (14). Debido a la metaplasia, las células del epitelio gastrico en el
fondo disminuyen la produccion del pepsindgeno tipo | (PG1) al ser reemplazadas por
células antrales y duodenales que secretan el pepsindgeno tipo Il (PG2), los niveles de estos

péptidos en suero pueden ser utilizados con fines diagnosticos (14).

Recientemente, un consenso internacional del manejo de lesiones gastricas precancerosas
recomendd vigilancia endoscépica cada tres afios después de realizar un diagnostico de
atrofia de la mucosa y/o de metaplasia intestinal para un diagnostico temprano de lesiones y

un manejo oportuno (1).

1.1.3.2 METAPLASIA INTESTINAL

El modelo del desarrollo del cancer gastrico tipo intestinal progresa por las siguientes
etapas precancerosas: gastritis no atréfica, gastritis atrofica multifocal, metaplasia intestinal
y displasia; la severidad y el tiempo de progresion de estas etapas depende de la virulencia
de la cepa de H pylori, y de factores ambientales y genéticos (17). Aunque la presencia de

metaplasia intestinal incrementa el riesgo de cancer gastrico este incremento es muy bajo



en comparacion con el riesgo que ocasiona el eséfago de Barret para el adenocarcinoma
esofagico (17).

Los factores de riesgo para el desarrollo de la metaplasia incluyen la infeccion por H.
pylori, el alta ingesta de sal, tabaquismo, alcoholismo y el reflujo biliar cronico (17). Los
primeros focos metaplasicos aparecen generalmente en la unién del cuerpo con el antro
gastrico a nivel de la incisura angular y a medida que el proceso avanza los focos aumentan
de tamafio y coalesen en toda la mucosa e incluso pueden aparecer focos displasicos

dispersos (17).

La metaplasia intestinal es un proceso heterogéneo y se han descrito varias clasificaciones
para ella. Matsukura et al se basaron en la presencia o ausencia de enzimas digestivas de
intestino delgado clasificandolas como completa si la mayoria de enzimas se expresaban y
como incompleta si estaban ausentes o se expresaban solo de manera parcial, sin embargo
actualmente los pat6logos se basan en la morfologia de las tinciones de hematoxilina-eosina
para diferenciarlas (17). La metaplasia completa se diagnostica cuando el epitelio se
asemeja al del intestino delgado con enterocitos eosinofilicos con borde en cepillo y células
caliciformes, incluso pueden presentarse las células de Paneth; la incompleta se asemeja al
epitelio colénico con mdltiples e irregulares gotas de mucina de tamafio variable en el

citoplasma y ausencia de bordes en cepillo (17) (Figura 2).

FIG 2. Microfotografia de metaplasia intestinal
A) Metaplasia completa con células caliciformes con enterocitos eosinofilicos que muestran borde en cepillo y células de Paneth
B) Metaplasia incompleta con multiples e irregulares gotas de mucina intracitoplasmatica y ausencia de borde en cepillo
Tomado de Pelayo Correa et al. Pathology of Gastric Intestinal Metaplasia: Clinical Implications. AmJ Gastroenterol. 2010;
105:493-498



Resultaria benéfico someter a los pacientes con alto riesgo de cancer gastrico a endoscopia
con mapeo topografico de todo el estbmago y toma de biopsias de antro, cuerpo, cisura
angular y cualquier otra lesion sospechosa debido a la naturaleza multifocal de la
metaplasia; lo mas importante es la distincidn entre la metaplasia completa e incompleta ya
que al igual que la extension del proceso elegiran a los pacientes que ameriten vigilancia
estrecha (17). La metaplasia intestinal se considera extensa cuando abarca al menos dos
localizaciones o cuando es moderada o severa en méas de un sitio de biopsia (17).

Otro indicador de la atrofia/metaplasia mencionado previamente son los niveles séricos de
pepsindgeno propuestos por Samloff et al como una biopsia serolégica debido a que
reflejan el estado morfoldgico y funcional de la mucosa gastrica (17). En los estudios
japoneses la atrofia géstrica se diagnostica con niveles de PG1 menores de 70 pg/l y una
relacion PGI/PG2 menor de 3.0; éstos criterios han mostrado una sensibilidad del 70.5% y
una especificidad del 97%, sin embargo en algunos canceres gastricos los niveles séricos de
PG1 y PG2 permanecen normales debido a que el proceso de atrofia/metaplasia permanece
limitado a la mucosa antral (17).

Los pacientes que presenten displasia de alto grado confirmada por al menos 2 pat6logos
deben someterse a reseccién endoscopica o quirdrgica debido a las altas probabilidades de
coexistencia de un carcinoma o de lesiones metacronicas (17). EI manejo de lesiones de
bajo grado se encuentra menos definido; algunos recomiendan endoscopia anual con toma
de biopsia, mientras otros sugieren que la vigilancia endoscopica se realice cada 3 meses
con biopsia y mapeo topografico durante el primer afio y suspender la vigilancia cuando

dos endoscopias consecutivas reporten resultados negativos (17).

1.1.3.3 FACTORES AMBIENTALES

El riesgo de cancer gastrico es mas alto en el estrato socioeconémico bajo, y aunque los
inmigrantes de regiones de alto riesgo a regiones de bajo riesgo persisten con el mismo a lo
largo de toda su vida, su descendencia presenta un menor riesgo similar al de la regién que
habiten (7). Estos datos apoyan la participacion de factores de riesgo ambientales (7).



Estudios ecoldgicos han mostrado un incremento del riesgo de cancer de estbmago de hasta
el 50% en personas que consumen alimentos en escabeche debido a que la fermentacién y
el crecimiento de hongos y levaduras pueden ocasionar el desarrollo de carcinogénicos
como el N-nitroso y micotoxinas (4). Asi mismo, se ha descrito que el alta ingesta de sal se
asocia a un mayor riesgo de cancer gastrico debido a que ésta actla directamente en la
mucosa destruyendo la barrera favoreciendo el desarrollo de gastritis y la proliferacion
endotelial (12).

Como factores protectores se han descrito las frutas y verduras, carotenos y la vitamina C
(11) debido a que los antioxidantes protegen contra el dafio oxidativo (12). De igual forma,
estudios observacionales han atribuido un efecto protector a los AINES (antiinflamatorios
no esteroideos), en especial a la aspirina (12). En el 2009 un metaanalsis revelé que los
consumidores crdénicos de AINES presentaron una reduccién del riesgo de adenocarcinoma
del cardias del 18 al 20% y del 32 al 36% para el adenocarcinoma distal debido a que
dichos medicamentos suprimen la produccion de ciclooxigenasas; sin embargo se requieren
de mas estudios para determinar la dosis dptima para la prevencion asi como el momento

de inicio y la duracion del tratamiento (12).

Hasta 10% de pacientes portadores de cancer gastrico albergan una infeccion por Virus del
Epstein-Barr (VEB) (16). En éstos casos el cancer gastrico predomina en hombres, se
localiza con mayor frecuencia en el cardias, y es mas comun la infiltracion linfocitaria y la

histologia difusa aunque parece presentar un mejor pronostico (7).

1.1.3.4 GENETICOS

El Cancer Gastrico Difuso Hereditario es un sindrome autosémico dominante ocasionado
por una mutacion en el gen de la E-cadherina (CDH1) en el cromosoma 1622 (7). Este gen
participa en la adhesion celular manteniendo la integridad del epitelio; con la herencia de
un alelo mutado, la infeccién por H. pylori puede actuar como cocarcindgeno para la
mutacion del segundo alelo (7). El riesgo de cancer gastrico para éstos pacientes es del 67%
en hombres y del 83% en mujeres durante toda la vida y las opciones de tratamiento



incluyen la erradicacion de la bacteria con vigilancia endoscopica semestral y la

gastrectomia profilactica después de los 20 afios de edad (7).

1.1.3.5 TABAQUISMO Y PARTICIPACION HORMONAL

La incidencia global del cancer gastrico en hombres es de aproximadamente el doble que en
mujeres; por tanto, debido a que ésta diferencia entre sexos no se puede atribuir a otros
factores de riesgo, se ha propuesto un efecto protector estrogénico (16). Se ha documentado
un decremento en el riesgo de cancer gastrico en mujeres con una vida fertil mas
prolongada y/o que utilizan terapia hormonal de remplazo, y un incremento de riesgo en
pacientes con exposicion al tamoxifeno (16). Sin embargo este efecto protector estrogénico
contra el cancer de estomago requiere de mas estudios para esclarecer sus causas biolégicas
(16).

Se considera que el tabaquismo tiene un papel causal en el cancer gastrico (16), incrementa
el riesgo de 1.5 a 1.6 veces (11) y ademas facilita la persistencia de la infeccion por H.
pylori e incrementa el riesgo de fracaso en su erradicacion (16).

Otro factor de riesgo asociado son los pdlipos gastricos, en especial los hiperplasicos cuya
incidencia de cancer es de hasta 3% y cuando son adenomatosos hasta del 75% siendo de
mayor riesgo los vellosos (11). También son considerados como factores de riesgo el
antecedente de radioterapia en abdomen y una cirugia gastrica previa (11).

1.1.4 HELICOBACTER PYLORI

Hasta el 15% de neoplasias malignas pueden atribuirse a infecciones (9), sin embargo hasta
el momento el cancer gastrico es la Unica neoplasia maligna reconocida que se ocasiona por
una bacteria (12). Denominada en un inicio como Campylobacter pyloridis por sus
descubridores Warren y Marshall en 1982 (9), H. pylori es un bacilo Gram negativo con
forma de espiral (7) que mide 2.5-4.0 um de largo por 0.5—1.0 um de ancho y que poseé de
dos a seis flagelos unipolares (9) (Figura 3); dicha bacteria constituye la infeccién bacteria
cronica mas comun en el ser humano ya que el 50% de la poblacién mundial la presenta (7)

y se considera el factor de riesgo mas poderoso para cancer gastrico (12).



FIG 3. Microfotografia del Helicobacter pylori
Tomado de Serrano et al. Helicobacter pylori y Cancer Gastrico. Cancerologia 2009; 4:193-204

Aunque la prevalencia de la infeccion por H. pylori es elevada, solo entre el 10% y 20% de
los casos desarrolla los sintomas de la infeccion, 17% de los infectados desarrollara Glcera
gastrica, el 4% presentara complicaciones de la ulcera y solo el 1% desarrollara cancer
gastrico (9). Aunque ocasiona entre el 65 y 80% de los adenocarcinomas gastricos, el
hecho de que solo el 1% desarrolle la neoplasia (7) se atribuye a la variabilidad genémica
de las diferentes cepas de H. pylori que modifican su comportamiento y su capacidad para
inducir lesiones premalignas y malignas (9), y a su interaccion con los factores ambientales
y propios del huésped (12). A la baja incidencia del c&ncer gastrico a pesar de la alta
prevalencia de infeccion por H. pylori en varias regiones del mundo, tanto de alto como de
bajo riesgo se la ha denominado Enigma Africa (12); éste fenémeno recalca la necesidad de
interaccidn de la bacteria con otros factores de riesgo tanto ambientales como genéticos

para el desarrollo de la neoplasia (12).

Generalmente la infeccion se presenta durante la infancia, antes de los 10 afios de edad y la
prevalencias de infeccion en paises subdesarrollados y desarrollados son del 90% vy del
30% respectivamente (7). Debido al largo periodo de latencia que presenta, el cancer se
presenta cuatro décadas después o incluso mas tarde; durante éste periodo de latencia se
desarrolla un proceso precanceroso que evoluciona desde la gastritis crénica activa no
atrofica hasta el carcinoma invasivo (7), ésta cascada se conoce como secuencia de Pelayo
Correa (9) y es importante mencionar que esta secuencia generalmente se observa en el

cancer gastrico tipo intestinal, en el tipo difuso no siempre se detecta (9).



El riesgo de adquirir la infeccion se relaciona con el estrato socioecondmico bajo y las
condiciones insalubres ya que factores como el hacinamiento, la falta de agua potable, y la
seropositividad materna aumentan la probabilidad de contagio (7). Los modos de
transmision de persona a persona son fecal-oral y oral-oral, y la tasa de reinfeccion después
de la curacion de la primoinfeccion es del 1% al afio en paises desarrollados y hasta del
24% en los subdesarrollados (7). La positividad a los anticuerpos 1gG contra H. pylori se
reporta en el 20% de pacientes jovenes y en 60% de adultos (9).

La categorizacion del H. pylori como carcinbgeno se basd en sus mecanismos de
colonizacion, su patogenicidad, su elevada prevalencia en paises con alta incidencia de
cancer gastrico, su alto porcentaje de positividad en casos de gastritis y Ulceras
gastroduodenales, el analisis de once series de casos de cancer gastrico donde se documento
por histopatologia la presencia del bacilo, cuatro cohortes prospectivas en las cuales el
analisis combinado de la razén de momios fue 3.8, nueve estudios de casos y controles
anidados en cohortes, su asociacion con el desarrollo de lesiones premalignas, y la
reduccion de la incidencia de dichas lesiones y de cancer gastrico en ensayos con terapia de
erradicacion (9).

Es notable el hecho de que a pesar de que ambas Ulceras (gastrica y duodenal) sean
ocasionadas por H. pylori sélo la Ulcera géstrica presente un alto riesgo de neoplasia, ya
que en la duodenal dicho riesgo es muy bajo (12). Esto puede deberse a que en los

pacientes con Ulcera duodenal la gastritis no presenta cambios atroficos (12).

Las técnicas disponibles para detectar la presencia de Helicobacter pylori incluyen la
prueba rapida de la ureasa, el examen histolégico de la mucosa gastrica, los cultivos
bacterioldgicos, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar componentes
de la ureasa, las pruebas serol6gicas mediante técnica de ELISA en la que se determina la
presencia de anticuerpos de tipo 1gG dirigidos contra el bacilo, y la prueba de aliento para

detectar ureasa mediante carbono 13 0 14 (9).



1.1.5 ASOCIACION HELICOBACTER PYLORI - CARCINOGENESIS

Varios eventos genéticos y epigenéticos influyen en la progresion del cancer gastrico, sin
embargo a pesar de que la mayoria de dichas alteraciones se han reportado en ambos tipos
de céncer gastrico (intestinal y difuso), cada uno de ellos presenta vias moleculares distintas
para su progresion (18). La mutacion p53, la expresién reducida de p27, la sobreexpresion
de la ciclina E, el gen c-met y la amplificacion del gen HER2 se asocian con la
transformacion de lesiones precancerosas al adenocarcinoma tipo intestinal (18). Por su
parte, la mutacion o pérdida de la glucoproteina transmembrana E.cadherina favorece el
desarrollo del adenocarcinoma difuso (18). EI conocimiento de las mutaciones y de las vias

genéticas y moleculares de desarrollo tumoral se ha utilizado con fines terapéuticos (18).

H. pylori se asocia principalmente al desarrollo de cancer gastrico tipo intestinal (9) y por
medio de la ureasa logra adaptarse al ambiente &cido del estomago (12). La infeccion
estimula la activacion y el reclutamiento de los neutréfilos que liberan 6xido nitrico y
metabolitos de oxigeno reactivo como el superéxido e iones hidroxilo que dafian el ADN
favoreciendo las mutaciones y la transformacién maligna (7). Asi mismo, debido al estado
de atrofia de la mucosa y a la metaplasia disminuye la produccion de &cido clorhidrico lo
que eleva el pH intragéastrico (7); dicha elevacion permite la proliferacion de bacterias

reductoras de nitrato favoreciendo la formacion de nitritos que actdan como carcinogénicos

(7).

La secuencia precancerosa fue descrita desde 1975, antes del conocimiento de H. pylori
(12) (Figura 4). El proceso inicia con la colonizacion de la mucosa gastrica por la bacteria
en la region antropildrica; la respuesta inmune inducida varia en severidad aunque
generalmente ocasiona una gastritis cronica no atréfica que puede durar hasta décadas sino
se erradica al patdgeno (12). Posteriormente la infeccidn se disemina hacia las regiones
proximales en la mucosa oxintica resultando en una pérdida del tejido glandular (gastritis
atréfica multifocal) y en ocasiones en una ulcera géstrica; estos cambios atréficos
usualmente inician a nivel de la cisura angular y se extienden hacia el antro y el cuerpo
alargdndose progresivamente hasta coalescer (12). Finalmente la pérdida del tejido

glandular es reemplazada por tejido glandular tipo intestinal (metaplasia completa) o
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colonico (metaplasia incompleta) y en esta etapa generalmente H. pylori tiende a
desaparecer (12). En este punto una pequefia proporcién progresara hacia la displasia (de
bajo o alto grado) y de ahi unos cuantos desarrollaran el adenocarcinoma definido por
invasion de la lamina propia (12).

Infzecion por Halicobaster pulori

Gastritis eronica spperficial (100%)

Gastritis eronica atrofiea (30%:)

Mataplasia intzstinal (40%)

DHzplasia (3%)

J

Adenocarcinoma (1%)

FIG 4. Cascada carcinogénica de Pelayo Correa Tomado de Journal of physiology and pharmacology 2009; 60:71-77

1.1.5.1 FACTORES DE VIRULENCIA DE HELICOBACTER PYLORI

Como ya se mencion6 debido a que la mayoria de infecciones por H. pylori no culminan
en neoplasia, se han investigado factores de virulencia que intervengan en la
carcinogénesis; éstos factores incluyen a la proteina citotoxica de membrana externa
(CagA), la proteina de la citotoxina vacualizante (VacA), la adhesina fijadora de antigenos

de grupos sanguineos (BabA) y la isla de patogenicidad cagPAI (19) (Figura 5-Cuadro 1).

La isla de patogenicidad cag (cagPAIl) es un segmento de ADN que contiene 31 genes que
participan en el sistema de secrecidn de la bacteria; aungue no se expresa en todas las cepas
y en el occidente sélo se ha aislado en un 60% de ellas, en el este de Asia casi todas las
cepas son cagPAIl positiva (19). Aunque se ha visto que las cepas CagA positivas en
occidente tienen mayor incidencia de Ulcera péptica, gastritis atrofica y adenocarcinoma,
estos hallazgos no se presentan en el continente asiatico (19). En estudios realizados en

roedores infectados con cepas de H. pylori con ruptura parcial o total del cagPAI se ha
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presentado un menor grado de inflamacion y una menor formacién de ulceras, y la delecion
de CagA previene la carcinogénesis por la bacteria. Con respecto a esto, Ohnishi et al.
mostraron la primer evidencia del potencial oncogénico de la proteina CagA in vivo
mediante la expresion transgénica de ésta proteina en ratones que desarrollaron hiperplasia
epitelial y adenocarcinoma gastrico y de intestino delgado (19).

Para la carcinogénesis, los estudios mas recientes reportan que CagA interactia con la
proteina CagF que actia como chaperona con su sefial de secrecion C-terminal, crucial para
su translocacién a la célula gastrica (19). CagL, otra proteina codificada por la isla de
patogenicidad cagPAl, utiliza las integrinas del hospedador aSp1 como receptores de
superficie permitiendo mediante ésta interaccion la translocacién de CagA a la célula
blanco que activa las cinasas de adhesion focal (FAKS por sus siglas en inglés) y la cinasas
SRC (19). Dentro de la célula gastrica, CagA puede ser fosforilada por medio de la familia
de tirosinas cinasas SRC (SFK por sus siglas en inglés) y luego por la cinasa c-ABL. Una
vez fosforilada, CagA interactGa con las células del hospedador que contienen el dominio
SH2 de la oncoproteina SRC que incluyen la fosfatasa de tirosina SHP-2, la tirosin cinasa
SRC C-terminal, y la proteina de adaptacion CRK. Todo esto, conlleva a una
reorganizacion del citoesqueleto y a una elongacion celular ocasionando el fenotipo
llamado “de colibri” por la dispersion celular. Este proceso, con la regulacion a la baja de
las cinasas FAK, conduce a la activacion de las cinasas ERK MAP, que promueven la
progresion del ciclo celular. Estos dos hechos apoyan el papel de CagA en la

transformacion celular y el desarrollo del cancer (19).

La proteina CagA no fosforilada interactta con las proteinas celulares de unién del epitelio
zonulina (Z0O-1), la cadherina-E, el receptor del factor de crecimiento hepético cMet, la
proteina cadherina asociada a la B-catenina, el adaptador proteico GRB-2 y la cinasa PAR1
(19). Esta interaccion ocasiona la disrupcion de las uniones celulares alterando la polaridad
de las membranas e induciendo respuestas proinflamatorias y mitogénicas que pueden ser

un terreno fértil para el desarrollo de la neoplasia.
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A diferencia de cagPAl, la proteina de la citotoxina vacualizante (VacA) si se encuentra
presente en todas las cepas. Esta proteina codifica una preprotoxina que se monomeriza a
una toxina cuyas subunidades se liberan al espacio extracelular causando mdultiples
alteraciones estructurales y funcionales como el incremento de la permeabilidad de la
membrana por alteracion de su polaridad, el bloqueo de la maduracién de endosomas, la
induccién de dafio mitocondrial, la liberacion del citocromo C y la apoptosis de células

epiteliales géstricas (19).

Estudios recientes han demostrado mdaltiples efectos de VacA en el sistema inmune. VacA
interfiere con la fagocitosis y la presentacion de antigenos, y disminuye la activacion de las
células T de Jurkat mediante la inhibicion de la activacion de NFAT, un factor de
transcripcion que participa en la activacion de las células T. Estos efectos podrian explicar

cémo H. pylori evade la respuesta inmune adaptativa perpetuando su infeccién (19).

Para la adherencia a las células del epitelio gastrico existen receptores funcionales de
adhesion que incluyen al antigeno Lewis b del grupo sanguineo fucosilado ABO vy al
antigeno sialyl-Lewis x/a (19). H. pylori mediante la adhesina fijadora de antigenos de
grupos sanguineos (BabA) se une al antigeno Lewis b, y por la adhesina de unién al &cido
sidlico (SabA) se une al antigeno sialyl-Lewis x/a. Estas adherencias favorecen la
colonizacion e inflamacion de la mucosa promoviendo una mayor expresion de los
receptores de Lewis e incrementando la respuesta inflamatoria y el uso de nutrientes
provenientes de las células dafiadas. La presencia de babA, cagAy VacA (cepa triple
positiva) se asocia con Ulceras duodenales y adenocarcinoma gastrico en poblaciones de
occidente (19).

Por ultimo, el gen promotor de ulcera duodenal (DupA) es un nuevo blanco de estudio que
se encuentra en la regién de plasticidad del genoma de H. pylori que fue aislado de cepas en
Colombia, Corea del Norte y Japon (19). Este gen presenta una posible asociacion con el

desarrollo de Ulceras duodenales, pero no con el adenocarcinoma (19).
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FIG 5. Patogénesis de infeccion por Helicobacter pylori. La bacteria de adhiere a las células gastricas epiteliales por las proteinas de unién BabA y SabA
Lewis; posteriormente se libera la proteina CagA dentro de la célula la cual es fosforilada por SRC y las cinasas ABL. De esta manera CagA puede
interactuar con las proteinas intracelulares y alterar distintas vias de sefializacion resultando en elongacion celular, disrupcion de las uniones
intercelulares, pérdida de la polaridad celular, inflamacién, alteracion de la proliferacion, y apoptosis. Los efectos de la proteina VacA incluyen la
vacuolizacion citoplasmatica, dafio mitocondrial y apoptosis.

Tomado de Wen et al. Helicobacter pylori virulence factors in gastric carcinogenesis. Cancer Lett. 2009; 282:1-8
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CUADRO 1. Factores y eventos detectados en la patogenia y carcinogénesis gastrica asociada a Helicobacter pylori
Tomado de Serrano et al. Helicobacter pylori y Cancer Gastrico. Cancerologia 2009; 4:193-204

1.1.5.2 DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE HELICOBACTER PYLORI

La infeccion por H. pylori se debe descartar en pacientes con Ulcera péeptica o con
antecedente de Ulcera complicada, linfoma MALT, tratamiento prolongado con AINES o
inhibidores de bomba de protones (IBP), cancer gastrico, diagnostico de atrofia de la
mucosa gastrica 0 metaplasia intestinal, y deficiencia de hierro de causa desconocida (9).

No se recomienda su busqueda ante dispepsia y reflujo gastroesofagico. El diagnostico se
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realiza mediante la prueba rapida de urea-ureasa y endoscopia, y en caso de sospecha
elevada de infeccion mediante histopatologia; la prueba de aliento se realiza en pacientes
sin indicaciones para endoscopia (9). El tratamiento de erradicacion se administra ante las
mismas indicaciones y en los familiares de primer grado con cancer gastrico siendo el
esquema de eleccion la combinacion de claritromicina y amoxicilina con un IBP durante 14
dias; por otro lado el esquema de cuatro medicamentos (IBP, tinidazol, tetraciclina y
bismuto) se considera como segunda opcién y la combinacién de un IBP, azitromicina y
furazolidona constituye el esquema de tercera eleccion (9). La tasa de erradicacion alcanza
hasta el 90% de éxitos (9).

1.1.6 CLASIFICACIONES HISTOPATOLOGICAS DE CANCER GASTRICO

Muchos estudios han investigado la correlacion entre las caracteristicas histopatologicas del
tumor y la evolucion y el prondstico del paciente, sin embargo ain no se ha establecido
alguna aplicable para dicho finy que por tanto pudiera influir en la toma de decisiones para
el tratamiento (20). Actualmente las dos clasificaciones mas utilizadas son la de la OMS y
la de Lauren, ésta ultima la méas antigua e utilizada en la préctica clinica hasta el momento
actual (20).

1.1.6.1 CLASIFICACION DE LAUREN
Establecida en 1965, ésta clasificacion ha sido la més utilizada y estudiada para el
adenocarcinoma gastrico (20). Lauren dividié la histologia del cancer gastrico basandose
en la morfologia microscopica (18) en un tipo intestinal y un tipo difuso (20) (incluye el
carcinoma con células en anillo en sello (20)), posteriormente se incluyd un tercer tipo, el
indeterminado, que incluye las histologias poco comunes (20). Microscopicamente, el tipo
intestinal se caracteriza por células cohesivas que forman estructuras de aspecto glandular
(21); en el difuso las células carecen de interacciones intercelulares e infiltra el estroma a
manera de células diseminadas (21) (Figura 6).
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A) Adenocarcinoma intestinal
B) Adenocarcinoma difuso con células en anillo en sello
Tomado de Martinez Galindo et al. Histopathologic characteristics of gastric adenocarcinoma in Mexican patients: a 10-year experience at the Hospital
Judrez of Mexico. Rev Gastroenterol Mex. 2015; 80:21-6



Los dos tipos de adenocarcinoma presentan caracteristicas moleculares distintas, asi como
diferentes etiologias, epidemiologias, carcinogénesis y progresiones (21). Como ya se
mencionod el tipo intestinal es mas frecuente en hombres y ancianos, y predomina en
regiones de alto riesgo de cancer gastrico, mientras que el difuso predomina en mujeres y
jévenes, presenta un peor prondstico y es mas comin en zonas de bajo riesgo (21).

Los estudios realizados para evaluar la utilidad pronostica de esta clasificacion muestran
resultados controversiales, sin embargo algunos investigadores han demostrado que puede
constituir un factor pronéstico independiente ya que en sus estudios el tipo difuso ha
presentado un peor desenlace (20). Aunado a esto, el tipo difuso se asocia con mayor
frecuencia a una localizacion distal y a un estadio de T y N mas avanzado, por tanto es

propenso a una invasion mas profunda (21).

En cuanto al diagndstico por endoscopia y ultrasonido endoscépico, se ha que descrito que
el tipo difuso puede subestimar el grado de infiltracion tumoral en la categoria T, por tanto
el tipo intestinal posee un manejo endoscépico mas seguro segin las guias de Japédn,
Alemania y de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (20). Asi mismo, las guias S3 de
Alemania recomiendan un margen de reseccion de 8 cm para el tipo difuso y un margen de
5 cm para el intestinal debido a que se ha encontrado que el tipo difuso puede presentar un

patron de crecimiento discontinuo (20).

1.1.6.2 CLASIFICACION DE LA OMS

Emitida en el 2010 la clasificacion de la OMS parece ser la mas detallada entre todas las
clasificaciones ya que incluye no s6lo al adenocarcinoma gastrico, sino a todos los tipos de
tumores gastricos y debido a esto se utiliza con mayor frecuencia para el estudio de tumores
infrecuentes. En ésta clasificacion el tipo de cancer gastrico mas comdn es el

adenocarcinoma tubular seguido por el papilar y el mucinoso (20).

El carcinoma de células en anillo en sello (definido por la presencia de dichas células en
mas del 50% del tumor) constituye aproximadamente el 10% de todos los canceres y su

pronostico es controversial ya que aunque en la actualidad la mayoria lo reporta como el de
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peor pronostico, estudios recientes indican que no difiere del mismo en cuanto a los demas
tipos (20). Por otro lado el tipo papilar presenta un prondstico sombrio por su tendencia a
enfermedad metastésica, afeccion en la tercera edad, y una localizacién predominante en el
tercio proximal del estdbmago (20). Desafortunadamente la mayoria de tumores infrecuentes
de estdbmago solo han sido descritos en reportes de casos, y por tanto aln no se cuenta con
una investigacion sistematica de su prondstico (20).

1.1.6.3 CLASIFICACION DE GOSEKI

En 1992 Goseki clasificd por histopatologia al cancer gastrico en cuatro grupos
corroborandolo con el patron de crecimiento y metastasico en 200 autopsias. En esta
clasificacion la produccién de moco mostréd una fuerte asociacién con el pronostico, sin
embargo muchos estudios centrados en ésta asociacion no la confirmaron como un factor

pronostico independiente (20).

1.1.6.4 CLASIFICACION DE MING

Esta clasificacion se basa en el patrén de crecimiento de la lesion dividiéndose en dos
patrones principales, el expansivo y el infiltrativo (20). Segun Ming el expansivo se origina
a partir de una metaplasia intestinal mientras que el infiltrativo emerge de células
individuales. Aunque ésta clasificacion es simple, tampoco ha sido identificada como factor

prondstico independiente (20).

1.1.7 CUADRO CLINICO Y DIAGNOSTICO DE CANCER GASTRICO

El cancer gastrico temprano se define como un adenocarcinoma confinado a la mucosa y/o
submucosa sin importar la afeccién ganglionar (12); la mayoria de pacientes con cancer
temprano se encuentran asintomaticos o solo presentan dispepsia y dolor epigéstrico (12).
Se debe tomar en cuenta que el cancer gastrico predomina en el género masculino y durante
la séptima década (11); los sintomas incluyen pérdida de peso, fatiga, saciedad temprana,
dolor epigastrico y una masa palpable, hasta un 15% presenta sangrado de tubo digestivo

(11). Desafortunadamente como se puede ver el cuadro no es especifico (11).
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La endoscopia es considerada el mejor método diagnostico ya que permite la visualizacion
directa de la mucosa y la toma de muestras (22) con una precision de hasta el 95% y la
probabilidad de que la biopsia sea positiva es mayor al 95% cuando se toman de seis a diez
muestras (11). Segun la clasificacion de Bormann la apariencia macroscopica de los
carcinomas avanzados puede ser poilpoide, vegetante, ulcerada o infiltrativa (linitis

plastica) y en ocasiones pueden coexistir combinaciones de las mismas (12) (Figura 7).

Cancer gastrico
Imagem endoscopica

>

FIG 7. Imagen endoscépica de tumor gastrico en la curvatura mayor del estdmago a nivel de la cisura angularis

Hasta una tercera parte de pacientes con cancer gastrico presenta diseminacion peritoneal al
momento del diagnostico, esto conlleva a una tasa de sobrevivencia a 5 afios del 5 al 20%
(2). Aungue la tomografia y la laparoscopia aumentan la tasa de diagnostico de metéstasis
peritoneales ambos meétodos se ven limitados por el costo y los riesgos que conllevan (2).
Para ello, debido a que en las neoplasias malignas son frecuentes las anomalias del sistema
de la coagulacion, existe una elevacion de los niveles de dimero-D como producto de la
degradacion de la fibrina; ademas del estado de hipercoagulabilidad ya inducido, el dimero-
D promueve la diferenciacion celular, el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la adhesion
de células tumorales a las endoteliales (2). En el cancer gastrico existe un aumento en los
niveles de éste producto de degradacidn que se correlaciona con la profundidad de invasion
tumoral, los ganglios metastasicos y la enfermedad a distancia, en especial en peritoneo (2).
Por tanto su medicion mediante ELISA podria constituir una prueba barata, accesible y no
invasiva Gtil para determinar la presencia de afeccion peritoneal y/o recurrencia
estableciendo un pronostico méas claro para decidir qué pacientes se beneficiarian de un
tratamiento adyuvante o paliativo (2).
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1.1.8 ETAPIFICACION EN EL CANCER GASTRICO

Hasta ahora el Unico tratamiento curativo para el cancer gastrico es el quirdrgico, por tanto
es primordial reconocer si el tumor se puede extirpar (11), para esto se deben tomar en
cuenta su extension, el comportamiento biolégico y el estado general del paciente (11). La
planeacion de la reseccion tumoral se basa en los estudios de imagen (11).

El ultrasonido endoscopico aporta imagenes claras del tubo digestivo y las estructuras que
lo rodean mostrando el origen tumoral y la profundidad de invasion hacia la pared del
6rgano constituyendo una herramienta util para elegir modalidades terapéuticas (reseccién
endoscopica submucosa VS cirugia) (23). En cuanto a su uso en la etapificacion, Puli et al.
reportaron en un metaandalisis de 22 estudios una sensibilidad y especificidad para
determinar el estadio T de 88.1% y 100% para T1, de 82.3% y 95.6% para T2, de 89.7% y
94.7% para T3, y de 99.2% y 96.7% para T4 respectivamente; como puede verse, la
exactitud diagnéstica en mayor para canceres tardios en comparacion con los tempranos
(23). Para la determinacion de afeccién ganglionar prequirtrgica la precision diagnostica
del ultrasonido endoscopico varia del 65 al 95% con una sensibilidad del 74% y una
especificidad del 80% (23). Su participacion es limitada en la enfermedad metastasica (23)
(Figura 8).

FIG 8. Ultrasonido endoscépico con la posibilidad de hacer biopsia dirigida por puncién del propio tumor o de las adenopatias

A pesar de que el ultrasonido endoscépico se consideraba el estandar para diagnostico de
los estadios T y N, en especial en comparacion con la tomografia computarizada (TC),
actualmente la tomografia multicorte ha demostrado una mayor precision diagnéstica en
comparacion con el primero ademéas de que puede valorar el estadio M (24). La precision
diagndstica en el estadio T se ha reportado del 88-92% para tumores tempranos, del 82-

19



86% para tumores localmente avanzados y hasta del 96% para invasion a érganos
adyacentes; asi mismo posee una precision hasta del 89.6% para determinar la presencia de
enfermedad metastasica (24). Su utilidad para determinar la afeccion ganglionar parece solo
limitarse a determinar su ausencia ya que posee una sensibilidad del 90%, una especificidad
del 74% y una precision diagnostica del 79% para la categoria NO, sin embargo en estadios

mas avanzados no presenta superioridad al ultrasonido endoscdpico (24) (Figura 9).

- B

FIG 9. Engrosamiento y realce anormal de toda la pared gastrica categorizado como un T4A después del estudio histopatolégico.
Tomado de Barros RHO et al. Multidetector computed tomography in the preoperative staging of gastric adenocarcinoma. Radiol Bras. 2015; 48:74-80

En la resonancia magnética (RM) el tamafio de los ganglios linfaticos se ha utilizado para
predecir su componente metastasico, sin embargo no siempre es factible diferenciar estos
ganglios de los ganglios normales (25). El tamafio del ganglio para considerarse
metastasico es controversial, algunos opinan que un ganglio mayor de 8 mm predice su
origen metastasico con una sensibilidad y especificidad de hasta el 79%, mientras que otros
establecen que un diametro mayor de 5 mm y heterogenicidad en el mismo son altamente
sugestivos de malignidad (25). Adn con un componente funcional, la RM no se considera
de primera eleccion para la etapificacién N en el cancer gastrico debido a su baja precision

diagndstica para diferenciar a los ganglios normales de los metastasicos (25) (Figura 10).

FIG 10. Ganglios perigastricos hiperintensos.
Tomado de Hasbahceci M et al. Diffusion MR1 on lymph node staging of gastric adenocarcinoma. Quant Imaging Med Surg 2015; 5:392-400
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La carcinomatosis peritoneal es un signo de mal prondstico aun en ausencia de metastasis
macroscopicas (11). Desafortunadamente la sensibilidad de la TAC para su demostracion
preoperatoria es del 28%, y por ésta razon y debido a que existe aln cierto margen de error
en la etapificacién por estudios de imagen, se introdujo la laparoscopia diagndstica que
presenta una sensibilidad de hasta el 85% para detectar la invasion peritoneal (11).

1.1.8.1 TUMORES SUCEPTIBLES A RESECCION QUIRURGICA (26)

» Los tumores limitados a la mucosa (T1a) pueden resecarse por via endoscopica en
centros experimentados

» Entumores T1b a T3 se puede realizar reseccidn gastrica con margenes mayores de
4 cm ya sea gastrectomia total, subtotal o distal

» Los tumores T4 requieren reseccion en bloque con los érganos afectados

> Las resecciones gastricas deben incluir a los ganglios linfaticos perigastricos y a los
de los vasos del tronco celiaco logrando al menos la reseccion de 15 ganglios para

histopatologia

1.1.8.2 TUMORES NO SUCEPTIBLES A RESECCION QUIRURGICA (26)
» Tumores con actividad locoregional avanzada
v' Afeccion de los ganglios hepatoduodenales, mesentéricos y/o para adrticos en
estudios de imagen o confirmado por biopsia

v Invasién a estructuras vasculares mayores

» Tumores con metastasis a distancia o siembra peritoneal
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1.1.9 TRATAMIENTO

La eleccion entre los posibles tratamientos para el cancer gastrico incluyendo a la reseccién
endoscopica, la gastrectomia laparoscopica, y las linfadenectomias D1 y D2 continGa
siendo materia de debate (27). La tasa de sobrevivencia a cinco afios para el cancer gastrico
temprano es hasta del 99% si no existe invasion ganglionar (28), por tanto la decisidn entre
una cirugia mayor con diseccion ganglionar y la reseccion endoscopica debe tomarse en

base a la profundidad del tumor (29) y el grado de afeccion ganglionar (27).

1.1.9.1 TRATAMIENTO ENDOSCOPICO

El cancer gastrico temprano es aquel en el que la lesidn se encuentra confinada a la mucosa
y submucosa sin importar su tamafio y el estado ganglionar (27); en Jap6n hasta el 50% de
canceres gastricos se diagnostican de manera temprana siendo susceptibles a reseccion
endoscopica (28) ya que solo un 6% de los casos de céanceres intramucosos presentan
invasion ganglionar (27); en cambio cuando la lesion ha invadido la submucosa (sitio de
linfaticos abundantes) la tasa de invasion linfatica se incrementa a mas del 10% (27). Los
dos factores que mas se relacionan con la presencia de metastasis ganglionares son el grado
de diferenciacion celular y de profundidad de invasion tumoral (27).

La reseccion endoscopica permite preservar el estbmago integro para una adecuada calidad
de vida y actualmente se ha convertido en el procedimiento preferido para el manejo del
cancer gastrico temprano sobre la gastrectomia (28). Esta técnica es Gtil en pacientes que
presentan multiples comorbilidades, en especial en ancianos y ademas constituye una buena

opcidn en pacientes tratados con anticoagulantes (28).

La reseccion endoscopica incluye a la resecciébn mucosa y a la submucosa, sin embargo
aungue la reseccion mucosa habia sido la técnica estandar para el cancer gastrico sin
afeccion ganglionar en algunas ocasiones no logra la reseccion completa de la lesion, y por
tanto ha sido sustituida por la reseccion submucosa (28).

Las guias actuales japonesas recomiendan la reseccion endoscdpica submucosa para cancer

diferenciado no ulcerado en estadio pT1a con menos de 2 cm de didmetro (30), en tumores
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mucosos diferenciados ulcerados de hasta 30 mm de diametro, y en tumores diferenciados

de menos de 30 mm de diametro con una invasién submucosa de no mas de 500 pum (28).

1.1.9.2 TRATAMIENTO QUIRURGICO

1.1.9.2.1 RELEVOS GANGLIONARES DEL ESTOMAGO Y TIPOS DE
LINFADENECTOMIAS

Los relevos ganglionares del estomago fueron definidos por la Asociacién Japonesa de
Céncer Gastrico (JGCA por sus siglas en inglés) basdndose en el flujo linfatico del 6rgano
y la probabilidad de metastasis hacia cada estacion (5) (Figura 11). En 1989 el Centro
Nacional de Céancer en Japon creo el sistema de computo Maruyama para estimar el riesgo
de metastasis en cada relevo ganglionar basandose en 8 variables: sexo, edad, clasificacion
endoscdpica de Bormann, profundidad de invasion, didmetro méaximo del tumor,
localizacion y posicion gastrica, y su clasificacion segin la OMS. La exactitud diagnostica
de éste sistema ha sido evaluada en pacientes de occidente mostrando una correlacion
mayor del 80% en su prediccion con el estudio histopatologico (5).

I Paracardial dercho

2 Paracardial izquierdo

k) Curvatura manor

dsa Wasos gasticos cortos

ER) Gastrospiploica izquiarda

id Gastroepiploica daracha

3 Suprapilarico

[ Infrapilarico

1 Artaria pastrica izquierda

B Artaria hapaticacommin (antarior)
gp Artaria hapaticaconmin {postarior)
9 Tronco caliaco

] Hilio asplenico

Ip Artaria esplanica proximal

T1d Artaria esplamica distal

IIa Lizamanto hepatodusdanal (antaricr)
IZbp Ligamanto hepatodusdanal {posterior)
I3 Fatropancraticos

JE Veana meseantarica suparior

JEE Artaria mesamsnica supsrior

I3 Wasos colicos medios

T6a Hiato aortico

T6albl | Paraaorticosmedios

T6bZ Paraaorticos candalas

FIG 11. Niveles ganglionares del estdmago
Tomado de Mercer DW, Robinson E. Stomach. In: Townsend: Sabiston Textbook of Surgery 18th ed, United States of America: Saunders; 2007.
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La linfadenectomia en el cancer se realiza con tres propositos: etapificar la enfermedad,
prevenir la recurrencia locoregional, y mejorar la tasa de supervivencia; actualmente con
fines de etapificacion para el cancer gastrico se recomienda la resecciéon de 16 ganglios en
el espécimen, esto sélo se logra con la linfadenectomia D2 (5). En cuanto a las tasas de
recurrencia locoregional generalmente las mas bajas las reportan las instituciones tanto

orientales como occidentales que realizan linfadenectomias méas extendidas (5).

La controversia sobre la extension de la linfadenectomia en el cancer gastrico ha persistido
por décadas (5) y los impresionantes resultados de series retrospectivas de los resultados de
la gastrectomia D2 en Japdén (Soga et al, 1979; Maruyama et al, 1987) no han sido
igualados en estudios comparativos en Europa (31). Los dos estudios aleatorizados mas
extensos reportaron una mayor morbimortalidad operatoria con la linfadenectomia D2
extendida comparada con la D1 sin demostrar una ventaja en la supervivencia con la
primera, sin embargo la mayoria de complicaciones asociadas con la D2 extendida se
relacionaron con la esplenectomia y la reseccion pancredtica, y la tasa mas alta de
sobrevivencia se observé en los pacientes sometidos a la gastrectomia D2 con preservacion
pancreatica y esplénica (D2 modificada) (31); por tanto la mayoria concuerda en que la
linfadenectomia D2 con preservacion esplénica y pancreatica constituye la técnica de
eleccion en los centros de alta concentracion (22).

Los primeros reportes de resultados de la gastrectomia D2 modificada fueron emitidos en
Inglaterra por Sue-Ling et al en 1993 y posteriormente por Griffith et al en 1995 (31). Hoy
en dia aun existen dudas acerca de los beneficios de la gastrectomia D2 en el occidente,
esto podria deberse a la edad de los pacientes en los que se realizan, la presencia de
comorbilidades (31), una localizacién tumoral proximal mas comun (5), un mayor indice de
masa corporal y a los estadios mas avanzados en los que se diagnostica la neoplasia en
comparacion con la poblacion asiatica (31); ademas en Japdn la mayoria de pacientes con
cancer gastrico son intervenidos en centros de tercer nivel donde se realizan hasta 200
procedimientos relacionados al afio dando una gran experiencia a los cirujanos en
comparacion con los cirujanos en EE UU quienes practican en los centros de alta

concentracion entre 15 y 20 gastrectomias al afio (5). Por tanto la gastrectomia D1
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permanece como la mas realizada en occidente (31) (en ocasiones con quimioradioterapia
(22)), mientras que en Japdn la cirugia rutinaria es la D2 e incluso mayores disecciones
ganglionares (5) aunque hasta el momento no se ha documentado con firmeza un mayor

beneficio con linfadenectomias mas extensas que la D2 (11).

A pesar de que se realizan linfadenectomias menos extendidas en EE UU, las tasas de
morbilidad y mortalidad quirtrgica son mas altas en dicho pais en comparacion con los del
continente asiatico (5). Aunque el efecto de la extension de la linfadenectomia en la
sobrevivencia aun es controversial un gran nudmero de estudios retrospectivos han

corroborado esta correlacion, en especial para la enfermedad avanzada (5).

Histéricamente en pacientes con cancer avanzado se realizaba un linfadenectomia D3 que
incluia la diseccion de los ganglios paraadrticos, sin embargo el estudio prospectivo
aleatorizado del Japan Clinical Oncology Group (JCOG) no pudo demostrar un beneficio
en la sobrevivencia en comparacion con la D2 (22). Por otro lado, la bursectomia que
consiste en la diseccion del peritoneo que recubre al pancreas y a la hoja anterior del
mesocolon transverso se realiza con gran frecuencia en el cancer avanzado en los paises
asiaticos, y de acuerdo a las Guias Japonesas de Tratamiento para Céncer Gastrico éste
procedimiento se recomienda para los tumores que penetran la serosa de la cara posterior
del estdbmago; sin embargo aln no existe evidencia sélida que respalde su efectividad en la
sobrevivencia (22).

1.1.9.2.2 GASTRECTOMIA

La gastrectomia radical constituye el estandar del tratamiento para el cancer gastrico (22),
en especial para los tumores que no presentan invasion ganglionar ya que la mediana de
sobrevivencia a 5 afos es del 84.3% (32). Tanto la gastrectomia subtotal como la total
ofrecen los mismos resultados en la supervivencia a 5 afos, sin embargo la subtotal se

asocia a un mejor estado nutricional y una mejor calidad de vida (11).

La gastrectomia proximal no se realiza con mucha frecuencia debido a tres razones:

seguridad oncologica, beneficios funcionales y complicaciones anastomoticas (reflujo y
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estenosis) (33). Actualmente su indicacion se limita a cancer gastrico temprano de
localizacion proximal debido al potencial que existe de lesiones residuales en el remanente
gastrico que llega a ser hasta del 9.1% comparado con el riesgo en el remanente de la
gastrectomia distal de hasta el 2.5% (33). Las complicaciones anastomoticas parecen ser
menores con la reconstruccion a base de anastomosis yeyunales en comparaciéon con las
gastricas, y de las primeras la de doble tracto (esofagoyeyunoanastomosis y
gastroyeyunoanastomosis en Y de Roux) ofrece mejores resultados que la de interposicién
yeyunal (33) (Figura 12).
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FIG 12. Es6fago-yeyuno anastomosis con interposicion yeyual y con reconstruccion en Y de Roux
Tomado de Jung D et al. Proximal Gastrectomy for Gastric Cancer. J Gastric Cancer 2015; 15:77-86

Se considera una reseccion curativa cuando se realiza una reseccion D1, D2 o0 D3y se trata
de un tumor T1 o T2 con NO, o cuando es un N1y se realizé una D2 o D3 siempre que no
haya metastasis a distancia ni citologia peritoneal positiva (11). En cuanto a los margenes,
para un tumor de crecimiento expansivo éstos deben ser de al menos 3 cm, si se trata de un

patron infiltrativo se recomienda de 5 cm (11).

En 1991 Kitano et al. realizaron la primera gastrectomia distal laparoscopica para cancer
gastrico temprano. Muchos estudios retrospectivos y algunos prospectivos con muestras
pequefias han demostrado que la incidencia de complicaciones de la gastrectomia radical
laparoscopica es similar a la abierta tomando en cuenta la extension de la gastrectomia y el
estadio tumoral (34). Como en los demas procedimientos realizados por via laparoscopica
se requiere que el cirujano conozca la anatomia a detalle y posea habilidades con éste
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instrumental, y se recomienda iniciar el entrenamiento con pacientes jovenes, delgados y

con estadios tempranos de la enfermedad (34).

1.1.9.3 QUIMIOTERAPIA'Y RADIOTERAPIA

Un 40 a 60% de pacientes sometidos a una gastrectomia D2 con enfermedad localmente
avanzada presenta recurrencia (22); la quimioterapia ya sea adyuvante, perioperatoria o
combinada con radioterapia puede incrementar la sobrevivencia (35).

Desafortunadamente la quimioterapia adyuvante no ha mostrado resultados contundentes
en varios estudios sobre la recurrencia. Un metaanalisis reciente del GASTRIC group en el
que se evaluaron a 3838 pacientes reveld un discreto beneficio de la adyuvancia después de
la cirugia curativa sugiriendo que con regimenes de fluoracilo puede disminuir la
mortalidad por céancer gastrico comparada con la ciurgia sola (22). Por otro lado, el
Adjuvant Chemotherapy Trial of S-1 for Gastric Cancer (ACTS-GC) realizado con 1059
pacientes reportdé un aumento en la sobrevivencia y el periodo libre de enfermedad con ésta
modalidad de tratamiento (22).

Actualmente las Guias Japonesas de Cancer Géstrico recomiendan la quimioterapia
adyuvante como terapia estandar dentro del primer afio después de una gastrectomia D2 RO
para pacientes con estadios clinicos Il y Il excepto en tumores etapificados como T1-
T3/NO (22). En Estados Unidos se utiliza la radioquimioterapia adyuvante después de la
gastrectomia D1 para compensar el control locoregional subdptimo reportando mejores
resultados en comparacién con la cirugia sola, sin embargo éstos beneficios no han sido
evaluados en la reseccién D2 debido a que la mayoria de estudios en occidente se realizan

en pacientes sometidos a reseccion D1 (22).

En el cancer gastrico avanzado y metastasico la quimioterapia convencional muestra
limitada eficacia con un periodo de sobrevivencia de 9 a 14 meses y hasta el momento no
existe un consenso internacional que establezca el régimen de quimioterapia Optimo de
primera linea; el tratamiento con un platino y una fluoropirimidina, o un triple esquema

agregando epirrubicina o docetaxel es el mas utilizado (35).
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Como ya se menciond la quimioterapia con dos agentes es el manejo de eleccion actual en
muchos paises asiaticos, en especial el cisplatino en combinacién con infusién de 5
fluoracilo (esquema denominado CF) o con una fluoropirimidina via oral como el
capacitabine (esquema denominado CX) (6); las fluoropirimidinas orales no han mostrado
inferioridad al 5-fluoracilo en infusion, e incluso confieren menos toxicidad (6). En
estudios aleatorizados estos regimenes han aumentado la sobrevivencia de 5 0 6 meses
hasta 13 meses (6).

En Europa y Estados Unidos la combinacion de un platino (oxaliplatino) y la
fluoropirimidina con o sin un tercer agente como el docetaxel o la epirubicina es la mas
utilizada como esquema de primera linea para el cancer gastrico avanzado (6); sin embargo
el beneficio de la participaciéon de una antraciclina en el esquema ain es controversial, y
por tanto en Estados Unidos se prefiere el docetaxel al igual que en varios paises europeos
aunque algunos aconsejan agregar un factor estimulante de colonias por la mielosupresién
que puede ocasionar (6).

El irinotecan se considera un farmaco de segunda linea en el cancer gastrico avanzado y se
utiliza en caso de recaidas antes de 6 meses después de haber finalizado la quimioterapia
con un esquema de primera linea (6); en caso de que la recaida se presente después de los 6
meses se debe considerar utilizar el mismo esquema ya administrado a base de platino (6).

La radioterapia generalmente se reserva para paliacion de sintomas, en especial el dolor vy el
sangrado y existen pocos reportes que definan un esquema optimo de la misma (6). Su uso
debe indicarse con un equipo multidisciplinario y de manera individualizada en los

pacientes (6).

En cuanto a la carcinomatosis peritoneal la quimioterapia sistémica rara vez tiene un efecto
importante en ella y tanto la cirugia como la radioterapia no constituyen opciones de
tratamiento para ésta condicion (36), por tanto ésta es la causa mas frecuente de

irresecabilidad, incurabilidad, recurrencia y muerte en el cancer gastrico. Para esto, desde

28



hace mas de 20 afios se ha desarrollado la quimioterapia intraperitoneal hipertérmica
(HIPEC) (36).

La HIPEC permite una mejor penetracion del antineoplésico a las lesiones peritoneales y su
efecto se potencializa por la infusion hipertérmica que modifica a las membranas celulares,
al citoesqueleto y a los procesos de reparacion del DNA; sumado a éstos efectos se reduce
la toxicidad sistémica del medicamento (36). EI método mas util para medir el grado de
enfermedad peritoneal es el indice de carcinomatosis peritoneal (PCI); los pacientes sin
actividad peritoneal, o con un PCI menor de 5, con invasion a la serosa y/o ganglios
positivos pueden beneficiarse con la HIPEC (36). Aln se investiga su utilidad como
adyuvante después de una cirugia curativa para prevenir recurrencias peritoneales y su

papel paliativo en pacientes con carcinomatosis establecida (36) (Figura 13).

FIG 13. Quimioterapia intraperitoneal hipertérmica intraoperatoria (HIPEC) con técnica cerrada
Tomado de Ofiate et al. Peritonectomia y Quimioterapia Intraperitoneal Hipertérmica (HIPEC) en pacientes con Carcinomatosis Peritoneal por Carcinoma
Gastrico. Cancerologia 2008; 3:131-136

1.1.9.4 TERAPIAS MOLECULARES

Al igual que en otros canceres, en el cancer gastrico se han identificado multiples vias de
crecimiento y desarrollo tumoral ocasionadas por aberraciones genéticas y epigenéticas
(37). Dichas vias intervienen en el crecimiento, la proliferacion y la invasion tumoral
mediante procesos que involucran a la angiogénesis y a los procesos de reparacion y
mutacion del ADN. El estudio de estas caracteristicas moleculares en el cancer gastrico ha
permitido clasificarlo, diagnosticarlo, predecir su prondstico y crear terapias dirigidas
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contra éstas vias. Existen varias terapias de éste tipo, sin embargo una gran proporcién ain

permanece en protocolos de investigacion (37).

El Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal que se une selectivamente al receptor de tipo 2
del factor de crecimiento epidérmico (HER2) fue el primer agente de terapia molecular
aprobado para el cancer gastrico. En el ToGA trial (Trastuzumab for Gastric Cancer trial)
594 pacientes con sobreexpresion del receptor HER2 fueron asignados de manera aleatoria
para recibir s6lo quimioterapia (capacitabine/fluoracilo con cisplatino) o en combinacion
con el trastuzumab revelando un aumento en la mediana de sobrevivencia de 11.1 meses a
13.8 meses con el medicamento cumpliendo los objetivos primarios del estudio y
posteriormente fue referenciado en las guias del National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) (37). El factor de crecimiento epidérmico se expresa en un 30 a 50% de canceres
gastricos y se asocia a un peor pronostico al igual que la sobreexpresion del receptor HER2
presente hasta en el 35% de los casos (37).

El bevacizumab, la primera droga antiangiogénica evaluada y utilizada como agente de
primera linea en el cancer colorectal metastasico (35) es un anticuerpo monoclonal dirigido
contra el factor de crecimiento derivado del endotelio (VEGF) que fue evaluado en un
ensayo clinico aleatorizado fase Il en 770 pacientes con cancer gastrico (estudio
AVAGAST) mostrando que agregandose a la quimioterapia en casos de cancer avanzado
mejora el periodo libre de enfermedad y la tasa de respuesta tumoral, sin embargo no
mejord la sobrevivencia global (37). EI VEGF se expresa hasta en un 60% de canceres
esofagogastricos y se correlaciona con estadios avanzados, alto riesgo de recurrencia 'y a un

peor prondstico (22).

1.1.9.5 TRATAMIENTO PALIATIVO
Aln en tumores localmente avanzados la reseccién de 6rganos mejora la supervivencia
(11), en estos casos no se requiere la linfadenectomia. Las indicaciones principales de

cirugia paliativa incluyen:
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» Eliminar sintomas que ponen en peligro la vida como obstruccion, perforacion y
sangrado al extraer un tumor voluminoso (11)

» Disminuir la carga tumoral para hacer la enfermedad residual mas susceptible al
manejo adyuvante (11)

» Disminuir las demandas metabdlicas al disminuir el volumen tumoral (11)

» Efectos inmunoldgicos beneficos al eliminar citocinas inmunosupresoras con el
tumor (11)

1.1.10 PRONOSTICO

Las metastasis ganglionares son unos de los factores prondsticos mas importantes para la
sobrevivencia después de una gastrectomia con fin curativo, sin embargo a pesar de que la
mayoria de pacientes operados sin afeccion ganglionar presenta un buen resultado un
subgrupo persiste con un pronéstico sombrio. Debido a esto se han buscado otros factores
que intervengan en el desenlace de la enfermedad (32).

La asociacion de la edad avanzada a un peor prondstico puede explicarse por un mayor
namero de comorbilidades y una expectativa de vida menor ya establecida en comparacion
con la poblacion joven (32). En cuanto al tumor, la invasion a la serosa favorece su
contacto con los dérganos periféricos e incrementa el riesgo de siembra peritoneal, y su

tamafio se correlaciona con la diseminacion hematdgena (32).

La invasidn vascular indica una enfermedad agresiva ya que tanto la linfoangiogénesis
como la angiogénesis tumoral poseen un importante rol en su progresion; como ya se
menciond esto ha conducido a la busqueda de terapias dirigidas contra ciertos factores
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que participa en el desarrollo

tumoral y la formacion de metéstasis estimulando el crecimiento vascular (32).

La afeccion ganglionar es el factor prondstico mas importante para la sobrevivencia, por
tanto las resecciones D2 son mas eficientes para remover las micrometastasis linfaticas que
pueden establecerse desde los estadios mas tempranos de la enfermedad, y por tanto dicha

técnica se asocia a un mejor resultado (32). En cuanto a la localizacion mdltiples
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investigadores han reportado un peor pronostico en los pacientes con cancer gastrico
proximal (10), sin embargo éste factor parece no ser decisivo en comparacion con el

tamafio tumoral y la invasion linfovascular (32).

Por ultimo la expresion en la superficie celular de la glucoproteina transmembrana CD133
podria asociarse a un peor prondstico debido a que se correlaciona con el tamafio tumoral,
las metastasis ganglionares y con la infiltracion linfovascular aunque su papel en el cancer
gastrico es menos claro (8). Esta glucoproteina puede determinarse por
inmunohistoquimica (IHC) y/o por reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa
inversa (PCR-RT) a partir de biopsias de tejido y ha sido utilizado como marcador para
identificar células madres cancerigenas en colon, pulmén, cerebro y pancreas que parecen
ser responsables de la progresion, las metastasis y la recurrencia de las neoplasias debido a

sus propiedades Unicas de autorenovacion y diferenciacion hacia cualquier linaje celular

(8).

1.1.11 RECURRENCIA

Mas del 70% de muertes relacionadas con el tumor y de recurrencias ocurren en los
primeros dos afios después de la cirugia siendo ésta ultima la principal causa de muerte en
pacientes operados con fin curativo para cancer gastrico (3). Desafortunadamente aln se
tiene poco conocimiento acerca de los patrones y factores predictores de recurrencia
temprana; por tanto, todos Los pacientes intervenidos de cancer gastrico deben

monitorizarse de manera estrecha durante los primeros 2 afios despueés de su cirugia (3).

Existen tres tipos de recurrencia temprana; hematologica, locoregional y peritoneal (3),
éstas dos Ultimas son las mas frecuentes (11). Segln el estadio tumoral, se han reportado
como factores independientes predictores de recurrencia temprana al tamafio tumoral y a las
metastasis ganglionares para el cancer gastrico temprano (3), y por otro lado, la edad de
diagnostico, los estadios pT y pN, el subtipo histolégico segin Lauren y la invasion
linfovascular constituyen los factores predictores en pacientes operados por cancer
localmente avanzado (3). Tanto la quimioterapia preoperatoria como la posoperatoria

presentan asociacion con la recurrencia temprana (3).
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1.1.12 PREVENCION

La elevada mortalidad del cancer gastrico se debe a su diagnostico tardio; en Estados
Unidos hasta dos terceras partes se diagnostican cuando el tumor ha invadido la muscular
propia dejando una tasa de sobrevivencia a 5 afios del 25% (12), por tanto las estrategias
para la prevencion inician al identificar a individuos con alto riesgo (17). Existe evidencia
que sugiere que la erradicacién de la infeccion por H. pylori atenda e incluso reduce la tasa
de progresion del proceso precanceroso (12), en particular dentro del primer afio de la
deteccion de la ulcera péptica (17). Las tasas de erradicacién de la bacteria con los
antimicrobianos rebasan el 90%, sin embargo es dificil identificar a los individuos
portadores de la infeccidn debido a la ausencia de sintomas, y en areas de alta prevalencia
resultaria complicado realizar pruebas diagnésticas a toda la poblacion y administrar el
medicamento, debido a ello se encuentra en desarrollo una vacuna contra la bacteria que
seria aplicada como profilaxis (22).

Otras recomendaciones incluyen evitar el tabaquismo y el alta ingesta de sal, y promover el
consumo de frutas y verduras frescas debido a su alto contenido de antioxidantes (17). Asi
mismo esta bien establecida la relacion del cancer géastrico con el sobrepeso y la obesidad,
por tanto ademas de evitar los factores de riesgo ya conocidos, se debe luchar contra dicha
enfermedad (22).

En poblaciones con alta incidencia como Japon se efectian estudios diagndsticos en
ausencia de sintomas para favorecer el manejo temprano y la posibilidad de curacion (12),
y actualmente gracias a éstas pruebas de deteccion hasta el 50% de canceres gastricos son
diagnosticados en etapas temprana en dicho pais (30) ya que desde el 1983 las pruebas de
escrutinio para cancer gastrico se establecieron como una politica nacional en todos los
ciudadanos mayores de 40 afios (5). Asi mismo, en 1999 Corea del Sur inicié una campafia
recomendando una endoscopia cada 2 afios después de los 40 afios de edad (5).

No se recomienda la endoscopia para deteccion temprana en lugares con baja incidencia y

prevalencia debido a que se considera un procedimiento invasivo con potenciales
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complicaciones ademas del costo (22). En estos sitios los criterios que se podrian emplear
para una busqueda rapida serian disfagia, pérdida de peso, y edad mayor a 55 afios (12); sin
embargo las pruebas de escrutinio en regiones de baja incidencia no han demostrado un

impacto en la supervivencia (11).
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1.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

A la fecha no existe un marcador diagnostico/prondstico con elevada sensibilidad y
especificidad para la deteccion del cancer gastrico. Por tal motivo, el enfoque médico
actual se ha dirigido a la deteccion temprana que permita otorgar un tratamiento curativo
(38). Los antigenos tumorales fueron aislados por primera vez a partir del suero de
pacientes con melanoma y actualmente los autoanticuerpos dirigidos contra estos antigenos
especificos tumorales (AET) se han utilizado para detectarlos en las etapas asintomaticas de
varios canceres, por tanto podrian ser utiles como biomarcadores séricos para un

diagndstico temprano (38).

La respuesta inmunolodgica inducida por los AET funciona para remover las lesiones
precancerosas durante las etapas tempranas de la carcinogénesis y se ha descubierto que la
produccion de autoanticuerpos como resultado de la inmunovigilancia tumoral precede a la
aparicién de las manifestaciones clinicas de la enfermedad varios meses e incluso afios; de
ésta manera estos biomarcadores séricos podrian anunciar las aberraciones en los procesos

celulares ocasionados por la carcinogénesis de manera oportuna (38).

Los AET poseen un papel crucial en la carcinogénesis pues participan en la iniciacion del
cancer, en la autosuficiencia para el crecimiento tumoral, en la evasion de la apoptosis, en

el sustento de la angiogénesis, en la invasion tisular, y en el desarrollo de metastasis (38).

1.2.1 RESPUESTA INMUNOLOGICA HUMORAL AL CANCER

1.2.1.1 PRODUCCION DE AUTOANTICUERPOS

Robert W. Baldwin fue el primero en establecer la presencia de una respuesta inmune
contra los tumores sélidos que se desencadena para iniciar la destruccion de los AET
(proteinas autdlogas de las células tumorales) (38).

Los AET que han sufrido modificaciones post-traduccionales (MPT) (glucosilacion,

fosforilacion, oxidacion y escision proteolitica) pueden ser percibidos como agentes
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extrafios por el sistema inmunolégico induciendo la generacion de un epitopo o permitiendo
su presentacion por el complejo mayor de histocompatibilidad a los receptores de las
células T desencadenando la produccion de citocinas que actian sobre el linfocito B
produciendo autoanticuerpos (38). La proteina cinasa intracelular dependiente de AMP
ciclico (PKA) es secretada por las células tumorales elevandose en el suero de los
pacientes, y dicha elevacion se correlaciona de manera directa con los altos titulos de
autoanticuerpos dirigidos contra ella en comparacidn con los sueros controles (38).

Aungue parte de la respuesta inmune se dirige contra neoantigenos tumorales, la mayoria
de autoanticuerpos se dirigen contra antigenos propios que estan expresados de manera
aberrante (por ejemplo HER2/ neu, p53 y ras), y la sobreexpresion de las proteinas parece
incrementar la carga antigénica y aumentar la produccién de anticuerpos en los pacientes

con cancer (38).

No estd claro el namero de modificaciones antigénicas necesarias para desencadenar la
respuesta humoral, especialmente debido a que los AET descubiertos hasta el momento son
en su mayoria proteinas intracelulares (38). Una hipétesis implica a una muerte aberrante
de la célula tumoral con la consecuente liberacion de las proteinas intracelulares
modificadas que serian presentadas al sistema inmune en un ambiente de respuesta
inflamatoria; la muerte aberrante de la célula tumoral puede referirse a una apoptosis
defectuosa 0 a una necrosis (38). Los ciclos repetidos de éste proceso favorecerian la
exposicion persistente a las proteinas intracelulares ademas de ocasionar la produccion de

epitopos (38).

Otra hipotesis de basa en el descubrimiento de que una vez que se liberan, algunos AET
mediante su interaccion con los receptores especificos unidos a proteinas G pueden
desencadenar la migracion de leucocitos y células dendriticas inmaduras (38). Esta
actividad quimiotéctica podria alertar al sistema inmune de sefiales dafiinas procedentes de
tejidos dafiados y de ésta manera se promoveria la reparacion tisular, ademas la interaccion
de los AET con las células dendriticas inmaduras es inmunogénica debido a que una vez

que son secuestrados pueden ser presentados al sistema inmune celular (38).
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Los autoanticuerpos séricos generados contra los AET podrian servir como sefiales
moleculares tempranas para el diagnéstico y el pronostico del cancer, y su identificacién y
caracterizacién de funcion en los mecanismos celulares asociados con el desarrollo tumoral

ayudaria a descubrir los eventos moleculares tempranos de la carcinogénesis (38).

1.2.1.2 DETECCION TEMPRANA DEL CANCER

La utilidad final de los autoanticuerpos yace en la deteccion temprana del cancer. Muchos
marcadores séricos tumorales como el antigeno carcinoembrionario (ACE), Ila
alfafetoproteina (AFP), el antigeno prostatico especifico, el CA 19-9, y el CA 125 carecen
de una suficiente especificidad y sensibilidad para dicho fin. Como ya se menciond la
respuesta inmune contra los AET ocurre en las etapas mas tempranas durante la
carcinogeénesis correlacionandose con la progresién a la transformacion maligna, por tanto
la produccién de autoanticuerpos puede ser detectada antes de cualquier de estos

biomarcadores (38).

Son varios los motivos por los cuales los autoanticuerpos son Utiles para la deteccion
oportuna del cancer. Primero, pueden detectarse desde etapas asintomaticas e incluso desde
5 afios antes de la manifestacion de la enfermedad; segundo, al ser detectados en suero
constituyen una prueba accesible y no invasiva; tercero, los autoanticuerpos permanecen en
el suero durante largos periodos y en mayores concentraciones en comparacion con sus

respectivos AET, y poseen una vida media hasta de 7 dias (38).

Por otro lado, también poseen ciertas desventajas. La prueba de un solo autoanticuerpo
carece de la sensibilidad y especificidad requerida para la deteccién del céancer, y
tipicamente los autoanticuerpos dirigidos contra un AET especifico solo se detectan en un
10 a 30% de pacientes. La razén de esta baja sensibilidad yace en la naturaleza heterogénea
del cancer que ocasiona que muchas proteinas sean procesadas de manera aberrante o
reguladas en varios tipos de canceres y por tanto ninguna proteina es perturbada por un
cancer en particular. Ademas ciertos AET pueden surgir en enfermedades autoinmunes y

también pueden ser detectados en individuos sanos; Li et al. demostraron que méas del 50%
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de sueros de pacientes sanos contienen autoanticuerpos contra la alfa-enolasa y la

ribonucleoproteina nuclear heterogénea L (38).

1.2.2 AUTOANTICUERPOS EN EL CANCER GASTRICO

Aunque ya existen muchas opciones de tratamiento para pacientes con cancer gastrico, su
incidencia sigue en aumento. La situacion se ve agravada debido que el cancer en sus
etapas iniciales es asintomatico y no existen marcadores bioldgicos que puedan ayudar a su

deteccién temprana.

No existe un marcador tumoral especifico de cancer gastrico, solo se ha estudiado con
marcadores presentes en otros tumores, principalmente en gastrointestinales como es el
ACE (sensibilidad 31-67%), el CA19.9 (sensibilidad 28-70%) y el TAG 72 (sensibilidad
18-60%). De forma individual ninguno de ellos presenta la sensibilidad y especificidad

necesaria y por tanto suelen evaluarse en forma conjunta.

Aunque se ha sugerido que su determinacion puede ser de utilidad en la deteccion de
enfermedad en estadios tempranos en poblaciones de riesgo, la baja sensibilidad que

presentan estos marcadores hace que ejerzan un papel secundario en el diagndstico.

La mayoria de biomarcadores para el cancer gastrico tienden a asociarse con la gastritis o
alguna otra alteracidn de la mucosa gastrica; algunos ejemplos incluyen a los pepsindgenos
I y I, la gastrina-17, y los anticuerpos dirigidos contra H. pylori, y estos cuatro
biomarcadores han sido agrupados en un GastroPanel que se utiliza para detectar anomalias
en la mucosa gastrica como la atrofia (38). Aunque no son especificos para el cancer
gastrico, podrian ser de utilidad en la deteccién temprana del cancer gastrico debido a que
la mayoria de estas neoplasias se desarrollan a partir de un estado de inflamacion crénica

identificando de esta manera a pacientes con alto riesgo para el mismo (38).

La respuesta humoral al cancer gastrico no se ha definido con claridad aunque se ha
encontrado una asociacion con los autoanticuerpos dirigidos contra p53 (38). Otra proteina

intracelular que ha sido identificada como posible AET es la GRP78, pues se ha descrito
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que dicha proteina induce una respuesta humoral dirigida en pacientes con cancer gastrico
aislandose en suero autoanticuerpos dirigidos contra la misma; sin embargo se requieren
mas estudios para evaluar la sensibilidad y especificidad de estos autoanticuerpos ya que

también han sido relacionados con el cancer de es6fago (39).

1.2.3 ANTIGENOS ESPECIFICOS TUMORALES Y AUTOANTICUERPOS EN EL
DESARROLLO DE INMUNOTERPIAS PARA EL CANCER

En los Gltimos afos varios autores han evaluado potenciales nuevos marcadores, entre ellos
destacan la piruvatocinasa M2 especifica de tumor (M2-PK), el inhibidor tisular de la
metaloproteasa 1 (TIMP-1), la metaloproteasa 9 (MP-9), la alfa-1l-antitripsina, y una
glucofosfoproteina de membrana implicada en el crecimiento de tumores sélidos llamada
osteopontina. Los resultados preliminares en cuanto a su utilidad pronostica parecen
prometedores, sin embargo ninguno de ellos se ha establecido en la practica diaria (40, 41,
42).

Los AET podrian ser potenciales blancos para inmunoterapias, sin embargo debido a la
heterogeneidad del cancer en los pacientes los perfiles de autoanticuerpos y AET deberian
ser personalizados a manera de una vacuna que se dirija contra los epitopos de los AET
(38).

Desde la aprobacion por la FDA (Food and Drug Administration) del rituximab que se
dirige contra las células B malignas CD20 positivas en los linfomas no Hodgkin, se ha
desarrollados varias terapias de anticuerpos dirigidas contra proteinas celulares de
superficie como el HER2/neu en el cancer de mama y el factor de crecimiento derivado del
endotelio (VEGF) en el carcinoma de células claras (38). Estos anticuerpos monoclonales
de alta especificidad (mAbs) pueden identificarse y desarrollarse mediante examen de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) y mediante células activadas por fluorescencia
(FACS) (43).

Li et al. generaron el mAbs MS 17-57 mediante FACS que reconoce a las fosfatasas

alcalinas placentaria e intestinal (PALP y IALP respectivamente) que se expresan en las

39



membranas celulares de los canceres gastrointestinales como blancos terapéuticos. Este
anticuerpo monoclonal inhibi6 el crecimiento tumoral en estudios preliminares en ratones y
detuvo la proliferacion y migracion de las células cancerigenas en estudios in vivo e in vitro
(43).

Con la finalidad de contribuir en la busqueda de un nuevo biomarcador en cancer gastrico,
en el Departamento de Inmunologia Experimental de la Facultad de Medicina de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla se han estudiado proteinas de
secrecion/excrecion provenientes de células tumorales de pacientes con adenocarcinoma
gastrico y se han desarrollado anticuerpos policlonales en conejo contra 7 de estas proteinas
de secrecidn detectdndose que tres de ellas podrian actuar contra blancos inmunoldgicos
por reconocimiento de la célula tumoral, encontrando que la proteina denominada CGA 5
resultd ser la mas inmunogénica al realizar IFI con el anticuerpo policlonal, y resulto ser
muy especifica para identificar células tumorales de pacientes con adenocarcinoma gastrico

de tipo difuso (Diaz-Orea, en proceso).

Los recientes avances en la deteccion de nuevas proteinas han contribuido al
descubrimiento de potentes herramientas para el diagnostico de muchas patologias. En este
estudio se determinara la expresion de las proteinas CGA 1 y CGA 6 en células tumorales
de biopsias de pacientes con cancer géastrico, con un pesos moleculares que van de desde
500 Kda. hasta 20 Kda. Estas proteinas fueron obtenidas del sobrenadante de los cultivos
primarios de ceélulas tumorales obtenidas de biopsias incisionales de pacientes con
adenocarcinoma gastrico, y debido a que estas proteinas fueron descubiertas recientemente
el motivo de este estudio es poder establecer su utilidad diagnostica considerandose este

trabajo original e innovador.
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2. JUSTIFICACION

Debido a que a la fecha no existe un marcador tumoral especifico del cancer gastrico, y a
que los pacientes con éste tipo de padecimiento han desarrollado anticuerpos en contra de
los antigenos de secrecion tumoral como las proteinas CGAL y CGAG, en éste proyecto se
verificard si éstas proteinas reconocen las células tumorales en muestras de biopsias
incisionales de pacientes con cancer gastrico sin antecedente de infeccién activa por
Helicobacter pylori y sin haber recibido previo al tratamiento quirdrgico adyuvancia
mediante inmunofluorescencia indirecta para detectar si pueden ser utilizadas como

marcadores tumorales de diagnéstico, de prondstico, de seguimiento y tal vez terapéutico.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el dia de hoy no existe ningin marcador tumoral sérico con la suficiente
especificidad y sensibilidad que se eleve desde estadios iniciales para lograr un diagndstico
temprano, oportuno y certero de cancer de estémago. Este hecho, aunado a su evolucion
asintomatica condiciona el gran avance de la enfermedad detectandose en mas del 50% de
los pacientes ya en estadios avanzados o terminales quedando fuera de tratamiento curativo
dejando so6lo al alcance medidas paliativas aumentando de ésta manera el nimero de
defunciones por ésta neoplasia.

4. PREGUNTA CIENTIFICA

¢Cual es la expresion de las proteinas CGA1 y CGAG en las células tumorales en biopsias

incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico?

5. HIPOTESIS CIENTIFICA

En las biopsias incisionales de pacientes con diagndstico de adenocarcinoma gastrico se
expresan las proteinas CGA-1 y CGA-6.
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6. OBJETIVO

6.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la expresion de las proteinas CGA-1 y CGA-6 en las celulas tumorales en

biopsias incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Evaluar la expresion de la proteina CGA-1 en las células tumorales de biopsias
incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico tipo difuso.

> Evaluar la expresion de la proteina CGA-1 en las células tumorales de biopsias
incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico tipo intestinal.

» Evaluar la expresion de la proteina CGA-6 en las células tumorales de biopsias
incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico tipo difuso.

» Evaluar la expresion de la proteina CGA-6 en las células tumorales de biopsias

incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico tipo intestinal.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO
» Tipo de estudio: Descriptivo
Temporalidad: Transversal
Por asignacién de la maniobra: Observacional
Por la recoleccion de datos: Prospectivo

Por la conformacion de grupos: Homodémico

YV V V VYV V

Estudio de cohortes, prolectivo y homodémico

7.2 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Este estudio se llevd a cabo en el servicio de Cirugia General del Hospital de
Especialidades de Puebla UMAE del Instituto Mexicano del Seguro Social en un periodo
comprendido entre marzo 2014 a marzo 2015 en pacientes sometidos a tratamiento

quirdrgico curativo y/o a procedimientos diagndsticos que involucraran tomas de biopsia y
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en pacientes con antecedente de cancer gastrico con recoleccion de los bloques de parafina

en el servicio de Patologia del Hospital de Especialidades de Puebla UMAE.

7.3 ESTRATEGIA DE TRABAJO

A pacientes ubicados en el espacio y tiempo mencionados con diagnéstico de Cancer
Géstrico sin antecedente de neoadyuvancia ni infeccion activa por H pylori que fueron
sometidos a gastrectomia se les realizd toma de muestra sérica por venopuntura y se tomo
una biopsia incisional del tumor en la pieza, asi como recoleccidn de bloques de parafina de
pacientes ya operados para realizacion de inmunofluorescencia indirecta tomando énfasis

en el tipo histologico segun la Clasificacion de Lauren.

7.4 MARCO MUESTRAL
» Tamafio de muestra: Conveniente. Todo paciente que ingresé al servicio de Cirugia
General que cumplia con los criterios de inclusion.
> Poblacion fuente: Biopsias de pacientes del Departamento de Anatomia Patoldgica
del HE Puebla.
» Material bioldgico: A todos los pacientes se les tom6 una muestra de sangre por

venopuntura con previa firma de consentimiento informado.

7.4.1 SUJETOS DE ESTUDIO
Pacientes con antecedente y/o diagndstico de cancer gastrico por histopatologia sin

infeccidn activa por H. pylori y sin antecedente de adyuvancia.

7.4.2 CRITERIOS DE SELECCION

7.4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION
» Pacientes con diagndstico histopatoldgico de adenocarcinoma gastrico en cualquier
estadio clinico y en cualquiera de las porciones anatdmicas del estomago que no
hayan recibido neoadyuvancia
» Pacientes sin infeccion activa por Helicobacter pylori

» Pacientes sin enfermedades autoinmunes
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» Cualquier edad y género
» Que acepten participar en el estudio y firmen carta de consentimiento informado

7.4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
» Pacientes con neoadyuvancia previa, infeccidn activa por Helicobacter pylori y/o
enfermedad autoinmune

» Pacientes que no acepten participar en el estudio

7.4.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION
» Pacientes que soliciten ser dados de baja del estudio
» Pacientes de los cuales no se encuentre el expediente completo

» Pacientes de los cuales no se encuentren los blogues de parafina

7.5 DISENO Y TIPO DE MUESTREO

Pacientes y muestras: Se estudiaron pacientes con adenocarcinoma gastrico (tipo difuso e
intestinal) y sujetos con diagndstico de gastritis cronica por histologia y sin asociacion con
H. pylori, de cualquier género y de cualquier edad del Servicio de Cirugia General y
Endoscopia del Hospital de Especialidades UMAE. A todos los pacientes se les tomo una
muestra de sangre con su consentimiento por escrito, por venopuntura y al mismo tiempo se
recolectaron los bloques de parafina de las biopsias incisionales de cada paciente del
departamento de Anatomia Patoldgica del mismo hospital.

7.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis descriptivo para las variables ordinales y nominales utilizando el
software Epi Info, y para determinar la diferencia entre los grupos se utiliz6 el software
Graph Pad Instat.

Los resultados de variables cuantitativas se presentan con medidas de tendencia central
(con medio +- desviacion estandar) y los de las cualitativas se expresan en porcentaje

empleando frecuencias, tablas de contingencia y graficas.

44



7.7 VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION
Variables de Poblacién

Cuantltatlva Discreta Afos Hoja recoleccion
Cuahtatlva Nominal » Femenino Hoja recoleccion
Binaria » Masculino

Variables del Estudio

Cualitativa ~ Nominal » Presente Microsocopio  de
Binaria epifluorescencia
» Ausente Programa  Image
pro-plus 6.2
Cualitativa ~ Nominal » Presente Microsocopio  de
Binaria epifluorescencia
» Ausente Programa  Image
pro-plus 6.2

Variables Confusoras

Cualitativa  Nominal Clasificacion de

Binaria Lauren:
> Intestinal
> Difuso

Cualitativa  Ordinal Clasificacion TNM
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7.8 DEFINICION DE VARIABLES

EDAD
Definicidn conceptual: Tiempo de vida de una persona desde el nacimiento hasta la fecha
actual.

Definicion operacional: NUmero de afios de los pacientes con adenocarcinoma gastrico.

GENERO
Definicion conceptual: Caracteristicas sexuales secundarias de una persona.

Definicion operacional: Paciente con adenocarcinoma gastrico masculino o femenino.

EXPRESION DE PROTEINAS CGA-1 Y CGA-6
Definicion conceptual: Antigenos de secrecion/excrecién tumoral.
Definicion operacional: Presencia o ausencia de las proteinas CGA-1y CGA-6 en el tejido

tumoral de los pacientes con adenocarcinoma gastrico.

ESTADIO DE TUMOR GASTRICO
Definicion conceptual: Estadio del tumor en base a su tamafio, al nimero de ganglios
presentes, y a la presencia o ausencia de metastasis.

Definicion operacional: Clasificacion TNM de la American Cancer Society.

VARIEDAD HISTOLOGICA

Definicion conceptual: Estirpe histopatolégica del tumor gastrico.

Definicion operacional: Determinacion de la estirpe histopatoldgica intestinal o difusa
segun la clasificacion de Lauren.

7.9 METODO DE RECOLECCION DE DATOS

Llenar hoja de recoleccion de datos y cuestionario.
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7.10 TECNICA Y PROCEDIMIENTO

Inmunofluorescencia Indirecta. Se obtuvieron los bloques de parafina de los pacientes con
cancer gastrico difuso e intestinal del Departamento de Anatomia Patoldgica, una vez
agrupados por el tipo de cancer, se sacaron cortes de 4mu de cada bloque de parafina de las
biopsias incisionales de los pacientes con adenocarcinoma gastrico, se desparafinaron e
hidrataron con bafios decrecientes de alcoholes hasta PBS. Las preparaciones, se
bloguearon por incubacién con suero de conejo al 10% durante 30 min. Se lavaron 3x con
PBS y se incubaron con anticuerpos contra las proteinas CGA1 y CGA6 en PBS-BSA al
1%, en camara hiumeda, toda la noche a 4°C. Se lavaron con PBS 3x y se incubaron con el
anticuerpo secundario 1gG de chivo y con el anti-lgG de conejo acoplada a fluoresceina
diluida 1:1000 durante 1 hr a TA en camara humeda. Las laminillas se lavaron y
contratifieron con azul de Evans. Se montaron con medio de montaje y se sellaron con
barniz. Se observaron en un microscopio invertido marca Zeiss, modelo Axio Observer,
equipado con epifluorescencia y utilizando filtros de excitacion 488 y 633 nm. Las

imagenes fueron tomadas utilizando el software Axiovision SE64.

8. LOGISTICA

RECURSOS HUMANOS
» Investigador responsable y asociados

RECURSOS MATERIALES

» Expedientes clinicos
Material bibliografico recopilado
Hojas de recoleccion de datos

Microscopio de fluorescencia confocal Nikon

YV V V VY

Material de Laboratorio del Departamento de Inmunologia

RECURSOS FINANCIEROS
» Recursos del Laboratorio del Departamento de Inmunologia

» Recursos del Hospital de Especialidades Puebla
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9. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente protocolo se ajusta a los lineamientos de la Ley General de Salud de México
promulgada en 1986 y al Cadigo de Helsinki de 1975 y modificado en 1989, respecto a la
confidencialidad de los participantes en el estudio, por lo que se solicitara consentimiento

informado por escrito y firmado.
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10. RESULTADOS

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE
ADENOCARCINOMA GASTRICO

LOS PACIENTES

CON

Durante el tiempo referido para la realizacion del estudio se captaron un total de 55

pacientes con diagnostico de adenocarcinoma gastrico de los cuales solo pudieron ser

incluidos 29 que cumplieron con todos los criterios de inclusion (Tabla 1 - Grafica 1).

MUESTRA DE PACIENTES NUMERO
Incluidos 29
Expediente incompleto / Sin expediente 13
Neoadyuvancia 9
Otro tipo de lesion neoplasica 3
Enfermedad autoinmune 2
Localizacién tumoral fuera de estbmago 2
TOTAL 58

Tabla 1. Muestra total de pacientes captados con adenocarcinoma gastrico

Pacientes con Adenocarcinoma Gastrico

M Incluidos

B Expediente incompleto
® Neoadyuvancia

B Otra neoplasia

B Autoinmune

¥ Fuera de estdmago

Gréfica 1. Muestra total de pacientes captados con adenocarcinoma gastrico
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EDAD

De los pacientes captados durante la realizacion de este estudio que padecian

adenocarcinoma gastrico la edad media de diagnostico fue de 58.1 afios, con una minima de

22 afios y una méxima de 85 afios (Tabla 2 - Graficas 2 y 3).

Media Mediana Moda Varianza Desviacién Coeficiente
estandar de variacion
EDAD 58.12 58 46 187.964 13.710 0.23

Tabla 2. Caracteristicas de la Edad como variable cuantitativa

Edades de pacientes con
adenocarcinoma gastrico tipo
difuso

T 1

54.7058823
50.8125 =

Graéfica 2. Edad promedio de pacientes del sexo femenino y masculino con diagnostico de

adenocarcinoma gastrico tipo difuso

Edades de pacientes con
adenocarcinoma gastrico tipo

intestinal
100
é 50
< H1
0 M2

Sexo

Graéfica 3. Edad promedio de pacientes del sexo masculino y femenino con diagnostico de

adenocarcinoma gastrico tipo intestinal
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GENERO

De los 29 pacientes incluidos en el estudio, se presentaron con el tipo difuso 10 hombres y
10 mujeres, y con el tipo intestinal 6 hombres y 3 mujeres (Tabla 3 - Graficas 4,5y 6).

Género Proporcién Porcentaje Relacion Tasa Error de Intervalo de confianza
indice calculo
Masculino 0.55 55.17% 0.81 8.1 9.23 37.08 <55.17 < 73.26
Femenino 0.44 44.82% 1.23 12.3 9.23 26.73 <44.82 <62.91

Tabla 3. Caracteristicas del Género como variable cualitativa

Distribucion de géneros

Mujeres
44.82%

Hombres
55.17%

Grafica 4. Porcentaje de pacientes con adenocarcinoma gastrico segun el género

Adenocarcinoma Gastrico
Difuso

Mujeres Hombres
50% 50%

Gréfica 5. Distribucion de género para el adenocarcinoma gastrico tipo difuso

Adenocarcinoma Gastrico
Intestinal

Mujeres
33%
Hombres

67%

Graéfica 6. Distribucién de género para el adenocarcinoma gastrico tipo intestinal
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EXPRESION DE LAS PROTEINAS CGA-1 Y CGA-6 EN CORTES HISTOLOGICOS
DE ADENOCARCINOMA GASTRICO

Se realizaron inmunofluorescencias indirectas en cortes desparafinados de biopsias
incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico tipos difuso e intestinal. EI 100% de
las IFI fueron positivas en los pacientes con adenocarcinoma tipo intestinal para la proteina
CGA-1 (Figuras 14 y 15). Por otro lado en los cortes de las biopsias de los pacientes con
adenocarcinoma tipo difuso no hubo reconocimiento de esta proteina (IFI negativa)
(Figura 16). En cuanto a la proteina CGA-6 todas las IFI fueron negativas (figura no

mostrada).

FI1G.14 PROTEINA CGA-1. IFI en biopsia de paciente con adenocarcinoma gastrico tipo

intestinal estadio clinico I1l. Se observa un patron fluorescente homogéneo en el citoplasma

de las células tumorales (flecha roja)
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FIG. 15 PROTEINA CGA-1. IFI en biopsia de paciente con adenocarcinoma gastrico tipo
intestinal estadio clinico Ill. Se observa un patron fluorescente homogéneo en el citoplasma

de las células tumorales

FIG. 16 PROTEINA CGA-1. IFI en biopsia de paciente con adenocarcinoma gastrico tipo

difuso estadio clinico IV. No hubo reconocimiento para este antigeno (IFI negativa)




Determinacidn en suero

Con los sueros de los pacientes se realizd un ELISA (Inmuno ensayo enzimatico) tipo

sdndwich para determinar el nivel de positividad para las proteinas CGA-1 y CGA-6.

Utilizando un anticuerpo policlonal contra las proteinas mencionadas, para revelar el

complejo antigeno anticuerpo, se utilizd tetrametilbencidina, como sustrato. Todos los

sueros fueron negativos para la proteina CGA-1. Para la proteina CGA-6 encontramos

valores de D.O. elevados de 0.752 pacientes con adenocarcinoma difuso y de 0.572 para

adenocarcinoma intestinal y se aplico una prueba estadistica no paramétrica de Kruskall-
Wallis con una P=0.0002 y una prueba de Dunn’s con una P= 0.05 (Tablas 4, 5y 6).

N MEDIA MINIMA MAXIMA
DIFUSO 20 0.19 0.0003 0.752
INTESTINAL 9 0.245 0.004 0.572
CONTROL 16 0.0 0.0 0.43
Tabla 4. Prueba de Kruskall-Wallis

Difuso & Intestinal P>0.05

Difuso & Control P<0.001

Intestinal & Control P<0.01

Tabla 5. Significancia estadistica entre los valores de adenocarcinoma géstrico intestinal y

difuso. Prueba de Dunn’s

DIFUSO INTESTINAL CONTROL

NuUmero 20 9 16
Media 0.19 0.245 0.0
Desviacion estandar 0.1799 0.2299 0.1148
Error estdndar 0.04023 0.07664 0.02869
Intervalo de confianza > 95% 0.2041 0.444 0.1101
Intervalo de confianza < 95% 0.1157 0.09 -0.01
Minima 0.0003 0.004 0.0
Maxima 0.752 0.572 0.43

Tabla 6. Caracteristicas de la Expresion de las proteinas CGA-1 y CGA-6 como

variable cualitativa
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VARIEDAD HISTOLOGICA DE LOS PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
ADENOCARCINOMA GASTRICO

De los 55 pacientes captados con diagnéstico de adenocarcinoma gastrico para el estudio la

variedad histologica fue de la siguiente manera (Tablas 7 y 8 - Gréficas 7y 8):

VARIEDAD HISTOLOGICA | NUMERO
Difuso 32
Intestinal 23
TOTAL 55

Tabla 7. Presentacion de variedad histolégica segun la Clasificacion de Lauren

Variedad histoldgica segun la Clasificacion
de Lauren

M Difuso

H |ntestinal

Gréfica 7. Distribucion de estirpe histologica segun Lauren de los pacientes captados con

adenocarcinoma gastrico

De los pacientes incluidos en el estudio 20 presentaron adenocarcinoma gastrico tipo difuso

y 9 adenocarcinoma gastrico tipo intestinal.

Variedad Proporcion Porcentaje Relacion Tasa Error de Intervalo de confianza

histologica indice célculo

Difuso 0.6896 | 68.96% 2.22 22.2 8.59 52.13 <68.96 < 85.79
Intestinal | 0.3103 | 31.03% 0.45 4.5 8.59 14.2 <31.03<47.86

Tabla 8. Caracteristicas de la Variedad Histoldgica como variable cualitativa

55




Variedad histoldgica segun la Clasificacion
de Lauren

Graéfica 8. Distribucidn de estirpe histologica segun Lauren de los pacientes con

adenocarcinoma gastrico incluidos en el estudio
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ESTADIO TUMORAL DE LOS PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
ADENOCARCINOMA GASTRICO

De los 55 pacientes captados con diagnéstico de adenocarcinoma gastrico para el estudio el

estadio TNM que presentaron fue de la siguiente manera (Tablas 9 y 10 — Gréfica 9):

Estadio clinico Pacientes
A\ 29
Il 15
I 11
TOTAL 55

Tabla 9. Estadio clinico segun la Clasificacion TNM de los pacientes con adenocarcinoma

gastrico captados durante el estudio

Estadio tumoral segun Clasificacion TNM

mlv
m

Gréfica 9. Distribucion de estadio clinico segun clasificacion TNM de los pacientes con

adenocarcinoma gastrico captados durante el estudio

Clasificacion | Proporcién | Porcentaje Relacién indice Tasa Error de calculo Intervalo de confianza
TNM
1V (a) 0.52 52% a:b1.93/a:c2.63 | ab19.3/a:c 26.3 6.74 38.8 <52 <65.2
1 (b) 0.27 27% b:a 0.51/b:c 1.36 b:a5.1/b:c 13.6 5.99 15.3<27<38.7
I (c) 0.2 20% c:a0.37/¢c:b 0.73 ca37/cb73 5.39 9.44 <20 <30.56

Tabla 10. Caracteristicas de la Estadio Tumoral como variable cualitativa
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11. DISCUSION

Actualmente el cancer gastrico representa la cuarta neoplasia maligna mas frecuente y
constituye la segunda causa de muerte por cancer en ambos sexos (4); el pais con mayor
incidencia y prevalencia reportada es Japén (9) y hasta el momento no existe un marcador
diagndstico/pronostico con suficiente sensibilidad y especificidad para su deteccidn
temprana. La clasificacion de Lauren es la mas utilizada para el estudio del adenocarcinoma
gastrico (20) y muchos investigadores le han atribuido un factor pronéstico independiente a
esta clasificacion ya que el tipo difuso ha presentado un peor desenlace (20).

Aungue desafortunadamente la mayoria de pacientes con cancer gastrico temprano se
encuentran asintomaticos (12) se debe tomar en cuenta que el cancer gastrico predomina en
el género masculino y durante la séptima década (11); los sintomas incluyen pérdida de
peso, fatiga, saciedad temprana, dolor epigastrico y una masa palpable, y hasta un 15%
presenta sangrado de tubo digestivo (11). En nuestra poblacién de pacientes la edad
promedio de diagnostico fue a los 58.12 afios, con una minima de 22 afios y una maxima de

85 afios.

En este estudio el diagnostico de cancer gastrico fue mas frecuente en el sexo masculino sin
diferencia de género en el tipo difuso; el tipo intestinal lo encontramos de manera
predominante en hombres concordando con la bibliografia consultada en cuanto a la
predileccion de género de ésta Gltima variedad histoldgica, por su parte la mayoria de
pacientes del sexo femenino presentaron el tipo difuso.

Robert W. Baldwin detecto una respuesta inmune contra los tumores sélidos que se
desencadena para iniciar la destruccion de los AET (proteinas autdlogas de las células
tumorales) (38). Los autoanticuerpos séricos generados contra los AET podrian utilizarse
para la deteccidon temprana del cancer, ya que esta respuesta inmune ocurre en las etapas
mas tempranas de la carcinogénesis, y por tanto estos autoanticuerpos se detectarian antes
de los marcadores séricos tumorales convencionales (38). Sin embargo debido a que la

prueba de un solo autoanticuerpo aun carece de la sensibilidad y especificidad requerida
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para la deteccion del cancer, y a que los autoanticuerpos dirigidos contra un AET especifico
solo se detectan en un 10 a 30% de los pacientes afectados, se requieren mayores estudios
para su aceptacion como prueba diagnostica (38).

La mayoria de biomarcadores para el cancer gastrico tienden a asociarse con la gastritis o
alguna otra alteracion de la mucosa gastrica, algunos ejemplos incluyen a los pepsin6genos
I 'y Il, la gastrina-17, y los anticuerpos dirigidos contra H. pylori; en consecuencia estos
biomarcadores solo detectan anomalias en la mucosa gastrica como la atrofia (38) y por
tanto podrian utilizarse en la deteccion temprana del cancer gastrico debido a que la
mayoria de estas neoplasias se desarrollan a partir de un estado de inflamacion crénica de la

mucosa.

Nuestros resultados indican que la proteina CGA-1 se expresa en las células tumorales de
cancer gastrico tipo intestinal, sin embargo el hecho de la proteina CGA-6 pueda ser
titulada en ambos tipos de cancer (intestinal y difuso) indica que posiblemente éste
antigeno sea liberado por la célula tumoral, ya que en el suero de los pacientes se
encontraron valores elevados de autoanticuerpos (Anti CGA-6) para la misma.

Por otra parte los autoanticuerpos Anti CGA-1 solo se detectaron mediante la prueba de
Western Blot y con una muy baja expresion, y por tanto se considera a la proteina CGA-6
como la mas inmunogénica de las dos. Con estos hallazgos se puede constatar que la
proteina CGA-1 constituye un antigeno de expresion tumoral de superficie, mientras que la

proteina CGA-6 se expresa a manera de antigeno de secrecion.

Al igual que en otras partes del mundo, en México el cancer gastrico predomina en
hombres (11), y cuanto a la variedad histologica en este pais el estudio realizado por
Martinez-Galindo et al. reportd al tipo difuso de la clasificacion de Lauren como la
variedad histologica méas frecuente (10), aunque en general el 50% de adenocarcinomas
gastricos son de tipo intestinal y s6lo un 33% presenta la variedad del tipo difuso (7). Esto
concuerda con el hecho de que el tipo intestinal predomina en regiones geograficas con alta
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incidencia de cancer gastrico (12), ya que en nuestro pais la incidencia para esta neoplasia

no es lo suficientemente alta.

En cuanto a la localizacién tumoral, al igual que en otros paises como Japén y Corea en
México predomina la localizacion distal en el 66.5% de los casos, el resto se presenta a
nivel proximal (11). La gran mayoria de pacientes analizados para esta investigacion
presentd una localizacién distal (antro y piloro), y en cuanto al estadio tumoral el
diagndstico fue mas frecuente en estadios tardios (EC Il y 1V), hecho comdn en el estudio

del paciente con cancer gastrico.

La infeccion cronica por H. pylori constituye el factor de riesgo mas importante para cancer
gastrico (12), aunque el hecho de que s6lo una pequefia proporcion de gente portadora de
ésta bacteria desarrolle la neoplasia sugiere que existen otros factores que contribuyen a la
carcinogenesis (4). El riesgo de adquirir la infeccidn por esta bacteria se relaciona con el
estrato socioecondmico bajo y con condiciones de vida insalubres (7), hecho que de igual
forma es frecuente en nuestro pais, aunque H. pylori se asocia principalmente al desarrollo
de cancer gastrico tipo intestinal, ademas de que en estadios avanzados ya no se encuentra

esta bacteria. (9).

En poblaciones con alta incidencia como Japdn se efectian estudios diagnosticos en
ausencia de sintomas para favorecer el manejo temprano y la posibilidad de curacion (12),
y actualmente gracias a estas pruebas de deteccidn una gran cantidad de canceres gastricos
son diagnosticados en etapas tempranas en dicho pais (30). Sin embargo en lugares con
baja incidencia y prevalencia de esta neoplasia no se recomienda la endoscopia para
deteccion temprana debido a que se considera un procedimiento invasivo con potenciales

complicaciones ademas de su elevado costo (22).

La gastrectomia radical constituye el estdndar del tratamiento para el cancer géastrico (22),
tanto la gastrectomia subtotal como la total ofrecen los mismos resultados en la
supervivencia a 5 afos, sin embargo la subtotal se asocia a un mejor estado nutricional y

una mejor calidad de vida (11).
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Este es el segundo estudio realizado para la deteccion de proteinas como AET en las células
tumorales de adenocarcinoma gastrico ya que en total en el Departamento de Inmunologia
Experimental de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla se han desarrollado anticuerpos policlonales en conejo contra 7 de estas proteinas
encontrando que la proteina denominada CGA-5 result6 ser la mas inmunogénica al realizar
IFI con el anticuerpo policlonal, y resulté ser muy especifica para identificar células
tumorales de pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso (Diaz-Orea, en

proceso).
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12. CONCLUSIONES

» La proteina CGA-1 se expresa en las células tumorales de biopsias incisionales de

pacientes con adenocarcinoma gastrico tipo intestinal.

» En el suero de los pacientes mediante la prueba de ELISA se detectaron anticuerpos
contra la proteina CGA-6, no se detectaron contra la proteina CGA-1. Por otro lado
mediante la prueba de Western Blot se detectaron anticuerpos contra ambas
proteinas. Estos anticuerpos fueron denominados Anti CGA-1 y Anti CGA-6.

» La proteina CGA-1 fue detectada por IFI, la proteina CGA-6 no lo fue; por tanto la
proteina CGA-1 es un antigeno de superficie, mientras que la CGA-6 es un antigeno

liberado por la célula tumoral.

» La proteina CGA-1 podria constituir un marcador inmunohistoquimico para el

adenocarcinoma tipo intestinal.

» El anticuerpo Anti CGA-6 podria ser utilizado para determinacion en suero del

adenocarcinoma gastrico.

» EIl nimero de bloques que se logro recabar en el servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital de Especialidades IMSS Puebla fue bajo, por lo que para comprobar el
valor diagndstico de la proteina CGA-1 sera necesario evaluar un mayor nimero de

bloques de parafina de pacientes con adenocarcinoma gastrico.
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13. ANEXOS

13.1 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES MARZO 2014 — SEPTIEMBRE 2015

PERIODO

Marzo —
Mayo

Junio -
Agosto

Septiembre
— Diciembre

Enero -
Febrero

Marzo -
Mayo

Junio -
Julio

Agosto —
Septiembre

Recopilacion
bibliogréafica

X

Elaboracion
de proyecto

X

Desarrollo
de la
investigacion

Captura de
informacion

Analisis de
datos

Redaccion
de
documento

Escritura de
tesis
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13.2 DIAGRAMA DE FLUJO

Recepcion de pacientes en consulta externa y hospitalizacion

4

Llenado de hoja de registro

4

Firma de consentimiento informado

4

Paciente con diagnostico de cancer gastrico sin adyuvancia previa a la cirugia curativa ni
infeccion activa por H. pylori

4

Recoleccion de bloques de parafina de biopsias incisionales de los pacientes ya
intervenidos captados durante su seguimiento en la consulta externa

J

Toma de biopsia incisional y sérica de pacientes en protocolo quirdrgico para fin
curativo

4

Determinacion por inmunofluorescencia indirecta de la expresion de las proteinas
CGA-1y CGA-6 en los bloques de parafina
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13.3 CUADRO DE VARIABLES

Cuantitativa Discreta Hoja recoleccion
Cualitativa ~ Nominal » Femenino Hoja recoleccion
Binaria » Masculino
Cualitativa ~ Nominal » Presente Microsocopio  de
Binaria epifluorescencia
» Ausente Programa  Image
pro-plus 6.2
Cualitativa ~ Nominal » Presente Microsocopio  de
Binaria epifluorescencia
» Ausente Programa  Image
pro-plus 6.2
Cualitativa ~ Nominal Clasificacion de
Binaria Lauren:

> Intestinal
> Difuso

Cualitativa  Ordinal Clasificacion TNM
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13.4 CONSENTIMIENTO INFORMADO

| N INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
@ Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
IM$ CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
I —— (ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Determinacion de la expresion de las proteinas CGA-1 y CGA-6 en las células tumorales en
biopsias incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico por inmunofluorescencia
indirecta.

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):

Puebla, Puebla.

Lugar y fecha:

Nudmero de registro: R-2014-2101-80

Justificacion y objetivo del estudio: Debido a que a la techa no existe un marcador tumoral especifico del cancer gastrico, y a que
los pacientes con éste tipo de padecimiento han desarrollado anticuerpos en contra de los
antigenos de secrecién tumoral entre los que se encuentran las proteinas CGAl y CGAB, se
verificard si éstas proteinas reconocen a las células tumorales para detectar si pueden ser
utilizadas como marcadores tumorales de diagnéstico, de pronéstico, de seguimiento y tal vez
terapéutico

Procedimientos: Toma de muestra por venopuntura y toma de muestra de tejido tumoral a partir de la pieza
definitiva enviada a patologia

Posibles riesgos y molestias: Dolor, hematoma, sangrado

Posibles beneficios que recibira al participar en  La deteccién de estas proteinas en dichas muestras constituiria un método diagnéstico temprano
el estudio: y oportuno en el cancer de estomago

Informacion sobre resultados y alternativas de
tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

En caso de coleccion de material biolégico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.
Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Beneficios al término del estudio:

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador Responsable: D.C. Maria Alicia Diaz y Orea / Dr. Mauricio Luis Barrén Soto

Colaboradores: Dr. Carlos Hernandez Brito

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS:
Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00
extensién 21230, Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacién y firma

Este formato constituye una guia que deberd completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion, sin omitir
informacién relevante del estudio

Clave: 2810-009-013

34
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13.5 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre:

Fecha:

Afiliacion: Sexo:

Diagnostico:

Edad:

ANTECEDENTES:

Origen y residencia

Fecha de nacimiento

Religion Nivel de estudios

Ocupacion

Hacinamiento

Habitos alimenticios

Fecha del diagnéstico:

Toxicomanias

Antecedentes heredofamiliares

Enfermedades cronico-degenerativas

Cirugias previas

Alergias Traumaticos

Transfusionales

Infecto contagiosos

Enfermedades autoinmunes

Infeccion de Helicobater pylori

PROTOCOLO DE ESTUDIO:

Localizacion endoscdpica de tumor

Reporte tomografico

Variedad histoldgica

Estadio clinico (TNM)

Antecedente de adyuvancia Grado de diferenciacion

Cirugia realizada

Reporte histopatolégico definitivo

Marcadores tumorales

CAPTURO:

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR:
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Carta Dictamen Page 1 of 1

Direccion de Prestaciones Medicas
Usidad de Edecacidn imvestigiecicn v Poilicas de Saitd
Coordwadion de rvestigacitn =n Saiud

“2014, Ahp de Oclovio Paz®

Dictamen de Autorizado

Comité Local de Investigacién y Etica en Investigacién en Salud 2101
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO NACIONAL GRAL. DIV. MANUEL AVILA CAMACHO, PUEBLA

FECHA 05/09/2014

DR. EDUARDO G6MEZ CONDE

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacién con titulo:

Determinacién de la expresién de las proteinas CGA-1 y CGA-6 en las células tumorales
en Dbiopsias incisionales de pacientes con adenocarcinoma gastrico por
inmunofluorescencia indirecta.

que sometié a consideracion de este Comité Local de Investigacién y Etica en Investigacién en
Salud, de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores, cumple con la
calidad metodoldgica y los requerimientos de Etica y de investigacién, por lo que el dictamen es
A UTORTIZA D _O,con el nimero de registro institucional:

Niim. de Registro
R-2014-2101-80

MORALES HERNaNDEZ $
Investigacion y Etica en Investigacion en Salud No. 2101
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