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Cancer géstrico x sistema inmune

Resumen

Antecedentes: El cAncer gastrico (CG) es una enfermedad con un pronostico poco
alentador, ya que se necesita ser detectado en las primeras etapas de la
enfermedad para que tenga un buen prondéstico, sin embargo, el uso de
biomarcadores séricos como las proteinas involucradas durante la tumoracion o las
inmunoglobulinas que se estan empleando para hacer un prondstico mas certero de

la enfermedad y dar una terapia inmunoldgica a los pacientes.

Objetivo: Evaluar el perfil de proteinas y la concentracion de Inmunoglobulinas en

los pacientes con cancer gastrico estadio Ill y IV y sujetos sanos.

Material y métodos: La poblacion de sujetos estudiada fue pacientes con CG en el
estadio Ill y IV, a los cuales se les evallo la concentracion de proteinas séricas con
la técnica de electroforesis y las inmunoglobulinas: IgM, IgG e IgA que fueron

evaluadas con ELISA.

Resultados: Los resultados mostraron una disminucion de las concentraciones
proteicas en los pacientes con CG en el estadio lll y IV, y también se encontr6

disminuida la concentracion de IgM en los pacientes en el estado IV.

Conclusiones: Con este estudio se determino la importancia que tiene la

concentracion de proteinas séricas y la IgM en el CG.

Palabras claves: Cancer gastrico, sistema inmune, proteinas séricas tumorales,

inmunoglobulinas
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Capitulo 1

1.1 Cancer

El cancer es una enfermedad crénica que se caracteriza por la pérdida en el control
de la division celular, la cual puede o no invadir otros tejidos, produciendo
inflamacion y falla de los 6rganos involucrados, causando finalmente la muerte (1).
Actualmente la Unica alternativa terapéutica para la mayoria de los canceres es la
deteccion precoz in situ y reseccion quirargica ampliada de la lesion u 6rgano
completo involucrado, sin embargo, la mayoria son detectados en estadios
avanzados en los que solo se pueden realizar terapias muy agresivas como la

quimioterapia con resultados poco alentadores o terapias Unicamente paliativas (2).

1.1.2 Cancer gastrico

El cancer gastrico (CG) es un tumor de tipo maligno que se clasifica de acuerdo con
su histologia por cancer gastrico difuso o intestinal (3). Lauren realizd una
clasificacion de tipo histoldgica, en la cual tomo en cuenta la epidemiolégicay el tipo
de cancer (4). El cancer difuso Intestinal: se asocia con gastritis crénica atréfica,
metaplasia, displasia y cambios en el tejido. Relacionado mas estrechamente con
cambios en los factores ambientales, en hombres con estados de aclorhidria, es
frecuente su expansiéon hematégena (5). En el caso del cancer gastrico difuso
carecen de una estructura glandular, es infiltrativo y mal diferenciado con células de
anillo en sello, son di-cohesivas. Generalmente se presenta con mayor cantidad en

pacientes jovenes, de manera difusa, en su mayoria con antecedentes heredo
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familiares, sangre tipo A, se asocian mas frecuentemente con una expansion

transmural o linfatica (6).

1.1.3 Epidemiologia

El CG es la segunda causa de mortalidad en el mundo con un 10.4% y es el cuarto
cancer mas frecuente a nivel mundial. Cada afio hay 900,000 nuevos casos y
700,000 muertes por este tipo de patologias (1,7). Las tasas de incidencia de cancer
gastrico varian enormemente entre hombres y mujeres y en diferentes paises, estas
son de 2 a 3 veces mas altas respectivamente (3). El CG distal predomina en paises
en desarrollo y grupos de bajo nivel socioecondémico, mientras que el CG proximal
predomina en paises desarrollados y de alto nivel socioecondmico, la incidencia de
ambas se ha incrementado en los Ultimos afos, principalmente en paises
occidentales (5). El CG tiene distribucién geogréfica heterogénea, sin embargo, 2/3
del total de casos pertenece a paises en vias de desarrollo y a grupos de bajo nivel
socioeconémico, y por otro lado a incrementado en los ultimos afios principalmente
en paises occidentales (8). Existe una controversia factible en cuanto a la
explicacion de la distribucion geografica, ya que el bajo nivel socioecondémico influya
en la exposicion a un factor de riesgo ambiental, probablemente alimentario, en las
primeras etapas de la vida, pues se ha visto en estudios de migracién que cuando
personas de areas de alto riesgo migran a areas de menor riesgo, conservan el
(9)mismo riesgo, sin embargo, su descendencia muestra una disminucion en el
riesgo (6). De acuerdo con el reporte histopatolégico nacional de neoplasias
malignas del afio 2001 en México, el cancer gastrico concentrd el 9% de las muertes

por cancer, esto registré una tasa de 5 defunciones por 100,000 habitantes en toda
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la poblacion y afecto en 4% a la poblacion masculina en todos los grupos de edad

(10). En el afio 2000 fue el quinto cAncer méas frecuente en la poblacion general
concentrando 3% de los casos de cancer diagnosticados con 3 casos registrados
por 100,000 habitantes (11). La deteccion del adenocarcinoma gastrico tiene un pico
de incidencia entre los 50-70 afios. La incidencia en hombres es el doble que en las

mujeres (5).

1.1.4 Factores de riesgo

El CG es una enfermedad multifactorial que a la fecha se han identificado diversos
factores de riesgo como: genéticos, ambientales y ocupacionales. Los factores
genéticos incluyen una historia familiar de cancer gastrico, y los factores
ambientales incluyen el bajo consumo de frutas y hortalizas; consumo de alimentos
salados, ahumados o conservados deficientemente, el tabaquismo y la exposicion

a la radiacion (4)

Ademas entre estos factores se han incluido aquellos que derivan de otras
patologias como: la sobrepoblacién bacteriana que producen nitritos cancerigenos,
gastritis crénica, disminucién en la secrecion acida gastrica, atrofia gastrica y
finalmente metaplasia intestinal y cancer (12). La infeccion bacteriana mas conocida
que produce cancer a nivel gastrico es Helicobacter pylori, en ella se han realizado
numerosos estudios clinicos, inmunolégicos y moleculares asociados a esta
patologia causada por este agente (12—-15). Existen pruebas consistentes de que la
infeccion estomacal por Helicobacter pylori, esta fuertemente asociada con la
iniciacion y promocion de carcinoma del cuerpo y antro gastrico y el linfoma gastrico

(15). La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, clasifica la infeccion
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por Helicobacter pylori como causa de carcinoma géstrico y linfoma MALT (linfoma

de tejido linfoide asociado a mucosa) es decir, un grupo 1 carcinégeno humano (14).
La adhesion de Helicobacter pylori a la capa mucosa del estémago produce
amoniaco (transforma los nitratos en nitrosaminas, siendo estos Ultimos de los
mayores carcinégenos). La migracion y proliferacién de Helicobacter. pylori al foco
de infeccién, se desarrolla posteriormente en una ulceracion gastrica con
destruccion de la mucosa, inflamacién y muerte de las células mucosas (12) . Si la
infeccion por Helicobacter pylori se le suma el componente genético, la ausencia de
la proteina p53 y el excesivo consumo de condimentos, azlcares y baja ingesta de

fibra las posibilidades para el desarrollo del CG son mayores (13).

Entre los individuos que cuentan con mayor riesgo para desarrollar cancer de
estbmago se incluyen los pacientes ancianos, pacientes con gastritis atréfica o
anemia perniciosa, con edemas gastricos esporadicos, la poliposis adenomatosa
familiar, o cancer de colon hereditario sin poliposis y las poblaciones étnicas de

inmigrantes procedentes de paises con altas tasas de carcinoma gastrico (2,16)

1.1.5 Diagndstico

En estadios tempranos del CG se tiene posibilidades de ser tratado y curarse, sin
embargo suele ser asintomatico y la mayoria de las veces es detectado en estadios
avanzados, siendo las manifestaciones clinicas mas frecuentes el dolor abdominal
y la pérdida de peso (17). En paises con alta incidencia de adenocarcinoma gastrico,
como los orientales, estan indicados los métodos de cribado como la fotofluorografia

y endoscopia, sin embargo, presentan el inconveniente de tener un alto costo (18).
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1.1.6 Tratamiento

El cancer gastrico tiene opciones de tratamiento limitadas en el contexto localmente
avanzado y metastasico, con una resistencia a la quimioterapia que limita la eficacia
mas alla del entorno de primera o segunda linea con la excepcion de trastuzumab
y Ramucitumab, los resultados de los ensayos clinicos que utilizan agentes dirigidos
han sido decepcionantes (19). ). La cirugia es la estrategia mas efectiva contra el
cancer gastrico, sin embargo, su respuesta al estrés inducida por la cirugia se
manifiesta principalmente por respuesta sistémica inflamatoria e inmune, lo que

reduce la funcion inmune postoperatoria o la fatiga (20).

1.1.7 Alteraciones en el sistema inmunolégico y el cancer

La idea de que el sistema inmunitario tiene la capacidad de eliminar células
tumorales fue propuesta hace mas de 100 afios por Paul Erlich. Posteriormente,
debido al mayor conocimiento del sistema inmunitario y a la demostracién de la
existencia de antigenos tumorales, resurgio el concepto del control inmunitario del
cancer por Burnet y Thomas que introdujeron la hipétesis de la inmunovigilancia
tumoral, concepto que sostiene que la inmunidad previene el desarrollo de cancer
en un huésped inmunocompetente, actuando como un supresor extrinseco del
tumor (21). Las células premalignas y malignas expresan antigenos especificos
(moléculas antigénicas especificas del tumor) o antigenos asociados al tumor
(moléculas expresadas de forma diferente por células tumorales y células
normales). Estos antigenos tumorales pueden ser reconocidos y procesados por
células presentadoras de antigenos (CPA) y presentados a linfocitos T que eliminan

estas ceélulas malignas (22). Sin embargo, a pesar de la inmunovigilancia tumoral,
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algunas células tumorales pueden escapar a la respuesta inmunitaria y desarrollar

tumores que coexisten con un sistema inmunitario activo que incluso, y
paraddjicamente, puede favorecer su crecimiento y modular su inmunogenicidad
(«editar el tumor»). La nocion de que el sistema inmunitario puede proteger al
huésped del desarrollo de céncer incluye 3 fases secuenciales: eliminacion,
equilibrio y escape. En la fase de eliminacion: el sistema inmunitario innato y el
adaptativo detectan y destruyen células transformadas mucho antes de que el tumor
sea clinicamente evidente. Mediante mediadores que actlan como «sefales de
peligro», como interferdn tipol que es inducido precozmente por células tumorales.
Estas citoquinas activan las CPA y promueven la accion de linfocitos T, CD4+,
Helper y CD8+ citotoxicos, que son los principales efectores de la inmunidad
adaptativa antitumoral (5). Si la eliminacion de las células transformadas es
completa, el huésped permanece libre de tumor, pero si es incompleta, las células
tumorales no destruidas inician una fase de equilibrio, en la cual el sistema
inmunitario adaptativo previene el crecimiento tumoral manteniendo a las células
tumorales residuales en estado de latencia, pudiendo residir en el huésped por
décadas sin causar enfermedad. En esta etapa, como consecuencia de la presion
selectiva constante de la inmunidad adaptativa sobre células genéticamente
inestables, emergen variantes celulares «editadas» que son: a) menos
inmunogénicas y, por lo tanto, menos sensibles a los detectores y efectores
inmunes, y b) inducen un estado local y sistémico de inmunosupresion antitumoral
a través de una gran variedad de mecanismos asociados al proceso inflamatorio
cronico causado por el mismo cancer y conocidos como mecanismos de escape

tumoral (17). En la fase de escape, la proliferacion, la progresion y la diseminacion
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del tumor no pueden ser bloqueadas por el sistema inmunitario y el cancer se

transforma en enfermedad clinicamente evidente. Las estrategias que emplean los
tumores para establecer un ambiente de inmunoprivilegio local y sistémico son
variadas y complejas. Entre otras se incluyen la alteracion de los mecanismos de
presentacion de antigenos tumorales, la elaboracion de factores inmunosupresores
como el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y el ligando FAS soluble,
expansion de linfocitos T reguladores (Treg), defectos de la sefalizacion proximal
del receptor del linfocito T (TCR) por disminucién de la expresion de la subunidad
zeta (TCRC) y una profunda alteracién de la mielopoyesis que se traduce en
defectos de las CPA, principalmente las células dendriticas, y acumulacion de las

células supresoras derivadas mieloides (MDSC) (21).

1.2 Antecedentes especificos

La respuesta inmune innata puede emplear células como las natural killer (NK),
macrofagos y eosinodfilos o las células del sistema inmune adaptativo como las CD8
+y células CD4 +. La respuesta se inicia cuando se induce a las células citotdxicas
especializadas para reconocer y atacar directamente a las células tumorales
basandose en la expresion de antigenos en la superficie de las células tumorales
denominadas antigenos de rechazo de tumores (17). . Los antigenos de rechazo de
tumores son péptidos de proteinas de células tumorales que son reconocidos por el
sistema inmunoldgico cuando se presentan a las células T por moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (4). Estos péptidos luego se

convierten en los objetivos de una respuesta de células T especificas de tumores.

8
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La estrategia real requiere tanto la eleccién del péptido objetivo como los monocitos

para la terapia (es decir, el éxito requiere la identificacion de un objetivo y una
estrategia para atacar ese objetivo) (19). ). Existe la posibilidad de que cualquier
intento de inmunoterapia contra un tumor también ataque los tejidos normales no
tumorales. Por lo tanto, la inmunoterapia clinicamente exitosa debe ser capaz de
pasar la delicada linea entre atacar el tumor y hacer un dafio minimo a los tejidos
normales (23). El primer ensayo clinico utilizado en humanos utilizé células asesinas
activadas por linfocitos. En ese estudio, los pacientes con melanoma metastasico
fueron tratados con la combinacion de células asesinas activadas por linfocinas y
se utilizé interleucina 2 (IL-2) para asegurar la supervivencia y la activacion
sostenida de las células asesinas activadas por linfocinas infundidas (24). La IL-2
es una citocina producida por linfocitos T humanos que es necesaria para el
crecimiento, proliferacién y diferenciacion de las células T para convertirse en
células T efectoras y fue aprobada para el tratamiento del melanoma metastatico
(7). La inmunoterapia con interleucinas ha proporcionado resultados prometedores
en estudios preclinicos en sarcoma y adenocarcinoma de colon (25). Un estudio
clinico de inmunoterapia adoptiva con linfocitos asociados a tumores en
combinacién con quimioterapia en cancer gastrico resulté en una supervivencia mas
larga del 50% con la combinacién de inmunoterapia y quimioterapia que con

quimioterapia sola (26).
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Capitulo 2.

2.1 Justificacion

El cancer géstrico es un problema de salud publica a nivel mundial por su alta
incidencia y morbimortalidad tanto en paises subdesarrollados como desarrollados.
Este problema es reflejo de la carencia de métodos de deteccién temprana de la
enfermedad que sean accesibles a la poblacion general por lo que suele detectarse
en estadios avanzados cuando no es posible realizar medidas terapéuticas

curativas.

En los ultimos afios grandes avances se han hecho en el estudio del sistema
inmunolégico y su interaccién con las células tumorales. Se han descubierto
diversos mecanismos por los que los tumores malignos logran evadir la respuesta
inmunoldgica, entre ellos bloqueos en la presentacion de antigenos por el MHC,
inhibicién de células presentadoras de antigeno y de linfocitos T, o por la induccién
de anticuerpos, por antigenos propios del tumor, lo que redundaria en una

inmunosupresion del paciente.

10
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2.2 Planteamiento del problema

Los mecanismos de reparacion celular estan alterados por multiples factores, por
tal razén, se han realizado numerosos estudios clinicos, inmunoldgicos y
moleculares encaminados a buscar la mejoria de los pacientes que padecen CG.
Sin embargo, las terapias tradicionales no han tenido el efecto deseado pues adn
siguen siendo insuficientes cuando el paciente se encuentra en estadios avanzados

de la enfermedad.

Las células tumorales tienen mecanismos para modificar su microambiente y evadir
o crear tolerancia a la respuesta inmunoldégica dirigida contra estas, incluso pueden
llegar a utilizar al sistema inmunolégico a su favor. Se ha visto que en pacientes con
compromiso inmunolégico incrementan la incidencia de muchos tumores
cancerigenos. Por tal motivo en este estudio evaluaremos el perfil de proteinas y la
concentracion de inmunoglobulinas para determinar el grado de evasion de la

respuesta inmunoldgica humoral por la célula tumoral.
Con base en lo antes mencionado surge la pregunta cientifica:

¢Existen diferencias entre el perfil de proteinas y la concentracion de
inmunoglobulinas séricas en pacientes con cancer gastrico estadio llly IV y

sujetos sanos?

11
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2.3 Hipotesis

Los pacientes con cancer gastrico estadio Ill y IV y los sujetos sanos presentan
diferencias en el perfil de proteinas y una concentracion de inmunoglobulinas

sericas.

2.4 Objetivo general

Evaluar el perfil de proteinas y la concentracion de Inmunoglobulinas en los

pacientes con cancer gastrico estadio 1l y IV y sujetos sanos.

2.5 Objetivos especificos
1.Determinar la concentracion de proteinas totales en los pacientes con cancer
gastrico estadio Ill y IV y sujetos sanos.

2.Determinar las fracciones proteicas presentes en los sueros de los pacientes con

cancer gastrico estadio Ill y IV y sujetos sanos.

3.Determinar la concentracién de Inmunoglobulinas presentes en los sueros de los

pacientes con cancer gastrico estadio Ill y IV y sujetos sanos.

12
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Capitulo 3

3.1 Metodologia

3.1.1 Poblacion de estudio

Pacientes con diagndstico de Adenocarcinoma Gastrico, ambos sexos en un limite

de edad entre 20 y 65 afios de edad y sujetos sanos, ambos sexos con los mismos

limites de edad.

3.1.2 Definicién de variables

. S Definicion Escala de Unidades de
Variable Definicion conceptual . L
operacional Medicion Escala
Edad que refiere el sujeto en el  Afos Cuantitativa ~
Edad . . ] Afos
momento del estudio. cumplidos discreta
Género Caracteristicas fenotipicas del Hombre Cualitativa Masculino
individuo Mujer nominal Femenino
Cantidad total de dos clases de  proteinas
Concentracion de proteinas encontradas en la totales Cuantitativa ~ Concentracién
proteinas totales porcion liquida de la sangre: continua en g/dl
albumina y globulina. Alblimina
- ) . Fracciones I L
Concentracion perfil  Componentes de las fracciones roteicas en Cuantitativa  Concentracién
de proteinas y Su concentracion P continua en g/dl
suero
[o] €]
Concentracion Inmunoglobulinas, o laA Cuantitativa  Concentracién
inmunoglobulinas anticuerpos, en la sangre. 9 continua en mg/dl
IgM

13
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3.1.3 Definicion de la poblacion de estudio

3.1.4 Criterios de seleccion

Se seleccionaron pacientes del servicio de Gastrocirugia de la Unidad Médica de
Alta Especialidad “Manuel Avila Camacho” del Instituto Mexicano del Seguro Social.
Con un limite de edad de entre 20-65 afios, de ambos sexos con el diagnostico

histopatolégico de adenocarcinoma gastrico Il y IV.

3.1.5 Criterios de inclusion
Se incluyeron pacientes con criterios de seleccidn y sujetos sanos, ambos sexos,

con un intervalo de edad de 20-65 afios

3.1.6 Criterios de exclusion

Pacientes con diagndstico reciente de Diabetes Mellitus.
Pacientes con diagndstico reciente de enfermedad autoinmune.
Pacientes con tratamiento quimioterapia o radioterapia.

Sueros de pacientes hemolizados o lipémicos

Se excluyen a estos pacientes debido, que el estudio es inmunoldgico, por tal motivo
las patologias y los tratamientos van a inducir cambios en la respuesta inmunolégica

de los pacientes.

3.1.7 Grupos de estudio
Pacientes que contardn con el diagnéstico de adenocarcinoma gastrico en estadio

[ll'y IV, ambos sexos con un rango de edad entre 20-65 afios.

14
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Sujetos sanos (comprobado por Western Blot que no presenten anticuerpos contra

antigenos de secrecion tumoral gastricos) ambos sexos.

3.1.8 Ubicacion espacio temporal

El estudio se desarroll6 en la Unidad Médica de Alta Especialidad “Manuel Avila
Camacho” del Instituto Mexicano del Seguro Social, y en el laboratorio de
Inmunologia Experimental de la Facultad de Medicina de la BUAP, durante el

periodo comprendido entre agosto del 2016 y julio del 2018.

3.1.9 Estrategia de trabajo

3.1.10 Muestreo y tamafio de la muestra
El tamafio de la muestra serd de 88 pacientes obtenido al comparar tres
proporciones con un o= 0.05 y beta= 0.10, el célculo se realiz6 con el Software

Sample zise.

3.1.11 Técnicas y procedimientos
Se determind la concentracion de proteinas totales en los pacientes con cancer
gastrico estadio lll y IV y sujetos sanos por espectrofotometria por la técnica de

Biuret.

3.1.12 Método de Biuret

El nombre de la reacciéon procede del compuesto coloreado formado por la
condensacion de dos moléculas de urea con eliminacién de amoniaco, por lo tanto,
detecta la presencia de compuestos con dos 0 mas enlaces peptidicos y sirve para

todas las proteinas y péptidos cortos.
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Al formar complejos los iones cupricos con los enlaces peptidicos de las proteinas
se produce un color violeta-morado bajo condiciones alcalinas. La absorbancia del
color producido es leida a 540 nm. La intensidad del color (absorbancia) es
proporcional al contenido proteico de la muestra. Esto permite la determinacion de

proteinas totales. El fraccionamiento salino separa la albumina de las globulinas.

Es importante elaborar una curva estandar de concentracion y comparar la
absorbancia utilizando albumina de suero de bovino (BSA) o de un estandar para la

comparacion con la muestra bajo estudio.

3.1.13 Electroforesis de proteinas de suero en acetato de celulosa
Se determinaron las fracciones proteicas presentes en los sueros de los pacientes
con cancer gastrico estadio Il y IV y sujetos sanos por electroforesis en acetato de

celulosa.

La electroforesis es una técnica basada en los movimientos de moléculas cargadas
en un campo eléctrico, cada molécula se mueve hacia el electrodo de carga opuesta
(catodo y anodo), este movimiento denominado “electroforesis” da nombre a la
técnica. En el transporte electroforético, a la fuerza del campo eléctrico se opone la
resistencia viscosa del medio, produciéndose, cuando se igualan una velocidad
constante de desplazamiento de las particulas. En resumen, puede decirse que
cuando una molécula cargada se coloca en un campo eléctrico se movera hacia
uno u otro electrodo dependiendo de: 1) su carga eléctrica, 2) su tamafio, 3) la

intensidad del campo eléctrico y 4) la temperatura del medio.
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La electroforesis se aplica en el campo de la Bioquimica a la separacion de

compuestos que poseen grupos ionizables (aminoacidos, péptidos, proteinas,
acidos nucleicos) teniendo en cuenta que la carga neta de estas sustancias
depende del pH del medio en que se encuentren. Si la molécula tiene carga positiva
migrara hacia el catodo y si tiene carga negativa, hacia el anodo. La fuerza i6nica
de la solucion tampon tiene una importancia fundamental en la electroforesis, puesto
que cuando es baja, permite velocidades de migracién de los solutos mas rapidas y

con menor desprendimiento de calor.

3.1.14 ELISA indirecto

Se determinara la concentracion de inmunoglobulinas presentes en los sueros de
los pacientes con cancer gastrico estadio Il y IV y sujetos sanos por la técnica de
ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de
forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoloégica como
enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con
una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion
antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada vy, por tanto, sera facilmente revelada
mediante la adicién de un substrato especifico que al actuar la enzima producira un
color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un

espectrofotobmetro o un colorimetro.
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El ELISA Indirecto. Consta de las siguientes etapas:

* Fijacion al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos objeto

de estudio. Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.

» Adicion del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionaran
especificamente con los antigenos fijados al soporte. Lavado para eliminar los

anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

» Adicién de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales reaccionan
con los anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y que se encuentran
fijados a los antigenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no

hayan reaccionado.

 Adicién de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora.

Se puede parar la reaccién si se desea

. * Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.

Los ELISA (ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas) se utilizan
rutinariamente para la evaluacion cualitativa y cuantitativa de citocinas, quimiocinas,
factores de crecimiento, dianas fosforiladas, inmunoglobulinas y otros marcadores
inmunologicos. La deteccién y cuantificacion de analitos proteicos de diversas
muestras biolégicas suero, plasma, sobrenadantes de cultivos celulares y lisados
celulares- indican una multitud de eventos bioldgicos y patologicos. Los ELISA han

demostrado ser herramientas valiosas en el desarrollo de farmacos, ya que se usan
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comunmente para el perfilamiento de biomarcadores de la enfermedad frente a

estados normales, asi como para el perfilado de toxicidad.

Se utilizo el kits ELISA (Ebioscience) y se seguiran las instrucciones del proveedor.

3.2.1 Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo con las variables nominales por

porcentajes, promedio, desviacion estandar y grafica de porcentaje.

Con las variables ordinales y numéricas se realizard un estudio paramétrico de
comparacion con prueba de ANOVA, utilizando programa estadistico SPSS version

22.
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Capitulo 4.

4.1 Resultados

En este estudio se evalu6 el perfil de proteinas totales, la concentracion de IgM, 1gG
e IgA en los sujetos con diagnéstico de cancer gastrico en el estadio lll y IV y sujetos
sanos que fueron los controles. En este estudio participaron un total de 153 sujetos
de los cuales 74 fueron controles y 73 fueron sujetos con cancer gastrico, éstos
fueron divididos en pacientes con cancer de tipo difuso en estadio Il (n=6), en el
estadio Ill (n=7) y de estadio IV (n=66). Durante el estudio se registré 1 sujeto de
cancer intestinal en estadio Ill y 19 sujetos con cancer intestinal en estadio IV.
Ademas de este andlisis también se registraron 77 sujetos del sexo masculinoy 78

sujetos del sexo femenino (Tabla.1.).

Tabla 1. Andlisis sociodemografico de la poblacién estudiada de sujetos control y
sujetos con cancer

Control Cancer
n=74
Estadio Il Estadio IV
n=7 n=66
Sexo Masculinos 36 3 34
Femeninos 38 4 32
Tipo Difuso 0 6 46
Intestinal 0 1 19
Poco 0 0 1

diferenciado
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Se analiz6 la edad promedio de los sujetos control que fue de 37.32+14.46 afios y

de los pacientes con cancer fue de 54.88+12.17 afios, en el andlisis se determiné

gue no hubo diferencias significativas (p=0.510 (Figura.l1).

Edad de los sujetos de estudio
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Figura 1. La edad promedio en afios de los sujetos en el grupo control fue de
37.32+14.46 afios y de los sujetos con cancer gastrico 54.88+12.17 afios. Estos dos
grupos fueron analisis con t-Student,, p>0.05 sin significancia.

Los promedios obtenidos de las proteinas totales en los sujetos con cancer difuso
en el estadio Il fue 6.32+1.73 pg/dL, en el estadio IV fue de 6,62+2.09 pg/dL y el
grupo control fue de 7.85+0.95 ug/dL. Se obtuvo una diferencia significativa entre el
grupo control y el estadio Il de p= 0.049, y el grupo control con el estadio IV con

una diferencia significativa de p<0.05 (Figura.2.).
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Proteinas totales de los sujetos de estudio
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Figura 2. Fraccién proteica obtenidas por electroforesis en acetato de celulosa de
sujetos con cancer difuso e intestinal en el estadio IlI, IV y grupo control. Se obtuvo
una diferencia significativa entre el grupo control y el estadio Ill y el grupo control
con el estadio IV, p=0.049*, p<0.05**. Se analizé6 con ANOVA y una prueba post
hoc de Dunnet (bilateral).

Se cuantificaron por electroforesis un total de cinco fracciones proteicas: albumina,
alfa-1, alfa-2, Beta y Gama. El promedio de la alboumina en el grupo control fue de
4.51+1.04 pg/dL, en el grupo de pacientes con cancer en el estadio Ill fue de

3.46%0.69 pg/dL, p= 0.014* y en el grupo de pacientes con cancer en estadio IV fue
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de 3.66%1.32 pg/dL, p=0.001**. El promedio de la fraccion alfa-1 en el grupo control

fue de 0.44+0.39 pg/dL, en el grupo de pacientes con cancer en el estadio Il fue de
0.18+0.15 pg/dL, p=0.002** y en el grupo de pacientes con cancer en estadio IV fue
de 0.16+0.15 pg/dL, p=0.000**, El promedio de la fraccion alfa-2 en el grupo control
fue de 0.88+0.83 pg/dL, en el grupo de pacientes con cancer en el estadio Il fue de
0.67+0.17 pg/dL, p=0.347 y en el grupo de pacientes con cancer en estadio IV fue
de 0.52+0.22 pg/dL, p=0.001**. El promedio de la fraccion Beta en el grupo control
fue de 1.02+0.21 pg/dL, en el grupo de pacientes con cancer en el estadio Il fue de
0.59+0.22 pg/dL, p=0.000** y en el grupo de pacientes con cancer en estadio IV fue
de 0.53+0.25 pg/dL, p=0.000**. El promedio de la fraccion gama en el grupo control
fue de 1.24+0.30 pg/dL, en el grupo de pacientes con cancer en el estadio Il fue de
1.07+0.53 pg/dL, p=0.745 y en el grupo de pacientes con cancer en estadio IV fue
de 1.65+0.41 pg/dL, p=0.014*. El analisis estadistico se realizo con ANOVA con una

significancia de 0.05, pruebas post hoc Dunnet bilateral, (Figura 3)
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Figura 3. Fracciones proteica obtenidos por electroforesis de pacientes con
cancer gastrico en el estadio Ill y IV. Se obtuvo diferencias significativas entre
el grupos y fracciones proteicas. Se realizo6 ANOVA con prueba post hoc de
Dunnet (bilateral).
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El promedio de la concentracién de IgM en el grupo control fue de 144.66+41.59

pg/dL, en el grupo de céancer en el estadio Ill fue de 121.14+31.34 pg/dL y en el
grupo de cancer en el estadio IV fue de 117.22+44.79 pg/dL. El analisis estadistico
mostrd que existe una diferencia significa entre el grupo control y el grupo de cancer

en el estadio IV p=0.001; (Figura.4).
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Figura 4. Concentracion de IgM obtenida por ELISA en sujetos con cancer difuso en
el estadio Ill y IV, y grupo control. El analisis estadistico mostré6 que existe una
diferencia significa entre el grupo control y el grupo de cancer en el estadio 1V,
p=0.001. Se realiz6 un ANOVA con una prueba post hoc de Dunnett (bilateral).

La concentracion promedio de IgG en el grupo control fue de 2087.60+443.21 pg/dL,

en el grupo de cancer en lll fue de 1890+669.90 pg/dL y en el grupo de cancer en
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el estadio IV fue de 2111.574531.98 pg/dL. El analisis estadistico mostré que no

existe una diferencia significa entre grupos (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de IgG obtenida por la técnica de ELISA en sujetos con
cancer difuso en el estado Il y IV, y grupo control. El analisis estadistico mostr6 que
no existe una diferencia significa entre grupos

La concentracion de IgA del grupo control fue de 356.83+25.67 pg/dL, en el grupo
de cancer en el estadio Il fue de 362.00+33.69 pg/dL, en el grupo de cancer en el
estadio Ill fue de 328.42+23.19 pg/dL y en el grupo de cancer en el estadio IV fue
de 352.90£26.79 pg/dL. El analisis estadistico no mostro diferencia significa entre

grupos (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de IgA obtenida mediante la técnica de ELISA en sujetos
con céancer difuso en el estado Ill y IV, y grupo control. El analisis estadistico no
mostro diferencia significa entre grupos.
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4.2 Discusion

En este estudio se analizé la concentracion de proteina séricas y las
inmunoglobulinas: IgA, IgM e IgG en pacientes con CG. De acuerdo con los
resultados obtenidos la concentracion de proteinas en los pacientes con CG en el
estadio Ill y IV fueron menores. En cuanto a las inmunoglobulinas se encontré

disminuida la concentracion de IgM en los pacientes con CG en el estadio IV.

Se ha documentado que el cancer gastrico de tipo difuso puede desarrollarse en
personas jovenes de 40-50 afios (27). En este estudio se encontré que la edad

promedio de pacientes con CG difuso fue de 54.32+13.8 afios.

Los pacientes que son diagnosticados con CG tienen una enfermedad incurable en
los estadios mas avanzados su deteccion se realiza mediante técnicas invasivas
como la radiografia y endoscopia, por esta razon los biomarcadores séricos son la
mayor promesa con respecto a la aceptabilidad del paciente. Los biomarcadores
generalmente identifican la presencia de neoplasias malignas por medio de
componentes tumorales circulantes, proteinas elaboradas por el mismo tumor o por
respuestas del huésped al tumor (por ejemplo, inmunoldgica) (28). La regulacion de
las proteinas séricas puede indicar curacion a pesar de la evidencia radiogréafica de
enfermedad persistente. En esta circunstancia, el tumor residual es frecuentemente
inviable (29). Por tal motivo en este estudio se eligid realizar las pruebas de las
proteinas séricas que estan estrechamente relacionadas con el estado

inmunologico de los pacientes que ya han sido diagnosticados con el CG.
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Se ha documentado una estrecha relacién entre todos los tipos de cancer y el
sistema inmune, por lo que actualmente las terapias mas innovadoras van
encaminadas a desarrollar inmunoterapias, ya que el sistema inmune tiene la
capacidad de detectar y eliminar células tumorales (30). Los esfuerzos en el campo
de la investigacion han sefialado la existencia de complejos inmunes circulantes
como una nueva clase de marcadores tumorales con un potencial de diagnostico
como la IgM, que se han encontrado en varias enfermedades neoplasicas, como el
cancer colorrectal, el higado y la prostata (31). No se ha documentado las
concentraciones de IgM en pacientes con CG, sin embargo, en otros tipos de cancer
como el de higado y colorectal la circulacién de IgM es utilizada como el principal
biomarcador porque forma complejos estables que muestran una mayor relevancia
diagnostica en comparacion con otros indicadores séricos circulantes (32). En este
estudio se encontr6 que la IgM esta disminuida sin embargo no se descarta la

posibilidad que pudiera estar implicada en el CG.

La IgG es la glicoproteina mas abundante en plasma y suero, esta es representativa
del sistema inmunoldgico, lo cual la convierten en una proteina ideal para examinar
el papel de la glicosilacion especifica de la proteina en el cancer. Los estudios de
glicosilacién de IgG en pacientes con cancer, y por lo tanto el papel de la respuesta
inmune humoral en esta enfermedad, son escasos. Recientemente, los estudios
determinaron patrones de glicosilacion de IgG alterados con cancer gastrico (33).
La estructura de la molécula de 1gG se ve afectada significativamente en el CG por
los glucanos que estan unidos a ella, estos juegan un papel importante en la afinidad

de laregién Fc, por lo tanto, los anticuerpos no glicosilados tienen un impacto severo
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en su afinidad de los receptores y tienen actividades mucho mas bajas, lo que

probablemente se deba a un cambio en la conformacion de la molécula de 1gG.
También se ha demostrado que la eliminacion de solo los residuos de galactosa de
los glucanos IgG, como se observa en pacientes con cancer géastrico, disminuye la
actividad de los anticuerpos, aunque en mucho menor grado. Por lo tanto, esto
indica que la respuesta inmune estd probablemente alterada en pacientes con
cancer gastrico (31). En este estudio no encontramos diferencias significativas en
las concentraciones séricas de IgG en los pacientes con CG, sin embargo, no

descartamos la idea de que la IgG tenga relevancia en esta patologia.

En un estudio realizado en pacientes con CG se determind la asociacién de esta
patologia con la respuesta inmune humoral, en la que cuantificaron IgA sérica. Los
valores de IgA fueron sorprendentemente elevados en los casos de pacientes con
cancer en comparacion con los sujetos control. El cancer gastrico se caracteriza por
la acumulacién progresiva de una respuesta de IgA especificamente asociada con
la presencia de uno de los principales agentes causales de la patologia Helicobacter
pylori, que comienza con un aumento anormal en todo el estobmago, pero
particularmente en el tejido no tumoral adyacente. Por lo tanto, es posible que esta
fuerte respuesta inmune también participe en cierto grado en el dafio y en el
desarrollo del cancer gastrico en cierta medida (34). En este estudio se encontrd
alteraciones considerables de la IgA, esto debido a que en este estudio no se tomo
en cuenta como criterio exclusivo para los pacientes con CG la presencia de
Helicobacter pylori como un parametro de inclusion el cual hubiera cambiado

significativamente este estudio.
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4.3 Conclusion

Se evalud la concentracion de proteinas totales y sus fracciones y el nivel de
inmunoglobulinas en 73 pacientes con cancer gastrico difuso e intestinal estadios

avanzados, por los resultados encontrados podemos concluir:

Con relacion a la edad y tipo de cancer, el cdncer gastrico difuso, se detect6 en un

mayor porcentaje de pacientes en edades demasiado joven.

La concentracion de proteinas se encontrd en concentraciones normales en un 60%

en los pacientes con cancer géastrico estadio Il y IV.

Se encontré una disminucién en las fracciones proteicas de albumina (cancer
gastrico intestinal), alfa-1 (cancer gastrico difuso), beta (ambos tipos de cancer). Sin
embargo, la fraccion gamma, en los pacientes con cancer gastrico estadio IV

aumento.
La concentracion de IgM en el suero de los pacientes con CG se encontré normal.

Se encontraron concentraciones elevadas de IgG en un elevado porcentaje de los

pacientes con ambos tipos de cancer gastrico, estadio IV.

En el 50% de los pacientes con CG difuso estadio IV, presento una concentracion

elevada de IgA.
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Anexos

Tabla de abreviaturas
Albumina de suero de bovino BSA
Analisis de varianza ANOVA
Cancer gastrico CG
Células presentadoras de antigenos CPA
Células supresoras derivadas mieloides MDSC
Complejo principal de histocompatibilidad MHC
Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas ELISA
Factor de crecimiento transformante 3 TGF-B
Inmunoglobulina A IgA
Inmunoglobulina G lgG
Inmunoglobulina M IgM
Interleucina 2 IL-2
Linfocitos T reguladores Treg
Linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa MALT
Natural Killer NK
Picogramos por decilitro pg/DI
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