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GLOSARIO
Cancer gastrico. El carcinoma gastrico es una neoplasia maligna de estirpe
epitelial con diferenciacion glandular, el cual en la actualidad representa uno de los
tumores mas frecuentes y de estos, el adenocarcinoma es el mas encontrado
independientemente de la edad, raza o factores predisponentes que presente el

paciente (etiologia multifactorial).

Clasificacion de Lauren: Se divide en los siguientes tipos: Difuso, intestinal y
mixto. También se le denomina DIO (difusse, intestinal and other). Los de tipo
intestinal por su semejanza con la mucosa de intestino delgado o grueso y los

difusos los cuales no norman un patrén especifico.

Clasificacion T.N.M: De acuerdo a la extension del tumor primario (T),
compromiso ganglionar linfatico regional (N) y presencia de metastasis a distancia
(M). Basado en estos factores se define el sistema de estadiaje mas utilizado

TNM.

Tincion de hhematoxilina-eosina: Corresponde a la mezcla de hematoxilina y
eosina. La tincibn hematoxilina y eosina es el método mas popular de tincion
utiizado en histologia y medicina diagnostica. La hematoxilina, que por ser
catiénica o basica, tifie estructuras acidas (basdfilas) en tonos Azul y Purpura,
como por ejemplo los nucleos celulares; y el uso de eosina que tine componentes
basicos (acidéfilos) en tonos de color rosa, gracias a su naturaleza aniénica o

acida, como el citoplasma.



Inmunohistoquimica: Es un procedimiento histopatoldgico que se basa en la
utilizaciéon de un anticuerpo especifico, previamente marcado mediante un enlace
quimico con una enzima que puede transformar un sustrato en visible, sin afectar
la capacidad del anticuerpo para formar un complejo con el antigeno, aplicado a

una muestra de tejido organico, correctamente fijada e incluida en parafina.
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1. RESUMEN

Introduccion: Existen diferentes tipos de cancer que se presentan en el
estdmago, pero el mas frecuente es adenocarcinoma independientemente de la
edad, raza o factores predisponentes que presente el paciente (etiologia
multifactorial). En los ultimos afios ha aumentado su prevalencia a nivel mundial.
Se han realizado numerosos estudios clinicos y moleculares, sin embargo no se
han realizado estudios relacionados con la respuesta inmunoldgica asociada a
este tipo de tumor maligno, la finalidad de implementar terapias inmunolégicas
enfocadas al tratamiento de esta enfermedad. Con el propédsito de identificar el
tipo de respuesta inmunolégica que se presenta en los tejidos de pacientes
mexicanos con adenocarcinoma gastrico, estudiados en un hospital de
concentracion de tercer nivel del estado de Puebla, el objetivo de este trabajo fue
determinar la expresién de citocinas Th1, Th2 Y Th3 en biopsias dichos de
pacientes. Material y métodos: Se realizé un estudio transversal, observacional,
exploratorio en el laboratorio de Inmunologia Experimental de la Facultad de
Medicina de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y en el Servicio de
Patologia de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Especialidades
Centro Médico Nacional General de Division “Manuel Avila Camacho” del Instituto
Mexicano del Seguro Social, Puebla, durante el periodo comprendido de enero de
2010 a junio de 2011. Se incluyeron pacientes de ambos sexos con diagnostico de
adenocarcinoma gastrico por histolopatologia. A los pacientes que ameritaron
gastrectomia total se le tomé una biopsia, la cual se proceso y se le realizé tincion

de hematoxilina eosina para identificar el tipo histolégico, estadificarlo y observar
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el grado de infiltrado inflamatorio, asi como Inmunohistoquimica para observar la
respuesta inmunoldgica asociada a este tipo de tumoracion. Resultados: Se
estudiaron 30 biopsias de pacientes con adenocarcinoma gastrico, 15 de mujeres
y 15 de hombres, con edad de 31 a 88 anos (promedio 58.34 p = 0.49). En base
a la clasificacién de Lauren, el 60% fue difuso, 20% intestinal y 20% mixto. El
16.6% fueron estadio I, 26.6% estadio Il, 30% estadio Il y 26.6%, estadio IV. De
los casos con citocinas positivas, el 23% correspondieron a IL-2, 26.7% a IL-4,

16.6% a IL-10 y en ningun caso se detecté TGF-B positivo. EI 100% de las IL-2

positivas se observaron en los estadios I-ll (p = (0.009), el 87.5 % de las IL-4

positivas se observaron en los estadios I-Il (p = 0.005) y 100.0 % de las IL-10
positivas se observaron en los estadios I-ll (p = 0.009). Sin emabrgo, al
correlacionar las citocinas positivas con el género, infiltrado inflamatorio y
clasificacion histologica no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas.

Conclusiones: A menores edades, Las mujeres son mas propensas que los
hombres para tener adenocarcinoma gastrico. En el cancer gastrico hay una
respuesta Th1 en la mayoria de hombres y una respuesta Th2 en menos casos,
en tanto que en las mujeres sucede lo contrario. El cancer gastrico se presenta
en mayor proporciéon en estadios clinicos avanzados. En los estadios clinicos

tempranos predomina una respuesta inmunolégica Th2 y en los estadios mas

avanzados la respuesta inmunoldgica es casi nula.

Palabras clave: Cancer gastrico, citocinas Th1, Th2 Y Th3, biopsia gastrica.
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1. SUMMARY

Introduction: There are many kinds of cancer that can be present in the stomach.
The adenocarcioma is the most common in people, without taking considerations
such as age, raze or medical history of the patient. Among the last years, its
prevalence has increased worldwide. A great amount of clinical and molecular
tests inrelation with this kind of cancer had been realized. However, tests intending
to treat this pathology involving immunological response associated to this kind of
malignancy had never been done before. That was the reason why an
immunohistochemistry test in Mexican population was held in a third level hospital
at Puebla, which could allow us to identify what kind of immunological response
exists. The Objective of this work was to determine the expression of Th1, Th2
and Th3 cytokines in the biopsies of patients with gastric adenocarcioma.
Process and material: A transversal, observational and exploratory study was
done at the Pathology service of the Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital
de Especialidades Centro Médico Nacional General de Divisién “Manuel Avila
Camacho”, of the Instituto Mexicano del Seguro Social, Puebla and at the Facultad
de Medicina de la Benemérita Universidad Auténoma of Puebla, from January
2009 to June 2011. It was include male and female patients with gastric
adenocarcioma diagnosis for histology. The patients with total gastrectomy was
stratified and they were took a biopsy, which was processed and underwent
hematoxylin and eosin staining and immunohistochemistry to identify the
histological type and immune response associated with this type of malignancy.

Results: Of the 30 biopsies from patients with gastric adenocarcinoma accounted
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for 15 women and 15 men with age range from 31 to 88 years (average 58.34 p =
0.49). Based on the Lauren classification, 60% were diffuse, intestinal 20% and
20% mixed. 16.6% were stage |, 26.6% stage I, stage Ill 30% and 26.6% stage IV.
Positive cases of cytokines, 23% were IL-2, 26.7% IL-4, 16.6% IL-10 and in no
case was detected TGF-3 positive. Cytokines in positive correlation with gender,
histological grading inflammatory infiltrate and there was no statistical difference.
Statistically significant differences were found only for the following variables:
100% of IL-2 positive were observed in stages I-ll (p = (0.009), 87.5% of the
positive IL-4 were observed in stages | -ll (p = 0.005) and 100.0% of the positive
IL-10 were observed in stages I-ll (p = 0.009). Conclusions: In women younger
men are more likely to have gastric adenocarcinoma. In gastric cancer there is a
Th1 response in most men, they also present a Th2 response but in fewer cases in
women and the opposite happens. Gastric cancer has a higher proportion
advanced clinical stages. In early clinical stages predominantly Th2 immune
response and the more advanced stages of gastric adenocarcinoma immune

response is negligible.

Key words: Gastric cancer, of Th1, Th2 and Th3 cytokines, gastric biopsy.
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2. ANTECEDENTES

2.1GENERALES
Cancer Gastrico.

El carcinoma gastrico es una neoplasia maligna de estirpe epitelial con
diferenciacién glandular, el cual en la actualidad representa uno de los tumores
mas frecuentes y de estos, el adenocarcihnoma es el mas comun
independientemente de la edad, raza o factores predisponentes que presente el
paciente (etiologia multifactorial). Los carcinomas gastricos pueden clasificarse de
acuerdo al sitio de origen (antrales, fundicos, o de la unién cardioesofagica).
Desde el punto de vista microscépicos pueden ser polipoides, ulcerados, difusos o
infiltrantes. Microscépicamente los podemos dividir en dos subgrupos los de tipo
intestinal por su semejanza con la mucosa de intestino delgado o grueso y los
difusos los cuales no tienen un patron especifico. El grado de malignidad que
presentan estos tumores lo podemos definir por su diferenciacion que puede ser
leve, moderada o severa dependiendo de su semejanza de lo normal a lo

anaplasico (1,2).

Epidemiologia
A pesar de la disminucién de la incidencia del carcinoma gastrico en los ultimos
afos, esta enfermedad todavia es la causa de muerte mas comun por cancer en

todo el mundo, siendo el segundo tumor maligno mas frecuente (3).
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La incidencia es muy variable en todos los paises (4). La incidencia mas alta se
observa en paises como Japoén, Chile, Costa Rica, Corea, Gran Bretafa, China,
Colombia, Venezuela y otros paises de Asia, Sudamérica y Europa del Este (5).
Segun el Reporte Histopatolégico Nacional de Neoplasia Malignas en México, en
la informacién nacional de morbilidad 2003 se reportaron 3,584 casos, de los
cuales 55.60% fueron hombres y 44.39% mujeres. Globalmente ocupd6 el 17° lugar
en tumores malignos tanto en hombres como en mujeres. La mortalidad en México
alcanzé 5 por cada 100 000 habitantes, consolidandose como el tumor digestivo
maligno mas frecuente.
La mortalidad por cancer de estobmago en el estado de Puebla en el 2003 se ubicd
dentro de las 5 principales causas. En varones el cancer de estbmago ocupa el
cuarto lugar después del cancer de prostata, bronquios y pulmon e higado. En las
mujeres también ocupa el cuarto lugar, atras del cancer de utero, mama e higado.
También se observa que a mayor edad, mayor incremento, independientemente
del genero (6).

Factores de riesgo
Se han descrito diversos factores de riesgo del cancer gastrico:
Genéticos. En familias de pacientes con cancer gastrico la incidencia es 2 a
veces mayor. Aproximadamente el 10-15% de los canceres de estomago surgen
en los individuos con una condicién heredo-familiar (7,8), por ejemplo, mutaciones
en el gen CDH1, que codifica para la proteina de adhesion de células epiteliales E-
cadherina (8). Se ha sugerido que un genotipo inactivo de la enzima glutation

transferasa  (la cual esta involucrada en procesos de detoxificacion de
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compuestos potencialmente carcinogénicos) puede estar asociado con un riesgo
incrementado de cancer gastrico en la poblacién de China.

El carcinoma gastrico ocasionalmente se desarrolla en familias con mutaciones
germinales en ATMS, TP53 (sindrome de Li Fraumeni) (9-122).

Edad y sexo. El carcinoma gastrico es extremadamente raro en pacientes con
edad menor a los 30 anos, a partir de entonces se incrementa mas rapidamente y
de manera constante hasta los grupos de de edad mas avanzada, tanto en
hombres como en mujeres. Después de los 50 afios aumenta bruscamente la
incidencia de este cancer. El tipo intestinal aumenta mas rapidamente con la edad
que el tipo difuso, es mas frecuente en hombres que en mujeres. El carcinoma
difuso tiende a afectar a individuos mas jévenes, principalmente a mujeres, con
frecuencia tiene caracteristicas hereditarias, tal vez moduladas por influencias del
medio ambiente (13,14).

Los factores hormonales estan comunmente mas asociados con las mujeres
mientras que los factores ambientales estdn mas comunmente asociados a
pacientes masculinos con cancer gastrico a temprana edad (15).

Grupo sanguineo A. El antecedente de cancer gastrico familiar e individuos del
grupo sanguineo A han mostrado aproximadamente 20% mas asociacion que
aquellos del grupo O, B o AB. Algunos datos sugieren que el grupo sanguineo A
esta particularmente asociado al cancer gastrico de tipo difuso. Las células de
cancer son similares a las células del grupo sanguineo A, por lo que no pueden
ser detectadas por el sistema inmunoldgico de dicho grupo como células extrafias.
Ademas el grupo sanguineo A tiene "una defensa del sistema inmunoldgico

demasiado tolerante", de manera que el cancer puede ganar terreno muy bien en
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los sujetos con tal grupo sanguineo. Ademas, individuos con este grupo sanguineo
tienen sangre mas densa con tendencia a la coagulacién. Eso es un factor mas
que los hace propensos al cancer (16). Helicobacter pylori se adhiere al antigeno
del grupo sanguineo Lewis y después es un importante hospedero facilitando su
infeccidn cronica y el subsecuente riego de cancer (17).

Ocupacionales. Trabajadores de las minas de carbon, ceramistas, trabajadores
del caucho y personas relacionadas con procesamiento de la madera.
Ambientales. Alimentacion (variable de cada pais): el cancer del estbmago esta
relacionado con el tipo de alimentacién, lo cual es especialmente cierto en
carcinomas de tipo intestinal, cuya aparicion se favorece al ingerir grandes
cantidades de alimentos ahumados, vegetales conservados en vinagre, pescados
secos Yy salados, alimentos muy condimentados, carnes rojas, elevado consumo
de sal (incrementa el poder mutagénico de los nitritos) (18,19), alimentos
refrigerados, alta cantidad de carbohidratos complejos y baja ingesta de frutas
(sobretodo citricos) y vegetales (20), que protegen gracias a sus efectos
antioxidantes, (21, 22) . Por otra parte, consumir productos integrales, frutas,
verduras y vegetales frescos que contengan vitamina A y C parece disminuir el
riesgo de cancer del estbmago. Bebidas calientes, nitrato de sodio (18,19, 23).
Tabaquismo y tabaco masticado. EIl habito de fumar aumenta el riesgo de
cancer del estbmago. El riesgo de cancer del estdmago es alrededor del doble
para los fumadores (24).

Entre los componentes del humo del cigarrillo, la nicotina y sus derivados
nitrosaminas 4 - (methylnitrosamino) -1 - (3-piridilo)-1-butanona (NNK) son los

carcinbgenos mas potentes. Se ha demostrado que COX-2 y la PGEZ2 juegan un
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papel fundamental en muchos tipos de cancer asociados con el tabaquismo,
incluyendo los canceres de pulmon, estdbmago y vejiga (25).

Obesidad. El sobrepeso y la obesidad han sido identificados como una causa
principal de muchos canceres, especialmente el de estomago (26).

Premalignos. Gastritis Atréfobica, metaplasia intestinal y displasia (27). Pelayo
Correa fue el primero en describir la historia natural del cancer gastrico de tipo
intestinal en sus estudios clasicos. Segun su teoria aceptada mundialmente, el
cancer gastrico de tipo intestinal surge de un proceso que se inicia como gastritis
cronica, gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal (madura o inmadura) y
finalmente displasia (leve, moderada o severa). Todo este proceso toma, en
teoria, entre ocho y diez afnos, aunque permanece sin aclararse si la metaplasia
intestinal es un proceso premaligno o un factor de riesgo para la aparicion del
cancer (28-30).

Anemia perniciosa. Es 20 veces mas frecuentes que en sujetos sanos. Ciertas
células en el recubrimiento del estbmago producen normalmente una substancia
necesaria para la absorcion de vitamina B12 de los alimentos. Si no hay suficiente
cantidad de esta sustancia, se produce una deficiencia de vitamina B12, lo que
conduce a problemas en la produccién de suficientes globulos rojos (anemia).
Ademas de la anemia, existe un riesgo levemente aumentado de cancer del
estdmago para los pacientes con esta enfermedad (31).

Enfermedad de Menetrier. (10% de asociacion con cancer gastrico) (32).

Pélipos gastricos. Hiperplasicos multiples, mayores de 2 cm con cierto grado de

displasia (0.4-4% de asociacion con cancer gastrico). Los tipos de pdlipos
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adenomatosos — también llamada adenomas — algunas veces se pueden convertir
en cancer (32).

Cirugia gastrica. Los canceres del estbmago son mas propensos a originarse en
las personas a quienes que se les ha extraido parte del estbmago para tratar
enfermedades no cancerosas como las ulceras, asi como en las gastrectomias
(mas frecuente Bilroth Il), oscila entre 5-15%, después de 20 afos de operado
(33).

Infecciosos. Sobrecrecimiento bacteriano.

Helicobacter pylori. Para producir enfermedad depende tanto de los factores de
virulencia bacterianos como de variaciones de la respuesta del huésped. Esta
bacteria coloniza el estbmago del humano y se asocia con gastritis, desordenes
duodenales, incluyendo gastritis cronica y adenocarcinoma gastrico (34, 35),
aproximadamente 1-2% de los individuos infectados desarrollan adenocarcinoma
gastrico, es el cuarto diagnostico mas comun de cancer y la segunda causa mas
comun de muertes por cancer en el mundo (36, 37). La infeccion del estbmago a
largo plazo con la bacteria Helicobacter pylori puede resultar en una gastritis
atréfica cronica (inflamacion y dafio de la capa mas interna del estbmago), un
posible cambio pre-canceroso del recubrimiento del estbmago. Los pacientes con
adenocarcinoma del estbmago tienen una tasa mas alta de infeccion que las
personas que no tienen cancer. No obstante, la mayoria de las personas que

portan esta bacteria en sus estbmagos nunca contraen cancer (38).

Sintomas y signos
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Dependen del tiempo de la enfermedad, edad del paciente, localizacion, la
extension y el tipo de tumor. En etapa temprana se asocia con escasos sintomas
sistémicos. A menudo no causa sintomas, aunque un 50% de los pacientes
pueden tener sintomas gastrointestinales inespecificos, tales como dispepsia. Los
carcinomas pueden mantenerse cronicamente silenciosos hasta una fase muy
tardia o asociarse con sintomas vagos como anorexia o molestias epigastricas.
Los sintomas sistémicos tales como anorexia y pérdida de peso sugieren difusiéon
de la enfermedad (39). El carcinoma incluye dolor abdominal, a menudo
persistente y no se alivia al comer, dificultad para deglutir, en particular cuando se
incrementa con el tiempo y vémitos con sangre, en el caso de los tumores que
obstruyen la salida gastrica, en tanto que los tumores ulcerados pueden causar
sangrado y hematemesis, mal aliento, eructos excesivos, exceso de gases
(flatulencia), inapetencia, nausea, llenura abdominal prematura después de las
comidas, pérdida involuntaria de peso, llenura abdominal vaga, debilidad o fatiga y
deterioro de la salud en general. La mayoria de los pacientes se diagnostican con

la enfermedad avanzada (40).

Diagnéstico de cancer de gastrico

Es necesario insistir acerca de la importancia del diagnéstico temprano del
adenocarcinoma gastrico. Ademas de la exploracion y la historia clinica completa
por parte del médico, los procedimientos para el diagndstico del cancer de

estdmago pueden incluir los siguientes (41):

Pruebas complementarias:
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Examen de sangre oculta en las heces. Busca indicios de sangre escondida
(oculta) en las heces. Es positiva en mas del 60% de casos. El cancer de
estbmago puede sangrar en pequenas cantidades que no son visibles a simple
vista. Con una pequefa muestra de las heces del paciente y mediante una
reaccion quimica en el laboratorio es posible saber si se estd perdiendo sangre.
Sirve so6lo como método de sospecha porque también las Uulceras y otras

enfermedades diferentes al cancer pueden sangrar (41).

Bioquimica con funciéon hepatica. Al comienzo del estudio es necesario buscar
datos de anemia, enfermedad del higado o sustancias presentes en la sangre en
excesiva cantidad que hagan sospechar la existencia de un tumor maligno

(marcadores tumorales) (41).

Marcadores tumorales. La medicion de marcadores tumorales séricos en
pacientes con cancer gastrico puede resultar de utilidad como factor prondstico o
como medidor de respuesta al tratamiento (41). EIl CEA es una proteina de
superficie celular altamente glicosilada que se encuentra elevada en el 15-65% de
los pacientes con cancer gastrico (41,42). La elevacion de CEA se ha
correlacionado con afectacidn ganglionar y metastasis peritoneales (42) y como
predictor de respuesta al tratamiento y de supervivencia (44). No es especifico de
este tumor, generalmente se asocia a enfermedad avanzada. La elevacion de Ca
125 puede ser un factor predictor de la presencia de metastasis peritoneales y un
factor de mal prondstico en cancer gastrico avanzado (42). Existen otros
marcadores de utilidad en carcinoma gastrico: Ca 19.9, Ca 72 y a-fetoproteina

(44),
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La endoscopia. Es ampliamente considerada como la prueba diagndéstica mas
sensible y especifica para el cancer gastrico. Con una alta resolucion endoscopia
es posible detectar ligeros cambios en el color, relieve y arquitectura de la
superficie de la mucosa que sugieren cancer gastrico temprano. La deteccion
endoscopica de estas lesiones iniciales puede ser mejorada con cromoendoscopia

(por ejemplo, con la solucién de indigo carmin al 0.4%) (45).

Endoscopia con fluorescencia e imagen por espectroscopia. Ofrece mas
alternativa para observar lesiones malignas y premalignas que no se observan en

la endoscopia con luz convencional (45).

La serie gastrointestinal (Gl) superior. También llamada esofagografia, es un
método de diagndstico que examina los 6rganos de la parte superior del sistema
digestivo: el eso6fago, el estbmago y el duodeno. Se ingiere un liquido denominado
bario (un producto quimico metalico, con apariencia de liquido yesoso, utilizado
para recubrir el interior de los 6rganos de forma que aparezcan en una placa de

rayos X). Después se toman los rayos X para evaluar los organos digestivos (46).

Esofagogastroduodenoscopia. También llamada EGD o endoscopia superior.
Es un procedimiento que le permite al médico examinar el interior del eso6fago, el
estdmago y el duodeno. Un tubo con luz, delgado y flexible, llamado endoscopio,
se pasa por la boca y la garganta, y luego por el eséfago, el estomago y el
duodeno. El endoscopio le permite al médico ver dentro de esta area del cuerpo,
asi como introducir instrumentos a través del endoscopio para tomar muestras de

tejido y realizar una biopsia, si es necesario (47).
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Ecografia endoscépica. Esta técnica de imagen utiliza ondas sonoras para crear
una imagen computarizada del interior del eséfago y del estémago. El endoscopio
se pasa por la boca y la garganta, y luego por el eséfago y el estbmago. Como en
una endoscopia normal, esto le permite al médico ver el interior de esta area del
cuerpo, asi como introducir instrumentos para tomar muestras de tejido (biopsia)

(48).

Biopsia gastrica. Consiste en la obtenciéon de un pequefo trozo de la pared del
estbmago para analizarlo luego al microscopio. Este analisis es capaz de
confirmar que la lesidon observada a simple vista es en realidad un cancer; también
nos dira el tipo y el grado de invasién de la pared del estbmago. La biopsia se
realiza introduciendo un diminuto bisturi a través del tubo que puede ser
accionado desde el exterior mediante un cable. La toma de biopsia es la principal
exploracion complementaria para el diagnostico del carcinoma gastrico. EI numero
de biopsias tomadas incrementa la exactitud diagnostica: la confirmacion de
cancer gastrico es de 70% con una biopsia, 95% con cuatro y se eleva a 98% con

siete biopsias (49).

Estadiaje: cuando la biopsia ha confirmado que existe cancer en el estbmago es
necesario saber que tan extendido esta y cual es su agresividad. Esta evaluacién
es imprescindible para saber cual es el tratamiento apropiado de cada paciente: se
llama ‘estadiar’ o conocer el estadio de un cancer. Para ello se recurre a diferentes

pruebas (50):
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1. La tomografia axial computarizada (TAC) permite ver si la enfermedad
afecta a 6rganos cercanos al estdmago como el higado, el pancreas o los ganglios
linfaticos y también otras zonas mas distantes como el pulmén. Requiere la
inyeccion de medio de contraste por la vena para resaltar las imagenes (48).

2. La ecografia abdominal es una prueba mas rapida, sencilla e indolora que
proporciona buena informacién sobre el higado y el pancreas aunque las
imagenes son a veces mas dificiles de interpretar por el médico (48).

3. Laparoscopia o cirugia: a veces es necesaria la inspeccion directa del
interior del abdomen para conocer con exactitud la afectacion del estébmago y
sobre todo de los ganglios linfaticos cercanos. El cirujano extrae todos los ganglios
proximos al estbmago que son analizados al microscopio por un patélogo. El
numero de ganglios invadidos por el tumor esta directamente relacionado con la

gravedad de cada caso y con el tipo de tratamiento que precisa (48).

Clasificacion

El adenocarcinoma ha sido clasificado de muchas maneras y por diversos autores.
De acuerdo al estadiaje se clasifica en temprano y avanzado por un lado y segun
el sistema TNM por otro. El temprano, desde el punto de vista macroscépico en 0,
, Ila, llc, lIb y lll y sus combinaciones, denominandosele tipo 0 al cancer temprano
y al cancer avanzado, por costumbre se le ha denominado como Borrmann: I, Il, IlI
y IV. Se incluye el tipo V que corresponderia al carcinoma no clasificable. La
clasificacion histologica segun Lauren comprende el tipo intestinal, el difuso y el

mixto (51).
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De acuerdo a la extensién del tumor y su aspecto macroscopico se clasifica en

cancer temprano y cancer avanzado (52):

e Cancer gastrico temprano (cancer tipo 0):

Compromete mucosa o mucosa y submucosa pudiendo presentar metastasis
regionales. Este cancer puede estar confinado por mucho tiempo superficialmente
en el epitelio sin llegar a la lamina propia, se le ha denominado como “cancer
mucoso” o “cancer in situ”, debiéndosele llamar “neoplasia maligna intraepitelial”.
Es importante senalar, que a este tipo de “cancer temprano” (“cancer” confinado al
epitelio de la mucosa) no es un verdadero cancer, ya que este término
etimolégicamente deriva de la palabra griega “cangrejo”, es decir, tiene el caracter
de infiltrante o invasivo (53, 54).

La clasificacion del cancer gastrico temprano o Tipo 0, fue establecida por la
Sociedad de Endoscopica Japonesa para la descripcidon de los tumores T1 y se le
clasifica en la siguiente forma (Figura 1) (55):

Tipo 0 I: La lesién tiene un grosor de mas del doble de la mucosa normal.
Tipo 0 lla: La lesion tiene un espesor de hasta el doble de la mucosa normal.

Tipo 0 lIb: La lesion tiene un espesor semejante a la de la mucosa normal.

Tipo O llc: La lesién es ulcerada y tiene una depresion superficial en la mucosa
normal.

Tipo 0 lll: La lesion es ulcerada y excavada hasta la submucosa (55).
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Tipo 01 Polipoide
Superficial v elevado

Superficial v plano

} Ulcerado

Figura 1. Cancer gastrico temprano (cancer tipo 0). Mas explicitamente se les

Tipo 0 II

Tipo 0 III

clasifica en formas fundamentales y formas combinadas. En el tipo superficial
combinado, se pone primero el tipo que ocupa la mayor superficie seguido por el

tipo que esta en menor proporcién, por ejemplo, lic + llI.

e Cancer avanzado :

La clasificacién de Borrmann se emplea exclusivamente para el cancer avanzado
que excede los 3-4 cm de tamano e invade la muscular como minimo y se le
denomina como lo senal6 €l mismo en el ano 1926 (56):

Tipo |, Tipo Il, Tipo lll y Tipo IV.

Y en honor al autor se les llama Borrmann |, 11, Ill, y IV. Borrmann no describio el

tipo V. Borrmann hizo la primera clasificacion pronostica de supervivencia del
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carcinoma gastrico segun el aspecto morfolégico y microscopico de la lesion
(Figura 2).

Actualmente la clasificacion queda como sigue:

Tipo 0: Cancer Temprano

Tipo 1 o Borrmann |_polipiode: canceres circunscritos, solitarios y sin ulceracion,
de localizacion preferente en fundus o curvatura mayor. Son los de mejor
pronostico. Son la forma de presentacion menos frecuente.

Tipo 2 o Borrmann Il_ulcerado: con elevacién marginal de tipo parietal y con
contornos bien definidos. Es la forma mas frecuente. Son poco infiltrantes, de
crecimiento lento y metastasis tardias.

Tipo 3 o Borrmann lll_crateriforme: corresponden a canceres ulcerados; en parte
con elevacién marginal y diseminacion difusa parcial. Se localizan con frecuencia
en antro y curvatura menor.

Tipo 4 o Borrmann IV_difuso: infiltrante a linitis plastica. Son tumores de gran

crecimiento por la submucosa y subserosa. Se distinguen dos tipos:

o Escirro: crecimiento infiltrante muy rico en tejido conectivo.

o Linitis plastica de Brinton: es el tumor mas maligno.

Tipo 5 0 Borrmann V que indica un cancer avanzado no clasificable (56).
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Bormann |

Foliposo
Borrmann || Ulcerado
Borrmann li Ulcerado-infitrante
Borrmann IV Infiltrante difuso

(Linitis plastica)

Figura 2. Clasificacién del cancer gastrico avanzado segun Borrmann.

Clasificacion T.N.M
La profundidad de invasién tumoral y la afectacién ganglionar son los factores
pronosticos independientes mas importantes en el carcinoma gastrico (57).
Basado en estos dos factores se define el sistema de estadiaje mas utilizado TNM
(Figura 3) (58).
Extension del tumor primario (T).
Tx: El tumor primario no puede evaluarse.
TO: No hay evidencia de tumor primario.
Tis: Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sin penetracion de la lamina
propia.
T1: Carcinoma en la mucosa y submucosa.

T2: Carcinoma que se extiende a la muscular propia o la subserosa.
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T3: Carcinoma que rompe la subserosa (peritoneo visceral) sin invadir las

estructuras adyacentes.

T4: Carcinoma que compromete estructuras vecinas (adyacentes).
Presencia de ganglios linfaticos regionales (N)

NX: Los ganglios regionales no pueden evaluarse.

NO: No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

N1: Metastasis en 1 a 6 ganglios linfaticos regionales.

N2: Metastasis en 7 a 15 ganglios linfaticos regionales.

N3: Metastasis en mas de 15 ganglios linfaticos regionales.
Presencia o ausencia de metastasis en 6rganos distantes (M).

MX: Las metastasis a distancia no pueden establecerse.

MO: Sin metastasis a distancia

M1: Metastasis a distancia (50).

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IB T N1 MO
T2 NO MO
Estadio Il T N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIA T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
Estadio llIB T3 N2 MO
Estadio IV T1,T2, T3 N3 MO
T4 N1, N2, N3 MO
cualquier T cualquier N M1

Figura 3. Agrupacion de estadios.
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Clasificacion histologica

La clasificacion celular solo se refiere a los adenocarcinomas y no a otros tipos de
células como linfomas y sarcomas (59).

Aunque existen varias clasificaciones histologicas reportadas en la literatura, en el
presente trabajo solo se describe la clasificacion de Lauren, que es como se

diagnosticara nuestra poblacion de estudio.

Clasificacion de Lauren

Se divide en los siguientes tipos: Difuso, intestinal y mixto. También se le
denomina DIO (difusse, intestinal and other). Con una frecuencia de 33% y 53%
respectivamente. Un 14% no esta encuadrado dentro del patron intestinal o difuso,
pero se le considera como indiferenciado sin produccion de moco (mixto) (60).
Tipo intestinal

Corresponde a los carcinomas gastricos bien o moderadamente diferenciados. Se
caracteriza por la presencia de formaciones glandulares y células epiteliales que
recuerdan a las células intestinales, tienden a crecer formando noédulos con
amplios frentes cohesivos. La cohesion celular es buena y el tumor esta
usualmente bien delimitado por un claro margen. Habitualmente este tipo de tumor
se localiza en el antro, y asienta en zonas donde previamente existia metaplasia
intestinal, especialmente la de tipo incompleto o coldnico, y macroscépicamente
adopta la forma polipoide (Tipo I) o ulcerada con bordes elevados (Tipo Il) de la
clasificacion de Borrmann (61).

Tipo difuso
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Corresponde a la variedad infiltrativa. Son carcinomas mal diferenciados, con
células dispersas que invaden en forma individual o en pequefios grupos, y en los
que es posible observar células en anillo de sello y mucina dispersa por el
estroma; su patrén de crecimiento es infiltrativo a los fasciculos y al tejido
conjuntivo. Se localiza preferentemente en el fondo (61).

Estos dos subtipos tienen distintas vias de carcinogénesis. El tipo intestinal
presenta una serie de lesiones precursoras: gastritis superficial, gastritis atréfica,
metaplasia intestinal y displasia. En este proceso intervienen genes como k-ras
(62), p-53 y DDC, que intervienen en diferentes escalones evolutivos. En el tipo
difuso no pueden distinguirse lesiones preneoplasicas y son otros factores
moleculares, como la ausencia de cadherinas, las que intervienen en su
carcinogénesis (63).

Tipo Mixto

Para los casos que no cumplen los criterios anteriores se considerd un tercer
grupo llamado mixto y no clasificado, donde mixto corresponde a los casos que
mostraron hallazgos de los dos tipos (intestinal o difuso) en igual proporcion y no
clasificado cuando el cancer no pudo ser clasificado en ninguna de las dos

categorias (64).

- Localizacion. Los tumores localizados en el tercio proximal o union
cardioesofagica conllevan un peor pronéstico y un aumento de la frecuencia de

tumores difusos (60,65).
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Reaccion inflamatoria

La inflamacion crénica se caracterizada por la infiltracion de varios tipos de células
inflamatorias en la mucosa gastrica; entre ellas estan los neutrdéfilos, macrofagos,
células dendriticas y linfocitos T. Dicha respuesta inflamatoria esta mediada por un
complejo grupo de citoquinas  proinflamatorias,  quimiotacticas e
inmunosupresoras, y moléculas reactivas derivadas de oxigeno y nitrégeno, las
cuales son producidas por células inflamatorias y células epiteliales en respuesta a
estimulos inducidos (66,67,68).

La secrecidn excesiva y prolongada de los mediadores de inflamacién
anteriormente mencionados, tiene consecuencias importantes en el contexto de la
inflamacion y la fisiologia gastrica, las cuales podrian traducirse en un mayor
riesgo de desarrollar cancer gastrico. Algunas de las citoquinas que participan
como mediadores de la respuesta inflamatoria, han sido asociadas con un mayor
riesgo de desarrollar lesiones gastricas precancerosas y cancer gastrico (68).

El grupo internacional de expertos reunido en Houston en 1994, para la revision
del Sistema Sydney de clasificacion y gradacion de las gastritis llegd a los

siguientes acuerdos:

No activa: Ausencia total de PMN en la lamina propia y en el epitelio glandular y el
de las criptas. La densidad inflamatoria medida en el seno de la lamina propia es
de un maximo de 2 a 5 linfocitos, células plasmaticas y macrofagos por campo de

gran aumento.
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Actividad leve: Presencia de escasos PMN unicamente en la lamina propia. La
densidad inflamatoria medida en el seno de la lamina propia es de un maximo de 5

a 10 linfocitos, células plasmaticas y macréfagos por campo de gran aumento

Actividad moderada: Cuando los PMN se encontran no solo en la lamina propia

sino también infiltrando el epitelio glandular y el de las criptas.

Actividad severa: Cuando se encuentran abundantes PMN tanto en la lamina

propia como en el epitelio glandular y el de las criptas.

La valoracion de la densidad del componente inflamatorio debe realizarse en la

mucosa alejada de posibles foliculos o agregados foliculares linfoides (69).

X ormal Leve Moderado Severo

Neutrofilos

Figura 4. Escalas visuales de los infiltrados inflamatorios, grados 0 — 1 — 2 — 3 del

Sistema Sydney renovado, 1994.
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Respuesta inmunoreguladora
El sistema inmune es una red intrincada en la que participan diferentes tipos de
células y de moléculas. La accion coordinada de todos sus elementos permite que
se desarrolle una respuesta eficaz contra los tumores. Sin embargo, la célula
tumoral presenta diversos mecanismos de evasion que permiten el desarrollo del
mismo. La interaccion de factores genéticos y estimulos ambientales provoca
alteraciones en las células, que frecuentemente llevan a una proliferacion celular
anormal. El sistema inmune presenta diversos mecanismos celulares vy
moleculares que le permiten reconocer y eliminar las células transformadas, en
estos eventos hay interaccion de distintas moléculas como las del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH), el receptor de antigenos de linfocitos T (TCR),
moléculas de adhesion, antigenos tumorales y citoquinas. Sin embargo, en
algunas ocasiones, la respuesta inmunoldgica no es lo suficientemente efectiva
para controlar el crecimiento celular anormal, lo que trae como consecuencia el
desarrollo de un tumor (70).
A pesar de la inmunovigilancia, las células tumorales poseen mecanismos de
evasion a la respuesta inmunoldgica, que permiten su crecimiento.
Algunos de los mecanismos hasta ahora identificados son:
a) escasa inmunogenicidad de los antigenos tumorales;
b) velocidad de crecimiento tumoral que supera la respuesta inmunoldgica;
c) ausencia o enmascaramiento de los antigenos del CMH clase |,
d) activacion de una respuesta inflamatoria local que impide el reclutamiento de

las células efectoras contra el tumor; vy,
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e) secrecion de factores que inhiben la activacién de la respuesta inmunoldgica
(71).

La inmunovigilancia tumoral se mide mediante dos tipos de mecanismos: la
respuesta inmunolégica innata y la respuesta inmunoldgica adaptativa. La
respuesta inmunoldgica innata se considera como la primera barrera contra
células tumorales, las cuales son reconocidas por un proceso independiente de
antigeno. Este mecanismo es mediado por un patrén de receptores y de
moléculas de superficie celular expresados en la célula tumoral. Entre las
principales células que reconocen a la célula tumoral se encuentran las células
asesinas naturales NK, las cuales reconocen la baja o nula expresion de
moléculas MHC | sobre la célula tumoral, asi como proteinas relacionadas con
estrés, como la expresién de MICA y MICB, que son ligandos de los receptores
NKG2D expresados por las células NK (72).

El sistema inmunologico de los mamiferos funciona como una red intrincada y
perfectamente regulada, en la que participan varias poblaciones celulares
(linfocitos T y B, macrofagos y otras células), asi como moléculas solubles
(citoquinas). La interaccion de todos estos elementos permite que se desarrolle
una respuesta inmunoldgica eficaz contra tumores.

En relacidbn con la respuesta inmunoldgica adaptativa, ésta requiere del
reconocimiento de antigenos tumorales para detectar y eliminar la célula tumoral
por medio de las células efectoras de la respuesta inmunolégica. Se ha
demostrado que la respuesta inmunolégica mediada por células es la mas

importante para eliminar células neoplasicas. Esta respuesta es dependiente de la
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activaciéon de los linfocitos T y de las células presentadoras de antigenos
profesionales APC (73).

Para que se produzca una respuesta inmunolégica celular eficiente contra
tumores, se requiere primero que los determinantes antigénicos sean expresados
por las células tumorales; luego que los antigenos sean eficientemente
presentados por las moléculas del CMH, posteriormente que el reconocimiento de
estos antigenos estimule la respuesta de los linfocitos T (CD4+ y CD8+), linfocitos
B y macrofagos y finalmente que las células efectoras sean capaces de llegar al
sitio del mismo. Para que los primeros pasos puedan realizarse, es necesaria la
participacion de varios tipos de moléculas, como son las del MHC, el TCR, las
moléculas de adhesion y antigenos tumorales (73).

Moléculas del complejo principal de histocompatibilidad.

Son dos grupos de proteinas transmembranales: las de clase | (HLA-A, B, C) y las
de clase Il (HLADP, DQ, DR). Una caracteristica de estas moléculas es que
presentan un gran polimorfismo, por lo que cada persona posee un grupo unico de
alelos de MHC (74).

Sirven como moléculas presentadoras de antigenos procesados (clase | para los
endogenos y clase Il para los exdégenos) presentandolos en la superficie de las
células (75).

La activacion de los linfocitos T, requiere que las células dendriticas (CD) capturen
y procesen los antigenos, migren a los nodulos linfaticos regionales donde van a
presentar los antigenos tumorales digeridos a los linfocitos T CD8+ mediante las
moléculas del MHC clase |. En este proceso se activan tanto los linfocitos T CD4+

y CD8+ especificos contra los péptidos tumorales. Los linfocitos T CD8+
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citotoxicos son los responsables de lisar y eliminar a las células tumorales, por el

reconocimiento de los péptidos tumorales asociados a las moléculas del MHC

clase | expresado en la superficie de la célula tumoral. Por otro lado, los linfocitos

T CD4+, son los encargados de orquestar la respuesta inmunolégica antitumoral,

ya que estan involucrados en la induccién y activacion de los linfocitos T CD8+ a

través de la produccion de citocinas. Ademas, los linfocitos T CD4+ son capaces

de interactuar con moléculas MHC clase Il de las APC en el proceso de

presentacion de antigenos tumorales y activar a los precursores de linfocitos T

CD8+ (Figura 4) (76,77).
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Figura 5. Mediadores de la respuesta inmune contra tumores.
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La inflamacion, como parte de la respuesta inmunitaria innata contra antigenos
bioldgicos, quimicos y/o fisicos, puede dafiar el DNA, inducir proliferacion celular y
modular la apoptosis, mecanismos todos ellos importantes en aparicién vy

progresion del proceso tumoral, regulado por citocinas y quimiocinas (78).

La apoptosis, o muerte celular programada, es una parte fundamental en la
cinética celular normal para un adecuado equilibrio entre proliferacion y muerte
celular. La pérdida de apoptosis espontanea se ha correlacionado con un peor

pronostico en el carcinoma gastrico (79).

El proceso inflamatorio cronico contribuye al desarrollo del cancer gastrico. La
inflamacion progresiva activa la respuesta de las citocinas, células inflamatorias,
radicales libres, y subsecuentemente la transformacién maligna. Las respuestas
individuales de inflamacién, mediciones de variaciones genéticas pueden

influenciar el proceso inflamatorio y el riesgo de cancer (80).

Citocinas

Muchos de los eventos de la respuesta inmunologica estan regulados por
moléculas solubles Ilamadas citocinas, las cuales son secretadas por una gran
variedad de tipos celulares, pero principalmente las producen los linfocitos TCD4+.
Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular, que pueden secretarse o
permanecer unidas a la membrana celular. Para realizar su funcion biologica se
requieren en concentraciones de nanogramos a picogramos. Las citocinas actuan
de manera autocrina al modular la actividad celular, o de manera paracrina al

inducir la produccién de otras citocinas mediante otras extirpes celulares. Ademas
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las citocinas son importantes en la regulacion de la proliferacion y diferenciaciéon
celular, en la quimiotaxis celular y en la activacion de células de la respuesta

inmunoldgica (Figura 5) (81).
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Figura 6. Efectos de las citocinas. Las citocinas pueden ejercer su efecto de forma
autocrina (misma célula), paracrina (células vecinas) y endocrina (células lejanas a
través de la sangre). Las citocinas son moléculas que poseen una vida media muy
corta y actuan a muy bajas concentraciones, mediante la union a receptores se

alta afinidad.

Las citocinas que estan directa o indirectamente involucradas en los procesos
inflamatorios reciben el nombre de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IFNy
y TNF-a) y promueven la respuesta inmunologica mediada por células. Las
citocinas que suprimen la actividad de las citocinas proinflamatorias son las

citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10 e IL-13, que son potentes mediadores de los
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linfocitos B. De esta manera, el perfil de expresion de citocinas presentes en una
enfermedad determinara el tipo de respuesta inmunoldgica que se genere (82,83).
Las citoquinas presentan diversos mecanismos de accién a través de los cuales
pueden provocar el rechazo de tumores, ya sea:

a) actuando directamente contra la célula tumoral (citdlisis, quimiotaxis, dafo
vascular y diferenciacion celular);

b) aumentando la expresion de moléculas del MHC clases | y Il, moléculas de
adhesion y otros antigenos (algunas de ellas especificas o asociadas a tumores);
c¢) reclutando, expandiendo y estimulando células efectoras contra el tumor; tal es

el caso para los mecanismos de accion del rechazo tumoral (84).

Interferon gamma INF-y

El INF-y es producido por linfocitos Th1, CTL y por células NK. Ademas de su
efecto antiviral posee una importante actividad inmunomoduladora. Incrementa la
expresion de antigenos de HLA de clase | y Il en varios tipos celulares, lo que
facilita su funcion presentadora de Ag y activa a los macréfagos, incrementando su
capacidad de defensa contra las infecciones.

Actia de forma autocrina sobre las propias células NK que lo producen,
aumentando su actividad citolitica y, como consecuencia, incrementando su efecto
antitumoral. Sobre los linfocitos Th2 inhibe la proliferaciéon, de manera que su
presencia durante la estimulacion antigénica induce la diferenciacién de linfocitos
T hacia células efectoras tipo Th1 favoreciendo, por lo tanto, el desarrollo de las

respuestas inflamatorias.
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Se considera como uno de los principales inmunoreguladores de la respuesta

inmunoldgica celular. EI INF-y tiene mayor actividad contra neoplasias. Favorece

la expresion de las moléculas de MHC clase | y potencia el efecto protector (85).

El IFN-y es crucial para el control de

la infeccion de H. pylori pero también

produce cambios preneoplasicos en la mucosa gastrica infectada (Figura 6) (86).
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Figura 7. Acciones del INF-y sobre las células dendriticas y células tumorales
donde aumenta la expresion de moléculas HLA y sobre la médula, aumentando el

proceso hematopoyético de manera significativa.

IL-2

Es producida mayoritariamente por linfocitos T en respuesta Th1, aunque su
produccion puede ser también inducida en células dendriticas vy
monocitos/macréfagos.

Es un potente activador de los linfocitos T, activa a las células NK, macréfagos,
linfocitos B y estimula la liberacién de varios citocinas. Su efecto antitumoral es

mediado por promover la activacion de las células NK, células asesinas activadas
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por linfocinas (LAK) y otras células citotoxicas, asi como la induccion de INF-y,
TNF-a (87).

La 1l-2 Juega un papel importante en la activacion de la respuesta inmunolégica
contra tumores; tiene mayor actividad antitumoral, "in vitro" e "in vivo". Se ha
demostrado que la aplicacion de IL-2 estimula la actividad citotoxica de linfocitos T

contra tumores y permite que se lleve a cabo el rechazo de tumores (Figura 7).
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Figura 8. IL-2R: La IL2 posee distintos grados de afinidad con el IL-2R segun esté
formado por una, dos o las tres cadenas. De esta manera se regula la intensidad

del efecto en cada caso. El IL-2Ra equivale al marcador de activacion CD25.

En experimentos con células tumorales poco inmunogénicas transfectadas con el
gen de IL-2, se suprime en forma marcada el crecimiento "in vitro". El grado de
supresion del crecimiento se correlaciona directamente con la cantidad de IL-2
producida por la célula tumoral. En estos modelos se observé ademas que las
células efectoras que participan en el rechazo de los tumores son del fenotipo
CD4+ (88,89).

La administracién de IL-2 recombinante en pacientes con cancer puede provocar

fases de remisién. En pacientes con leucemia mielocitica cronica (LMC), la

43



aplicaciéon de IL-2 posterior al trasplante de médula 6sea (TMO) mostré elevacion
en la actividad de células asesinas naturales (NK) con reactividad hacia las células
tumorales. Estos pacientes tuvieron una mejor respuesta que aquellos que no
mostraron elevacion de sus niveles de NK (90).

La activacion y propagaciéon inducida con IL-2 sobre linfocitos no especificos,
resulta en la generacion de células con actividad citotdxica o linfocitos asesinos
activados por linfoquinas (LAK), que tienen la capacidad de atacar a las células
tumorales "in vitro". En pacientes con melanoma metastasico y carcinoma renal, el
tratamiento con IL-2 y células LAK autélogas produjo disminucion en el tamafio de
los tumores (91). Sin embargo, la frecuencia de respuesta completa en estos
pacientes fue sélo del 15 al 20%. Los linfocitos infiltrantes de tumores (LIT) son
células con mayor especificidad hacia las células tumorales y pueden ser aisladas
a partir de las células que infiltran los tumores como parte de la respuesta
inflamatoria. En pacientes con melanoma metastasico, el tratamiento con IL-2 y

LIT resulté en un 50% de mejoria (92).

IL-4

Es secretada por células del subgrupo Th2, mastocitos, baséfilos, células del
estroma de la médula 6sea. Es una citocina muy pleiotrépica, ya que ejerce
numerosos efectos en diferentes tipos celulares. Promueve la diferenciacion de
linfocitos T virgenes hacia células de tipo Th2, inhibiendo la generacion de células
Th1. Por otra parte, promueve un patréon de cambio de clase que produce IgG que

no activa la via del complemento. La IL-4 también aumenta el desarrollo de la
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respuesta inmunoldégica humoral a través de la induccion del crecimiento y
diferenciacién de linfocitos B produciendo el cambio de isotipo hacia IgM a IgE.
Este efecto en la produccion de IgE se engrana con la diferenciacién y activaciéon
de eosindfilos por IL-5. Por todo ello, los efectos de esta citocina se han
relacionado también con el desarrollo de procesos alérgicos al estar relacionados
con un incremento de IgE. La IL-4 y la IL-10 suprimen la expansion de poblaciones

de células Th1 (93).

La IL-4 estimula a linfocitos B y a macréfagos; produce inhibicion del crecimiento
tumoral, pero el mecanismo parece ser diferente a la inhibicion causada por IL-2.
En tumores productores de IL-4, el crecimiento se suprime considerablemente
tanto en ratones atimicos como en normales (94). En ratones atimicos, las células
infiltrantes del tejido tumoral se han identificado como macrofagos activados y
eosinofilos, pero no linfocitos. No esta claro si estas células son efectoras o no,
aunque una de las principales actividades de IL-4 es la induccién de macrofagos

con actividad antitumoral (95).

IL-10
Es producida por linfocitos T CD8, Th2, asi como también por células como
monocitos/macréfagos, linfocitos B, queratinocitos y otros varios tipos celulares
(96).
La IL-10 inhibe la expresion del gen y sintesis de las células T y los macréfagos,
citoquinas proinflamatorias y suprime la funcién de células presentadoras de

antigeno (96). Es la citocina inmunosupresora por excelencia, inhibiendo la
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sintesis de muchas otras citocinas, entre las que podemos citar IFN-gamma, TNF-
alfa, IL-2, IL-12, y la expresion de MHC-II (Figura 8), e inhibiendo la produccién de
los reactantes dependientes de oxigeno y moléculas de adhesiéon en monocitos
(Figura 8). También tiene efectos antiproliferativos sobre muchos tipos celulares.

La IL-10 ejerce ademas multiples actividades inmunomoduladoras (97).
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Figura 8. Th1-Th2: Estos linfocitos poseen capacidad distinta de producir
citocinas. De ahi que tengan diferente funcién en la respuesta inmune: los
primeros son inductores de respuesta celular, mientras que los segundos los son
inductores de respuesta humoral. A su vez ambos tipos de linfocitos se inhiben
mutuamente mediante INF-y (a los Th1) y la IL-10 (a los Th2). Algunos
polimorfismos localizados en la regién 5 del gen IL-10 han sido asociados con
cambios en los niveles de expresion de esta proteina (98, 99). Varios estudios han
vinculado algunos de estos polimorfismos con un mayor riesgo de desarrollar
cancer gastrico y lesiones gastricas precancerosas (100, 101, 102). De acuerdo
con la funcién de IL-10, una menor expresion de esta proteina podria resultar un

escaso control en la producciéon de citoquinas proinflamatorias, lo cual se
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traduciria en una respuesta inflamatoria excesiva y, consecuentemente, esto
podria resultar en un mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico.

TGF-8

El TGF- B como la IL-10, no sélo es un potente inmunosupresor y citocina anti-
inflamatoria, también es un regulador central de la proliferacién y funcién de
células T (103, 104).

Es sintetizado por muchas estirpes celulares como linfocitos T, macréfagos,
plaguetas y células dendriticas, y su expresion regula de manera autdcrina o
paracrina la diferenciacion, proliferacién y el estado de activacion de éstas y
muchas otras células. En general, el TGF- 1 tiene propiedades pleiotropicas en el
contexto de la respuesta inmunoldgica durante el desarrollo de infecciones vy
procesos neoplasicos. ElI conocimiento de los mecanismos moleculares de la
regulacion del TGF-B1 puede representar una importante estrategia de tratamiento
del cancer (105,106).

El TGF-B es una citocina multifuncional que inhibe el crecimiento de las células
epiteliales, induce la apoptosis en una variedad de tipos de células, estimula el
crecimiento de nuevos vasos, y es un potente inmunosupresor (Figura 9).
Ademas, entre las funciones del TGF-B esta la elaboracion de la matriz
extracelular (104). Existen varias isoformas del TGF- designadas como TGF-31,
TGF-p2, TGF-B3, TGF-p4 y TGF-B5. Adicionalmente, un heterodimero del TGF-
B12, se ha identificado en plaquetas porcinas. Las isoformas 1, 2, y 3 se
encuentran codificadas en los cromosomas humanos19qg13, 1941 y 1424 (107-

108).
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Figura 10. El TGF-B puede actuar como un mitdgeno indirecto sobre células
mesenquimales o como estimulador de la sintesis de proteinas de matriz
extracelular. Sin embargo, es también un potente inhibidor de la proliferacion de

células epiteliales, endoteliales, linfoides y mieloides.

Todas las células normales y la mayoria de las células neoplasicas tienen
receptores en su superficie para el TGF-B1. Los receptores TRRI y TBRII son los
responsables de los efectos biolégicos de TGF-B1 en las células B de los
mamiferos; sin embargo, los receptores TBRIII, constituidos por los betaglicanos y

la endoglina, son también capaces de unirse a TGF-31 (108).
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El TGF-B1 es el inhibidor mas potente de la proliferacion de células de origen
mieloide, mesenquimal, epitelial, linfoide, endotelial y de varios tipos de células
malignas, puede estimular la proliferacion de fibroblastos normales, de células no
epiteliales y ciertos tipos de células mesenquimales, regula factores de
crecimiento que intervienen en la diferenciacién celular (109).

En el contexto de la respuesta inmunoldgica, dependiendo de la concentracién del
TGF-B1, induce o inhibe la produccion de citocinas por monocitos, pero inhibe la
respuesta protectora de estas mismas células; promueve la quimiotaxis de
fibroblastos, monocitos y neutréfilos; aumenta las funciones efectoras y de
memoria de los linfocitos T CD4+ antigeno-especificos; estimula la secrecién de
IgA; inhibe la proliferacion de linfocitos, células endoteliales, hepatocitos,
queratinocitos y ciertas lineas celulares tumorales; inhibe la secrecién de IgG e
IgM; suprime la hematopoyesis dependiente de IL-3 (110-115).

El TGF-B1 tiene un espectro muy amplio de funciones, las cuales dependen del
estado de activacion celular, de su concentracion, del balance de expresion de
otras citocinas y de las condiciones fisioldgicas de las células sobre las que actua;
asociada con el estado de diferenciacion celular. La accion del TGF-1
corresponde a la inhibicién del ciclo celular. En los puntos de control del ciclo
celular entre las fases G1 a S y G2 a M, puede bloquear el ciclo celular en la
transicion de la fase G1 a la fase S, mediante la inducciéon de un conjunto de

genes conocidos como inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas Kip (116).
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2.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Citocinas y microambiente tumoral

En virtud de que las citocinas tienen funciones pleiotrépicas, es dificil determinar la
participacion de una citocina en particular en la progresién del cancer. Esto se
debe a la relacion con otras citocinas, factores de crecimiento y hormonas, que
actuan simultdneamente en el sitio del tumor, asi como con el blanco celular sobre
el que actuan (117).

Por encima de la produccién normal de citocinas inflamatorias, el cambio de
polimorfismos en sus regiones promotoras, se ha vinculado a un incremento de
riesgo de cancer gastrico (100, 118, 119).

Se ha determinado que en diversos tipos de cancer se producen citocinas
inmunosupresoras en el sitio tumoral, las cuales favorecen la progresion del
proceso neoplasico (120).

Hay dos mecanismos que pueden explicar la participacion de las citocinas en el
desarrollo del cancer. 1) Es posible que las citocinas favorezcan el desarrollo
tumoral al interactuar con factores de proliferacién, inducir la actividad de la
angiogeénesis del tumor y promover la metastasis por el incremento de la adhesion
celular. 2) Las citocinas como mediadores de la respuesta inmunoldgica pueden
inhibir la expresién de las moléculas y de receptores, tanto de las células de la
respuesta inmunoldgica como de la célula tumoral, las cuales estan involucradas

en la identificacién y destruccidén de la célula tumoral (como la desregulacion de
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las moléculas MHC clase | y I, de moléculas coestimuladoras y la desregulacién
de la cadena zeta del complejo TcR/CD3) (121,122).

En diferentes neoplasias, se ha observado una tendencia en la expresion de
citocinas antiinflamatorias y una disminucibn de expresion de citocinas
proinflamatorias (123).

Este cambio en la expresion de citocinas proinflamatorias a antiinflamatorias
podria facilitar la progresion tumoral por la subversion de los mecanismos de
inmunovigilancia celular. La expresion de las citocinas IL-4, IL-10 y TGF-B1
correlaciona con la severidad de la enfermedad (124).

La expresion de un perfil de citocinas antiinflamatorias en el microambiente
tumoral favorece un estado de inmunosupresion local, el cual se asocia con la
desregulacion de varias moléculas de la respuesta inmunoldgica (125). A favor de
esta hipotesis, se ha informado sobre varias alteraciones de la respuesta
inmunoldgica en pacientes con lesiones premalignas y malignas. Por ejemplo, se
ha informado de una baja expresion de moléculas del MHC clase | asociada a la
baja expresion de TAP1 (126), de la disminucién de la expresion de las moléculas
coestimuladoras como B7 sobre la célula tumoral (127), de baja expresion de
CD25 (128) y de la cadena ¢ del complejo TcR/CD3 en linfocitos T infiltrantes de
tumor y en células NKTs (129,130).

Las células tumorales tienen baja capacidad para activar a la respuesta
inmunoldgica, como resultado de la disminucion de la expresion de moléculas del
MHC clase | y Il, de moléculas de adhesion celular y de moléculas
coestimuladoras. Esto impide la adecuada presentacion de los antigenos

tumorales y la activacion de los linfocitos T. Este efecto se confirma por la
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secrecion de citocinas inmunosupresoras como IL-10 y TGF-f1 y una nula
expresion de citocinas proinflamatorias involucradas en la activacion de la
respuesta inmunoldgica. La identificaciéon de las citocinas y quimiocinas como
inductores de la maduracion, activacion y migracion de células efectoras de la
respuesta inmunoldgica ha permitido que sean utilizadas como activadores de la
respuesta inmunoldgica contra varios tumores. En varios modelos tumorales se ha
determinado que las citocinas pueden favorecer la regresién del tumor, al activar
la respuesta inmunolégica mediada por células (131).

Las citocinas IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18 y el factor estimulador de colonias de
granulocitos-monocitos (GM-CSF) se han utilizado preferentemente en la
inmunoterapia contra el cancer. Estas citocinas promueven la activacion de
linfocitos T contra antigenos tumorales, activan la respuesta inmunoldgica no
especifica e inducen la expresion de otras citocinas activadoras. Ademas, también
pueden activar varias células de la respuesta inmunolégica como: las células NK,
monocitos y macrofagos. Estas citocinas favorecen la presentacion de los
antigenos especificos del tumor por parte de las propias células malignas (131).

El mecanismo de inhibicidon del desarrollo tumoral por IL-2 se ha determinado por
la capacidad para promover el infiltrado de linfocitos T y células NKs al sitio del
tumor, lo que aumenta el nivel de actividad litica. La presencia de IL-2 favorece la
expresion de las subunidades B y y del receptor IL-2 en células tumorales, las
cuales se requieren para los eventos de traduccion de sefales (132).

Las citocinas IL-10, TNFy e IL-6 pueden funcionar en una forma autocrina y

paracrina, cabe mencionar que los polimorfismos de las citocinas IL-10, IL-8 y
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TNFa en las células tumorales, se han relacionado con la progresion al cancer
gastrico (133).

Muy pocos estudios han evaluado el papel directo de la IL-10 en la
carcinogénesis. Los niveles de la IL-10 intracelular en los monocitos de pacientes
con cancer gastrico avanzado es significativamente mayor comparado con los
niveles en pacientes con enfermedad temprana o con los niveles de individuos
sanos (134). La expresién de IL-10 en tejido de pacientes con cancer gastrico
esta correlacionada con resultados poco alentadores (135, 136). Cada vez hay
mas evidencias que una elevada concentracion de IL-10 en suero y en la cavidad
peritoneal, estd asociada con la progresion del tumor y con el pronéstico de los
pacientes con cancer gastrico (137-141). Estos hallazgos sugieren que las
propiedades inmunosupresoras de la IL-10 pueden contribuir a la progresiéon del
tumor a través de la supresién de la inmunidad antitumoral del hospedero. Aunque
la IL-10 recientemente la han reportado como un potente factor angiogénico en las
células de carcinoma de pulmén, surgen discrepancias por presentar una
propiedad similar en células de cancer gastrico (142).

Funcién del TGF-B1 en la oncogénesis.

Los TGF-B regulan la proliferacion de muchas células normales; sin embargo, en
las células tumorales ocurre la pérdida de respuesta a esta citocina. En muchos
estudios han encontrado una correlacién entre el aumento de la expresién de la
proteina y del RNAm de los TGF-Bs con los estados avanzados de la
tumorigénesis, asi como la disminucién de la sobrevida en los canceres epiteliales,
neuroectodérmicos y de origen mesenquimal (143-148). Estos hallazgos sostienen

la hipétesis de que el aumento de la expresion del TGF-B1 lleva a la pérdida de la
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respuesta inhibidora de la proliferacion celular inducida por éste, y puede
representar un mecanismo de escape de la célula tumoral que favorece la
evolucion del proceso neoplasico (146). Se ha demostrado que el carcinoma de
colon y el glioblastoma tienen una pérdida progresiva de la respuesta inhibidora
de la proliferacion por el TGF-1, lo cual varia directamente con la evolucion del
tumor (149,150).

Una vez que la célula tumoral pierde su capacidad para inhibir su proliferacion por
el TGF-B1, produce cantidades masivas de esta citocina. Esta condicion
proporciona una ventaja selectiva para la sobrevivencia de la célula tumoral, ya
que el TGF-B1 induce de novo la angiogénesis y el desarrollo de un estado de
inmunosupresion, incluyendo la inhibicién de la respuesta antitumoral de las
células NK (151,152). Ademas el TGF-B1 tiene funciones importantes en la
regulacion del ciclo celular, por lo que no es sorprendente que las alteraciones
genéticas asociadas con el desarrollo del cancer ocurran en genes que estan
involucrados en la regulacion de la proliferacidn celular por el TGF-B1. Defectos en
los receptores del TGF-B1, en genes involucrados en la transduccion de sefal por
el TGF-B1 y en proteinas que regulan el ciclo celular relacionadas con éste, tienen
implicaciones importantes en el proceso oncogénico (153).

Alteraciones en los receptores de TGF-( en el cancer

Se ha demostrado que el gen de TBRII tiene alteraciones genéticas, deleciones y
pérdida del gen homocigoto en canceres de cabeza y cuello, gastrico, de mama,
en células pequefias de carcinoma de pulmén y en carcinoma endometrial. Tanto
TBRI como TBRRII tienen mutaciones o disminucion de su expresion del gen o de la

proteina en muchos canceres humanos (154-157).
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Alteraciones de la transduccion de senal del TGF-B1 en el cancer.

En la via de transducciéon de sefial inducida por el TGF-B1, las proteinas Smad
son un blanco con una alta frecuencia de mutaciones con potencial tumorigénico,
las cuales transforman a las células tumorales para superar la inhibicion de la
proliferacion inducida por el TGF-B1 (158).

La expresion de TGF- 31 fue detectada en el 22.8% de los pacientes con cancer
gastrico, en quienes la expresién fue principalmente localizada en el citoplasma
de las células con carcinoma. Ademas de su actividad inmunosupresora, el TGF- 3
parece poseer funciones pleiotropicas en términos de progresion de cancer
gastrico (158). El TGF- B promueve la invasion y metastasis de células de cancer
gastrico a través de la JNK vy las vias sefializacién extracelulares de la quinasa
(159). ElI TGF-B producido por los fibroblastos gastricos estimula la invasién de las
células de cancer gastrico (160). La interrupcién en las sefales de TGF- 3 en las
células de cancer gastrico de tipo difuso aceleran el crecimiento del tumor a través
de aumento de la angiogénesis. Estas discrepancias en los resultados puede
deberse a los diferentes tipos de células de cancer que se emplearon en estos
estudios, es decir, células de cancer tipo difuso o de tipo intestinal, o a los
diferentes subtipos de TGF- B (161). Algunos estudios clinicos han demostrado
una evolucion positiva cuando se expresa el TGF- 31 en pacientes con metastasis
en ganglios linfaticos y mal prondstico en pacientes con cancer gastrico (162-163).
Existe una fuerte correlacidén entre la expresion del TGF- B1 y la expresion del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en tejidos con cancer gastrico, lo

que sugiere que la progresion del tumor es promovido indirectamente por la
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estimulacion de la angiogénesis a través de la regulacion de la expresion de VEGF
(164).

Otro papel importante del TGF-B es la inducciéon y activacion de células T
reguladoras, las cuales pueden inhibir la respuesta inmunolégica mediada por los
linfocitos T CD4 (+) y CD8 (+) (165-166). Hay evidencia de que el aumento de las
poblaciones de células T reguladoras esta presente en pacientes con cancer
gastrico (167-168). Las poblaciones de células T reguladoras en sangre periférica
son significativamente altas en pacientes con cancer gastrico y esofagico en
comparaciéon con personas sanas o que tienen la mucosa normal. Por otra parte el
papel del TGF- B en la supresién directa del tumor y/o en su progresion puede ser
dependiente de la etapa y el tipo celular del cancer, asi como también depende
de la inmunosupresion sistémica inducida y de las propiedades anti-inflamatorias
de esta molécula (169).

La evolucion del carcinoma gastrico es acompafada por decremento en la funcién
citotoxica de las células NKy y niveles elevados en suero de IL-10 y TGF- 31 (170)
Las citocinas juegan un papel fundamental en la progresién del crecimiento
tumoral y metastasis en diversas neoplasias (171-172).

Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que las quimiocinas y los receptores de las
quimiocinas pueden contribuir directamente al crecimiento del tumor en forma
autocrina y / o de manera paracrina, y también puede promover la metastasis del

tumor a través de la angiogénesis y de células de adhesion (173).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El adenocarcinoma gastrico es el tumor maligno mas frecuente del estébmago,
cuya incidencia se ha incrementado en los ultimos afos, siendo mas frecuente en
la poblacion hispana, sobre todo en hombres. Se han realizado numerosos
estudios clinicos y moleculares asociados al cancer gastrico, sin embargo no se
han realizado estudios relacionados a la respuesta inmunoldgica asociada a este
tipo de patologia en poblacion Mexicana. Por lo anterior el presente estudio tuvo
como proposito describir el perfil de citocinas expresadas en las biopsias de las
gastrectomias de pacientes con adenocarcinoma gastrico en las diferentes etapas
clinicas, con la finalidad de correlacionar dicha expresion de las citocinas con el
tipo histolégico y la reaccion inflamatoria, o que a futuro puede permitir

implementar terapias inmunoldgicas enfocadas al tratamiento de esta patologia.

4. HIPOTESIS

La expresion de citocinas Th1, Th2 Y Th3 en biopsias obtenidas de pacientes

con adenocarcinoma gastrico se encuentra modificada en las diferentes etapas

clinicas.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresiéon de citocinas Th1, Th2 Y Th3 en biopsias de pacientes

con adenocarcinoma gastrico en las diferentes etapas clinicas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tipo de Estudio:

Se realizé un estudio transversal, observacional, exploratorio.

6.2 Poblacion y Muestra:
En 30 biopsias de pacientes con adenocarcinoma gastrico, a quienes se les
realizo gastrectomia total, se estudiaron las siguientes variables: edad, género,
clasificacion histologica, infiltrado inflamatorio y el estadio clinico. Las biopsias
provinieron del Servicio de Patologia de la Unidad Médica de Alta Especialidad
Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional General de Division “Manuel
Avila Camacho” del del Instituto Mexicano del Seguro Social, Puebla y fueron

captadas de enero de 2008 a diciembre de 2009.

6.3 Criterios de Seleccién:
a) Criterios de inclusion
Biopsias procedentes de gastrectomias totales realizadas a pacientes con:
Diagndstico de adenocarcinoma gastrico, corroborado por reporte histopatolégico
y por endoscopia.
Sexo masculino o femenino.
Edad de 34 a 83 afios.
b) Criterios de exclusién
Biopsias con;

Otro tipo de cancer.
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Alguna otra neoplasia agregada.
Insuficientes para un diagndstico.

6.4 Formacion de los grupos de estudio
Se evalud la expresion de citocinas en las biopsias de los pacientes que cubrieron
los criterios de Inclusion/exclusién, estas se agruparon por estadio clinico, edad y
sexo, se procesaron y se les realizé el estudio inmunohistoquimico.

6.5 Metodologia.
Las biopsias fueron incluidas en parafina y diagnosticadas histolégicamente por
el departamento de Anatomia Patoldgica del mismo Hospital.
Se sacaron 6 cortes de 4 micras de cada bloque de parafina por cada paciente, a
un corte se realizé tincién de hematoxilina-eosina, se observé en el microscopio de
luz para determinar la diferenciacion histolégica del adenocarcinoma gastrico y el
grado de reaccion inflamatoria. A los cortes restantes se les realizo
inmunohistoquimica y se observd en el microscopio de luz para determinar las
siguientes citocinas IL-2, IL-4, IL-10, TGFB de manera -cualitativa por

inmunoperoxidasa indirecta.

Procesamiento de las muestras

Fijacion de las biopsias

Las biopsias se fijaron en formalina neutra al 10% estabilizada por inmersion, ya
que la formalina es el mejor fijador para especimenes patologicos, para la
preservacion de los tejidos, deteniendo de este modo la autolisis y permitiendo
que los tejidos permanezcan sin cambios para subsecuentes tratamientos, debido

a que la formalina preserva las proteinas para que mantengan el glicégeno. Con
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este fijador las biopsias se endurecen ligeramente pero no se fragmentan, lo que
permite que no se encojan y estén muy cerca del estado en vivo. La formalina
penetra al tejido 1mm por hora por lo que las biopsias se dejaron
aproximadamente 4 horas como minimo.

La fijacion de las biopsias se hizo inmediatamente, ya que cualquier demora seca
el tejido y acelera la autolisis, debido a que la congelacion antes de la fijacion
puede producir cambios morfolégicos severos y si se colocan en solucién salina

inicia o acelera la autolisis.

Deshidratacion de las biopsias.

La deshidratacion se hizo con alcoholes, con la finalidad de eliminar por
completo el agua, ya que gran parte del tejido esta hidratado y para que se pueda
embeber adecuadamente en el medio de inclusion es necesario deshidratarlo. Los
reactivos deshidratantes utilizados no deben alterar las estructuras tisulares y se
deben poder mezclar con el reactivo intermediario o agente aclarante, por lo que
se utilizaron una serie de alcoholes a concentracion ascendente, ya que la accidon
brusca de un alcohol de elevada graduacién sobre el tejido provoca una marcada
retraccion de este. Se usaron las siguientes concentraciones de alcohol etilico

(karal, S.A. de C.V. México): 70%, 80%, 96% y 100%.

Alcohol al 70% 1 hora
Alcohol al 80% 1 hora
Alcohol al 96% 1 hora
Alcohol al 96% 1 hora
Alcohol al 96% 1 hora
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Alcohol al 100% 1 hora
Alcohol al 100% 1 hora

Alcohol al 100% 1 hora
Aclaramiento o enlace

Luego de deshidratar el tejido, se pasé a una solucion de Xilol o Xileno (SIGMA de
México, S.A. de C.V. México), que es miscible tanto con el alcohol como con el
medio de inclusion, parafina liquida. Se llama aclaramiento ya que el tejido se

torna transparente o claro en el xileno, esto se debe a que cambia su indice de

refraccion.
Xilol 100% 1 hora
Xilol 100% 1 hora
Infiltracion

Se coloco la muestra de tejido en un recipiente y se le agrego la parafina (CTR
SCIENTIFIC, Control técnico y representaciones, S.A. de C.V., México) fundida a
60° C. Debido al calor, el xilol se evaporé y los espacios anteriormente ocupados
por él fueron ocupados por la parafina.

Parafina 1 hora

Parafina 1 hora

Inclusion de las biopsias

Para la obtencion de cortes suficientemente finos, de modo que puedan ser

observados al microscopio, los tejidos se incluyeron y envolvieron por parafina
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(CTR SCIENTIFIC, Control técnico y representaciones, S.A. de C.V., México). El
objetivo de la inclusidn fue, distinguir entre si las células superpuestas en un tejido
y la matriz extracelular y tener un objeto lo suficientemente duro para su manejo y

corte.

Se coloco la parafina fundida, a no mas de 60°C, en un molde de metal de forma
rectangular y se sumergio el tejido hasta el fondo, se dejo solidificar a temperatura
ambiente o con la ayuda de un refrigerante, formandose un bloque sdlido de

parafina con el trozo de tejido incluido.

Preparacion de los portaobjetos con poli-I-lisina

Los portaobjetos se limpiaron perfectamente con acetona posteriormente se
sumergieron en una dilucion de 1:10 de poli-I-lisina (P 8920, SIGMA-ALDRICH,
USA) por 10 minutos se sacaron y se dejaron secar a temperatura ambiente. Para

diluir la poli-I-lisina se utilizo agua destilada (174).
Seccion o corte.

El bloque se corto en secciones de 4 micras, lo suficientemente delgadas para
permitir el paso de la luz. Se utilizo un Micrétomo (LEICA RM2125RT, Laica
Microsystems Nussloch Gmbh, Alemania) con cuchillas desechables (Triangle

Biomedical Sciences, North Carolina). También se utilizé6 un bafio de flotacion de
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tejidos (Thermo, Electrom Corporation, Inglaterra), con la finalidad de extender los

tejidos después del corte.

Una vez preparados, un corte del tejido del bloque de parafina se monté sobre un
portaobjetos sin previa preparacién con poli-l-lisina para la tincién de hematoxilina-
eosina y los cuatro cortes restantes del tejido del bloque se montaron sobre
portaobjetos previamente cubiertas con poli-l-lisina (P 8920, SIGMA-ALDRICH,

USA) para el estudio de inmunohistoquimica.

Para latincién de hematoxilina-eosina
Se utilizaron los cortes de los tejidos de los bloques de parafina que se montaron
sobre un portaobjetos con un didametro de 3mm y se procesaron de la siguiente

manera:

Desparafinar las muestras

Las laminillas con las muestras se metieron en un horno a 60°C de 40 a 60
minutos. Ya que es necesario eliminar los restos de parafina por que puede dar un
falso positivo.

Hidratacion de las muestras

La hidratacién se hizo para que el tejido se pudiera embeber con el colorante que
es base agua.

Después de desparafinar se metié inmediatamente a:

Xilol 100% 5 minutos
Xilol 100% 5 minutos
Xilol 100% 5 minutos

63



Alcohol 100% 10 banos

Alcohol 100% 10 baros
Alcohol 96% 10 barios
Alcohol 96% 10 barios
Agua corriente 10 bafos

Después de hidratar las muestras se sometieron a la:

Tincion de hematoxilina-eosina

Hematoxilina-eosina

Agua corriente

Alcohol al 96%-Acido clorhidrico (al 1%)
Agua corriente

Agua destilada-hidréxido de amonio (al 1%)
Agua corriente

Alcohol al 96%

Eosina alcohdlica

Alcohol 96%

Alcohol 96%

Alcohol 100%

Alcohol 100%

Alcohol 100%

Xilol

Xilol

Xilol

5 minutos

10 banos

1 bano

10 banos

1 bano

10 banos

5 banos

10 banos

10 banos

10 banos

10 banos

10 banos

10 banos

10 banos

10 banos

10 banos
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Se sac6o y se montaron con resina (Entellan®, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), se les puso cubreobjetos y se observaron en un microscopio de luz
(Nikon, eclipse E600, Japon) para determinar la diferenciacion histoldgica del

adenocarcinoma gastrico y el grado de reaccion inflamatoria.
FUNDAMENTOS QUIMICOS DE LA COLORACION

La EOSINA es un colorante acido y sus propiedades tintoriales pueden ser
explicadas sobre la base de lo que se sabe acerca de la accion de las anilinas
acidas. La HEMATOXILINA aunque no es un colorante basico, posee propiedades

muy semejantes a las anilinas basicas (175).

Inmunohistoquimica

Las biopsias que se cortaron en el micrétomo en secciones de 4 micras y se
montaron en los portaobjetos con poli-L-lisina (P 8920 POLY-L-LYSINE
SOLUTION, SIGMA-ALDRICH, USA) y se procesaron simultaneamente tanto los
casos problema como los controles positivos de la siguiente manera:

Desparafinar las muestras

Lo principal para la tincion es que las laminillas deben ser desparafinadas para
remover el medio de embebido y poder ser rehidratadas.

Las laminillas con las muestras se metieron en un horno a 60°C de 40 a 60
minutos. Ya que es necesario eliminar los restos de parafina por que puede dar un
falso positivo.

Rehidratacion de las muestras

Las muestras se rehidrataron en soluciones decrecientes de alcohol etilico y

finalmente en buffer fosfato salino (PBS 0.15 M Ph 7.3).
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Después de desparafinar se metié inmediatamente en un bafio de xilol durante 5
(1) minutos. Se cambio de bano y se repiti®6 nuevamente, este paso es
importante para que el tejido se adhiera mejor a la laminilla:

Xilol 1 100% 5 minutos

Xilol 11 100% 5 minutos

Se elimino el exceso de xilol y las laminillas se sumergieron en etanol absoluto por
5 (x1) minutos. Se cambio de bafo y se repiti6 nuevamente este paso:

Etanol | 100% 5 minutos

Etanol Il 100% 5 minutos

Se elimind el exceso del etanol absoluto y las laminillas se sumergieron en etanol
al 96% por 5 (x1) minutos, Se cambio de bafo y se repiti6 nuevamente este paso
pero ahora con etanol al 80% por 5 (x1) minutos y con etanol al 70% por 5 (1)

minutos y finalmente con PBS 0.15 M pH 7.3 (Buffer) 5 minutos.

Etanol 96% 5 minutos
Etanol 80% 5 minutos
Etanol 70% 5 minutos
PBS 1X 5 minutos

Las soluciones de xilol y alcoholes se fueron cambiando después de cada 40
laminillas.

Después de hidratar las muestras se sometieron a Ila tincion de
Inmunohistoquimica:

Paso 1. Bloqueo de la peroxidada endogena.

Se elimind el exceso de buffer. Las laminillas se sumergieron en un coplin con

peréxido de hidrogeno (Omnichen sac, México) al 10% durante 5 minutos,
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transcurrido el tiempo las laminillas se lavaron con PBS 0.15 M 7.3 tres veces por
5 minutos cada lavado.

Paso 2. Recuperacién antigénica

Este paso es importante para romper los puentes de hidrogeno que se formaron
con el formol y la parafina y asi exponer los epitopes que fueron enmascarados
durante la fijacién del tejido.

Se llen6 un vaso de coplin con la cantidad suficiente de la solucién recuperador
antigénico (Taget Retrieval solution, pH9 ready-to-use, DakoCytomation
DenmarkA/S, Dinamarca) para cubrir las laminillas con las secciones de tejido, se
tapd el coplin y se colocd en bafio maria en una olla de presion, se llevo a una
temperatura de 95-99 ° C (sin hervir) una vez que se llegd a esta temperatura se
incubd durante 40 (£1) minutos. Transcurrido este tiempo se retir6 el coplin con las
laminillas y el recuperador antigénico del bano maria y se dejé enfriar durante 20
minutos a temperatura ambiente. Se decanté la solucion de recuperador
antigénico y las laminillas se lavaron con PBS 0.15 M pH 7.3 tres veces por 5
minutos cada lavado.

Paso 3. Anticuerpo primario

Para el anticuerpo primario se utilizd: un panel con anticuerpos monoclonales
especificos contra cada citocina en diluciones (Antibody Diluent with Background
Reducing Components, Dako, USA) de 1:100.

Se elimino el exceso de buffer secando alrededor del tejido con un papel cuidando
de no tocarlo y de que no quedara seco, se le pusieron 40ul del la dilucién del
anticuerpo monoclonal o a cubrir el tejido. Las secciones se incubaron con el

anticuerpo monoclonal especifico contra IL2 (Anti-Human IL-2 Purifid, eBioscience,
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California), IL4 (Anti-Human IL-4 Purifid, eBioscience, California), IL10 (Anti-
Human IL-10 Purifid, eBioscience, California), TGF- (Mause Anti-Human TGF
Beta, AbD Serotec, UK), toda la noche en camara humeda a 4° C. Posteriormente,
se lavaron 3 veces en PBS 0.15 M pH 7.3 por 5 minutos cada lavado. Como
control positivo para TGF-3 se utilizé un tejido histolégico de carcinoma de mama
como lo indica el fabricante (AbD Serotec).

Paso 4. Revelado de lareaccion

Para el revelado de la reaccion antigeno anticuerpo se utilizé un anticuerpo
secundario IgG policlonal de cabra acoplado a peroxidasa (Polyclonal Goat, Anti-
Mouse Immunoglobulins, DakoCytomation Denmark A/S, Dinamarca) anti-lgG de
raton en una dilucion de 1:100.

Se elimind el exceso de buffer secando alrededor del tejido con un papel cuidando
de no tocarlo y de que no quedara seco, se le pusieron 40ul del la dilucién del
anticuerpo secundario o a cubrir el tejido. Las secciones se incubaron durante 60
minutos a temperatura ambiente en camara humeda, se lavaron 3 veces en PBS
0.15 M pH 7.3 por 5 minutos cada lavado.

Paso 4. Solucién Sustrato-Cromoégeno (DAB)

La diaminobencidina DAB se preparo de la siguiente manera:

Se puso 2.5 mg de DAB en 5 ml de Tris-HCL a 0.2 M pH 7.4, cuando se va a
utilizar el cromoégeno se tiene que activar la solucion con una gota de agua
oxigenada (Omnichen sac, México).

Se limpiaron las laminillas como los pasos anteriores y se cubrieron los cortes con
DAB activada y se incubaron en camara humeda por 15 minutos a temperatura

ambiente, se lavaron 3 veces en con agua corriente por 5 minutos cada lavado.
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Paso 4. Contratincién

Se sumergieron las laminillas en un bafio de hematoxilina por 30 segundos vy
posteriormente se lavaron con agua corriente, hasta asegurarse que todos los
residuos de hematoxilina se eliminaron.

Paso 5. Deshidratar y aclarar

Las laminillas se sumergieron en etanol al 70% por 5 (1) minutos, se cambio de
bano y se repiti6 nuevamente este paso pero ahora con etanol al 80% luego con
etanol al 96%, con etanol al 100%, nuevamente con etanol al 100%, para aclarar
las laminillas se sumergieron en xilol durante 5 (1) minutos, se cambio de bafo y

se repitid nuevamente este paso.

Etanol 70% 5 minutos
Etanol 80% 5 minutos
Etanol 96% 5 minutos
Etanol 1 100% 5 minutos
Etanol 11 100% 5 minutos
Xilol I 100% 5 minutos
Xilol I 100% 5 minutos

Paso 5. Montar

Se eliminod el exceso de xilol secando alrededor del tejido con un papel cuidando
de no tocarlo y se le puso una gota de resina (Entellan®, Merk, Alemania) y
finalmente se le puso un cubreobjeto.

Las laminillas se observaron en un microscopio de luz a 40x (Nikon, eclipse E600)

para determinar la presencia de las diferentes citocinas.
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6. Analisis de datos
Se estudiaron 30 biopsias de adenocarcinoma gastrico que se clasificaron como
casos negativos/positivos a IL-2, IL-4 IL-10 y TGF-B. A través de andlisis
estratificados internos se evaluo si la ausencia de IL estaba asociada a la edad, el
género, la clasificacion histoldgica, infiltrado inflamatorio y el estadio clinico. Se
realizaron andlisis estadisticos descriptivos que se presentaron en graficas de
pastel y de barras. Se utilizd el programa estadistico SPSS. Las comparaciones
de la edad entre IL negativas y positivas se realizaron con t de Student previa
comprobacién de distribucion normal con el estadistico de Kolmogorov-Smirnov;
las comparaciones de proporciones (edad, género, tipo histoldgico, estadio clinico,
reaccion inflamatoria) se efectuaron con Chi Cuadrada o en su caso test exacto de

Fisher. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05.
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7. RESULTADOS

Edad:

Se analizaron 30 biopsias de pacientes con adenocarcinoma gastrico las cuales
correspondieron a pacientes con un promedio de edad de 58.34 afos, con
intervalo de 31 a 88 afios, una mediana de 55 afios y una desviacion estandar de
14.7 anos. La edad tuvo una distribucion semejante a la normal (Kolmogorov-

Smirnov 0.83, p = 0.49) (Gréfica 1).
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Grafica 1. Distribucién de pacientes por edad.
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Género:
De las 30 biopsias de pacientes con adenocarcinoma gastrico estudiadas, el 50%
correspondieron al género femenino (15 casos) y el 50% al género masculino (15

casos) (Grafica 2).

Grafica 2. Distribucion de pacientes por género.
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De acuerdo al género y edad, las mujeres tuvieron 10.4 menos afos de edad

promedio que los hombres con 53.0 +/- 14.4 afos vs 63.4 +/- 13.9 anos,

respectivamente (p = 0.05) (Tabla 1).

Tabla 1

Edad promedio de los pacientes (total y de acuerdo a sexos)

Total Mujeres Hombres
n=30 n=15 n=15
EDAD 58.34 +14.7 53+14.4 63.4+13.9
PROMEDIO£DS(afios) | (rango en anos) (14-73) (14-67)

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO:

Al 76.7 % (23 casos) se les realiz6 gastrectomia total y solo al 23.3 % (7 casos)

gastrectomia subtotal. El tipo de operacion esta en relacién con la localizacién del

tumor, la gastrectomia total (GT) es utilizada para lesiones proximales gastricas y

se incluye la reseccion en bloque del bazo, la gastrectomia subtotal distal (GST

distal) para lesiones del antro (Grafica 3).

Gastrectomia
subtotal

23%

Grafica 3. Distribucion de pacientes por procedimiento quirurgico.
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Clasificacion histolégica del cancer gastrico:

Se realizo tincion de hematoxilina y eosina y bajo la visualizacion con microscopio
de luz a 10x y 40x se evaluaron las laminillas en base a la clasificacion de Lauren,
predominando el adenocarcinoma difuso 60% (18 casos) (Figura 10), seguido del
intestinal 20% (7 casos) (Figura 11) y finalmente el mixto 20% (5 casos) (Figura

12), (Gréfica 4).

Mixto

Intestinal

23% Difuso

60%

Grafica 4. Distribucidén de pacientes por tipo histolégico.
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Figura 11. Adenocarcinoma Tipo Difuso. No tienen un patrén especifico, hay
células dispersas que invaden en forma individual o en pequefios grupos y se
puede apreciar claramente las células “en anillo de sello”, no son cohesivas e

infiltran ampliamente a través de la pared del estomago.

Figura 12. Adenocarcinoma Tipo Intestinal. Se encuentra formando glandulas y

células epiteliales que se asemejan a células del intestino grueso y delgado.
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Figura 13. Adenocarcinoma Tipo Mixto. Es una variante, en donde observamos
una combinacién de adenocarcinoma de tipo intestinal y de adenocarcinoma de

tipo difuso.

Reaccién inflamatoria
Para evaluar la reaccion inflamatoria en el adenocarcinoma gastrico se evalué
bajo microscopia de luz a 10x y 40x, utilizando la Clasificacion se Sidney, con
evaluacion de cuatro niveles en base al numero de macréfagos y linfocitos por
campo, con hallazgos de reaccion inflamatoria no valorable 2 casos, leve en 14

casos, moderada en 13 casos y severa.

tes

pacien

LEVE
VALORABLE MODERADO

SEVERA

Grafica 5. Reaccion inflamatoria.
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Etapa clinica

Las 30 biopsias de pacientes con adenocarcinoma gastrico se estudiaron por
estadio clinico de acuerdo a la clasificacion de TNM, de las cuales el 16.6%
correspondieron al estadio | (5 biopsias), 26.6% para el estadio Il (8 casos), 9 30%
para el estadio lll (9 casos) y 26.6% pacientes para estadio IV (8 casos).

Predominando el estadio Ill, en este estudio. (Grafica 5).

BESTADIO|

W ESTADIO Il
ESTADIO III

B ESTADIO IV

Grafica 6. Distribucion de pacientes por estadios de acuerdo a la clasificacion
TNM

Expresién de interleucinas en pacientes con adenocarcinoma gastrico.

En las laminillas a las que se les realizé inmunohistoquimica, se observd la
expresion de las interleucinas IL-2, IL-4, IL-10, TGF-B de manera cualitativa, bajo

la visualizacion de un microscopio de luz a 40x y 100x.
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El 23% correspondieron a la IL-2 positivas (7 casos) y el 77% a IL-2 negativas (23
casos) (Grafica 6, Figura 13). De la IL-4 el 26.7% (8 casos) resultaron positivos y
el 73.3 % (22 pacientes) resultaron negativos (Grafica 7, Figura 14). De la IL-10 el
16.6% (5 casos) resultaron positivos y el 83.3 % (25 pacientes) fueron negativas
(Grafica 8, Figura 15). En ningun caso se detectdé TGF- positivo (Figura 16). En
total, 63.3 % (19 pacientes) resultaron con IL negativas IL-2, IL-4 e IL-10 y sélo

36.7 % (11 pacientes) tuvieron alguna IL positiva (gréafica 9).

I

77%

B 7 PACIENTES: POSITIVOS ™ 23 PACIENTES: NEGATIVOS

Grafica 7. Expresion de IL-2 por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes con

adenocarcinoma gastrico.
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Figura 13. Expresién de IL-2 por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes

con adenocarcinoma gastrico. Se observa abundantes linfocitos negativos al

anticuerpo y positividad en citoplasma de leucocitos polimorfonucleares.

8 PACIENTES: POSITIVOS

Grafica 8. Expresion de IL-4 por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes con

Adenocarcinoma gastrico.
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40X
Figura 15. Expresién de IL-4 por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes

con Adenocarcinoma gastrico. Se observa positividad en el epitelio glandular.

W 5 PACIENTES: POSITIVOS

Grafica 9. Expresion de IL-10 por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes

con adenocarcinoma gastrico.
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Figura 16. Expresion de IL-10 por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes
con adenocarcinoma gastrico. Se observa mas positividad en citoplasma de

leucocitos polimorfonucleares.

40X
Figura 17. Expresion de TGF- por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes

con Adenocarcinoma gastrico. En ningun caso se detectdé TGF-B positivo.
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Grafica 10. Porcentaje de casos con adenocarcinoma gastrico segun numero de

IL positivas y negativas.

Citocinas y género
De las IL-2 que fueron positivas 100% (7 casos), el 42.9 % (3 casos) fueron en
mujeres y el 57.1 % (4 casos) fueron en hombres y de las que fueron negativas
100% (23 casos) el 52.2% (12 casos) fueron en mujeres y el 47.8% (11 casos) en
los hombres (p = 0.5) (Tabla 2).
En el caso de IL-4 que fueron positivas 100% (8 casos), el 75% (6 casos) fueron
en mujeres y el 25% (2 casos) fueron en hombres y de las que fueron negativas
100% (22 casos) el 40.9% (9 casos) fueron en mujeres y el 59.1% (13 casos)
fueron en hombres (p = 0.1) (Tabla 3).
Para el caso de la IL-10 que fueron positivas 100% (5 casos), el 60% (3 casos)
fueron en mujeres y el 40% (2 casos) fueron en hombres y de las que fueron
negativas 100% (25 casos) el 48% (12 casos) fueron en mujeres y el 52% (13
casos) fueron en hombres (p = 0.5) (Tabla 4).

Para TGF-( resulto negativo en todos los casos.
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Tabla 2
Asociacion entre la IL-2 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el género

| IL-2 | |
Género | Positivas ||Negativas || Totales |
(=7) |[n=23) | |
Femenino (15) 3(42.9%) || 12 (52.2%) 15
Masculino (15) || 4 (57.1 %) || 11 (47.8 %) 15
| Totales I 7 | 23 | 30 |
Tabla 3
Asociacion entre la IL-4 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el género
| IL-4 | Totales |
Género | Positivas || Negativas || |
(n=8) J[(n=22) | |
Femenino (15) |6 (75%) | 9 (40.9%) 15
Masculino (15) [|2 (25%) |13 (59.1 %) 15
| Totales | 8| 22| 30|
Tabla 4

Asociacion entre la IL-10 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el género

Género || IL-10 | Totales |

| Positivas || Negativas || |

[(n=5) |[(n=25 | |
Femenino (15) || 3 (60%) || 12 (48%) 15
Masculino (15) || 2 (40 %) || 13 (52%) 15
Totales I 5| 25 || 30
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Citocinas y estadio clinico

El 100.0 % (7 casos) de las IL-2 positivas se observaron en los estadios I-1;

El 87.5 % de las IL-4 positivas se observaron en los estadios I-1l y 100.0 % de las

positivas IL-10 se observaron en los estadios I|-ll. Exceptuando un caso de IL-4

positivo en los estadio

H-IV en los

casos restantes con estadios IlI-IV no

existieron casos positivos ni de IL-2 ni de IL-10 . Para TGF-B resulto negativo en

todos los casos (Tabla 5, p = 0.009), Tabla 6, p = 0.005, Tabla 7 p = 0.009).

Tabla 5

Asociacion entre la IL-2 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el estadio clinico

Asociacion entre la IL-4 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el estadio clinico

_ IL-2 Totales

Es'ta.dlo Positivas Negativas

clinico
(n=7) (n=23) ]| |
111 7 (100%) 6 (26.1%) 13
[EY; |[0(0.0 %) |17 @3.9%) | 17]
Totales || 7|| 23|| 30
Tabla 6

IL-4 Totales
Eﬁﬁg? | Positivas || Negativas || |
[ (n=8) |[ (=22) || |
[ - |[7@75%) || 6(26.7%) |[ 13 |
-V ][ 1(12.5%) |[ 16 (722%) || 17 |
| Totales || 8 \ 22 | 30 |
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Tabla 7
Asociacion entre la IL-10 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el estadio clinico

IL-10 Total
E:Isiﬁgic? | Positivas || Negativas || |
(n=195) (n=25)
[ 1 ][ 5(100%) || 8(32%) || 13 |
-1V 0(0.0%) |[ 17 68%) |[ 17
Totales 3 25 30

Citocinas e infiltrado inflamatorio

De las IL-2 que fueron positivas 100% (7 casos), el 71.4 % (5 casos) tuvieron un
infiltrado leve, el 28.6 % (2 casos) tuvieron un infiltrado moderado y no se presenté
ningun caso con infiltrado severo ni tampoco ningun caso de no valorable. Y de las
IL-2 que fueron negativas 100% (23 casos), el 39.1% (9 casos) no presentaron
infiltrado leve, el 47.8 % (11 casos) no presentaron infiltrado moderado, el 4.3% (1
caso) no presento infiltrado severo y el 8.7% (2 casos) no se presentaron infiltrado
no valorable (p = 0.3) (Tabla 8).

De las IL-4 que fueron positivas 100% (7 casos), el 50 % (4 casos) tuvieron un
infiltrado leve, el 50 % (4 casos) tuvieron un infiltrado moderado y no se presenté
ningun caso con infiltrado severo ni tampoco ningun caso de no valorable.

Y de las IL-4 que fueron negativas 100% (22 casos), el 45.5% (10 casos) no

presentaron infiltrado leve, el 40.9% (9 casos) no presentaron infiltrado moderado,
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el 4.6% (1 casos) no presento infiltrado severo y el 9% (2 casos) no presentaron
infiltrado no valorable (p = 0.5) (Tabla 9).

De las IL-10 que fueron positivas 100% (5 casos), el 60 % (3 casos) tuvieron un
infiltrado leve, el 40 % (2 casos) tuvieron un infiltrado moderado y no se presento
ningun caso con infiltrado severo ni tampoco ningun caso de no valorable.

Y de las IL-10 que fueron negativas 100% (25 casos), el 44% (11 casos) no
presentaron infiltrado leve, el 44% (11 casos) no presentaron infiltrado moderado,
el 4% (1 casos) no presentaron infiltrado severo y el 8% (2 casos) no presentaron

infiltrado no valorable (p = 0.7) (Tabla 10).

Tabla 8
Asociacion entre la IL-2 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el infiltrado inflamatorio

IL-2 Totales
_Infiltrado | pogitivas || Negativas || |
inflamatorio
n=7) | (n=23)
Leve (14) 5(71.4%) || 9(39.1%) || 14

Moderado (13) || 2 (28.6%) |[11 (47.8%)|| 13

lsevero (1) [l 0000%) || 1(43%) || 1 |
No valorable (2) || 0 (0.0 %) 2 (8.7%) 2
Totales 7 23 30
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Tabla 9
Asociacion entre la IL-4 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el infiltrado inflamatorio

IL-4 Totales
Infiltrado Positivas || Negativas
inflamatorio
(n=8) (n=22)
Leve (14) 4 (50%) || 10 (45.5%) 14
IModerado (13) || 4 (50 %) || 9 (409 %) || 13
lsevero (1) [l0(00%)|| 146%) || 1
o

No valorable (2) || 0 (0.0 %) 2 (9%) 2

Totales 8 22 30

Tabla 10

Asociacion entre la IL-10 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y el infiltrado inflamatorio

IL-10 Totales
Infiltrado Positivas ||Negativas
inflamatorio
(n=5) (n =25)
LLeve (14) [| 3(60%) |[11@44%)|l 14 |
IModerado (13) || 2 (40 %) |[11 (44%)|| 13 |
lsevero (1) [l 0000%) || 1(4%) || 1 |
No valorable (2)|| 0 (0.0 %) 2 (8%) 5
Totales 5 25 30
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Citocinas y clasificacion histolégica

El 57.1% (4 casos) de las IL-2 positivas se observaron en el tipo difuso y el 42.9%
(3 casos) en el de tipo intestinal; El 87.5 % (7 casos) de las IL-4 positivas se
observaron en el tipo difuso y el 12.5% (1 caso) se observd en el de tipo mixto;
80% (4 casos) de las IL-10 positivas se observaron en el tipo difuso y el 20% (1
caso) en el de tipo mixto, en los casos restantes no existieron casos positivos.
Para TGF-B resulto negativo en todos los casos (Tabla 11 (p = 0.07), Tabla 12 (p

= 0.07), Tabla 13 (p = 0.2)).

Tabla 11
Asociacion entre la IL-2 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y clasificacion histologica

o IL-2 Totales
Eilsatzllf(',%ai‘g:n Positivas  ||Negativas || |
(n=7)  [[n=23) [ I
Difuso (18) |4 (57.1%) |14 (60.9%) 18
Intestinal (7)||3 (42.9 %) 4 (17.4%) 7
| Mixto (5) |[0(0.0%) |5@17%) || 5
Totales 7 23 30
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Tabla 12

Asociacion entre la IL-4 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y clasificacion

Asociacion entre la IL-10 de los casos de
adenocarcinoma gastrico y clasificacion

histologica
IL-4 Totales
Clasificacion|| Positivas || Negativas ||
| (n=8) |[ (n=22) ||
Difuso (18) || 7 (87.5%) || 11 (50%) 18
Intestinal (7) 0 (0 %) 7 (31.8 %) 7
| Mixto(5) || 1(125) || 4(182) || 5
Totales 8 22 30
Tabla 13

histolégica

| IL-10 || Total |
Clasificacion|| Positivas ||Negativas|| |
[ (n=5 [[(n=25)]| |

Difuso (18) || 4 (80%) |14 (56%)|| 18

Intestinal (7)|| 0 (0.0 %) || 7 (28%) 7
| Mixto (5) || 1(20%) |[ 4(16) |[ 5 |

Totales 5 25 30
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8. Discusion de resultados.

El cancer gastrico sigue siendo una patologia frecuente en los paises en vias de

desarrollo, en México es una neoplasia prevalente (6).

Como se ha visto en este trabajo el adenocarcinoma gastrico se presenta en la
poblacion adulta (mayores de 30afos) tanto en hombres como en mujeres
principalmente entre las edades de 50 a 59 afnos. Aunque en las mujeres se
presentdé a una edad menor (10.4 menos afos de edad promedio que los hombres
p = 0.05).

El carcinoma gastrico es extremadamente raro en pacientes con edad menor a los
30 afios, a partir de entonces se incrementa mas rapidamente y de manera
constante hasta los grupos de edad mas avanzada, tanto en hombres como en
mujeres. Después de los 50 afos aumenta bruscamente la incidencia del cancer
de estomago (13).

Historicamente se han desarrollado numerosos sistemas para tipificar al
adenocarcinoma gastrico, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) introdujo un
sistema de clasificacion que era relativamente simple y reproducible, en relacion a
los sistemas convencionales y tradicionales. Sin embargo, esta propuesta no tenia
significancia pronostica o terapéutica. Posteriormente en la siguiente edicion de la
Clasificacion Histolégica Internacional de la OMS, otras dos clasificaciones fueron
incluidas una de ellas la de Lauren, predominantemente utilizada en el Centro y

Norte de Europa (64).
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Con la finalidad de mejorar la correlacion clinico patolégica, Lauren dividio el
cancer gastrico en los tipos intestinal y difuso (60) lo cual ha demostrado tener
significancia pronostica (176,177) y por ello es utilizada para propésitos
epidemioldgicos. Esta clasificacion tiene su equivalencia con la OMS (Cuadro

N.°5).

CUADRON.°5 i
EQUIVALENCIA ENTRE CLASIFICACIONES HISTOLOGICAS

AUTOR O GRUPO TIPO
LAUREN Tipo intestinal Tipo difuso

Células en anillo

O.M.S.* Tubular-papilar indiferenciado

*0.M.S.: Organizacién Mundial de la Salud

En nuestra poblacién, al aplicar los criterios de Lauren hemos encontrado un
predominio del tipo difuso 60% sobre el intestinal 23%, lo cual difiere con lo

reportado por otros estudios (60).

En estudios epidemiolégicos e histogenéticos, la clasificacion de Lauren debe
estar basada de acuerdo a la estructura predominante. Asi, mientras la gran
mayoria de canceres gastricos deben ser incluidos en cualquiera de los dos tipos

intestinal o difuso; una minoria puede no ser clasificada (64).

En nuestro caso en lo que respecta a este tercer grupo llamado no determinado
por algunos (64) y mixto/no clasificados por otros (178), tuvimos 7 casos, que
representan un 17% del, total; cifra que es similar a la reportada por otros estudios
(179) y que refleja la utilidad de esta clasificacion para discriminar adecuadamente

entre los tipos histologicos de cancer gastrico.
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La clasificacion TNM es el método mas fiable para determinar la extension de la
enfermedad y el prondstico del enfermo con adenocarcinoma gastrico, debido a
que la afecciéon ganglionar y la profundidad de invasion tumoral son los 2
principales factores prondsticos en esta neoplasia, en ausencia de enfermedad a

distancia (180,181).

El tratamiento quirdrgico en nuestros casos fue la Gastrectomia Total, seguido por
la Gastrectomia Subtotal, basado en las recomendaciones de la Asociacion

Japonesa de cancer gastrico (182).

El porcentaje de gastrectomias totales de nuestra poblacion (77%) influy6é de
forma significativa en el numero de ganglios analizados, coincidiendo con otros

autores (183).

El adenocarcinoma gastrico en este estudio se presento en la mayoria de los
estadios clinicos avanzados, en estadios lll 27% y estadios IV 30%, comparado
con los casos de cancer precoz, que representa el 16% y 27% de estadios | y Il
respectivamente de todos los adenocarcinomas gastricos a los que se les realizd

una estatificacion adecuada clinico patolégica.

La serie que reporta el INEN (Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas) de
cancer gastrico precoz es de 5,37% desde el afo 1952 al 2000, y en la ultima
década de estudio es de 7,58% a diferencia de Japdn que tiene cancer gastrico
precoz alrededor de 50%, debido a que se realizan estudios de tamizaje en su

poblacién e incluso identifican zonas de alto riesgo para cancer gastrico (184).
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Aunque muchas investigaciones sefalan la importancia de la inflamacion en el
desarrollo del cancer gastrico, no estan claros los mecanismos moleculares y
celulares que conducen el proceso. La intensidad de la gastritis es proporcional al
riesgo de cancer. La multifocal tiene un mayor grado de inflamacion y por ello
mayor potencial maligno.

En cambio en nuestro estudio pacientes con diagnostico de cancer a pesar de
que en nuestra poblacién tuvimos mas casos con estadios avanzados el proceso
inflamatorio en la mayoria de los casos presenté un infiltrado inflamatorio leve (14
casos) seguidos del moderado(13 casos) y por ultimo severo (1 caso).

En base a esto podemos considerar que los estadios tempranos tienen una
inflamacion crénica severa, sin embargo cuando se presentan los estadios
avanzados, este proceso inflamatorio puede desaparecer debido posiblemente al
agotamiento de las células inmunoldgicas involucradas (macréfagos) o tal vez a un
enmascaramiento de los antigenos tumorales.

Esto nos lleva a pensar que una inflamacion cronica severa nos conduce a tener
riesgo de cancer gastrico y cuando ya se tiene el diagnostico de cancer gastrico el
infiltrado inflamatorio cede (185).

En virtud de que las citocinas tienen funciones pleiotrépicas, es dificil determinar la
participacion de una citocina en particular en la progresién del cancer. Esto se
debe a la relacion con otras citocinas, factores de crecimiento y hormonas, que
actuan simultdneamente en el sitio del tumor, asi como con el blanco celular sobre
el que actuan (117).

Un factor que puede influir entre la respuesta inmunoldgica y el género son las

hormonas, pues en nuestro estudio en mujeres predomino una respuesta
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inmunoldgica Th2 y en los hombres una respuesta Th1, las células inmunoldgicas
tienen receptores para los estrégenos, lo que lleva a inducir una respuesta Th2.
Pues las citocinas y las hormonas constituyen un lenguaje quimico comun para la
comunicaciéon entre los sistemas inmune y neuroendocrino. Los esteroides
sexuales, como los andrégenos y los estrogenos, podrian operar suprimiendo o
activando la funcién celular con base en un estimulo diferente y en el tejido blanco,
proporcionando, en parte, una explicacion a las diferentes suceptibilidades, entre
hombres y mujeres, hacia algunas enfermedades. En conjunto estas evidencias
sujieren qu el efecto de los esteroides sexuales no pueden generalizarse y afirmar
que un esteroide en particular tiene un efecto especifico potenciador o inhibidor de
respuestas Th1 o Th2.

En nuestro estudio en el infiltrado inflamatorio leve y moderado se presentd una
respuesta Th1 en menor proporcion que la Th2. Pero en los infiltrados severos ya
no hubo ningun tipo de respuesta, ni celular ni humoral. La inflamacién, como
parte de la reaccion inmunitaria innata contra microorganismos luminales, puede
dafiar el DNA, inducir proliferacién celular y modular la apoptosis, mecanismos
todos ellos importantes en la aparicion y progresion del proceso tumoral,
regulados por citocinas y quimiocinas (185).

Aunque varios estudios sefialan la participacion de algunas citoquinas en el
desarrollo del cancer gastrico, existe controversia debido a los diferentes
resultados obtenidos en las investigaciones (100,186-190, 39,40,62-65). Es
posible que en algunos grupos étnicos, la participacién de las citoquinas en el

proceso de esta enfermedad tenga mas peso que en otros (190,191). Pocas
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investigaciones se han efectuado en Latinoamérica para estudiar la asociacién
entre citoquinas y cancer gastrico (192-196).

En nuestro estudio se presentd una respuesta celular leve en estadios tempranos,
predominando una respuesta humoral en los estadios tempranos del cancer
gastrico. En los estadios avanzados la respuesta inmunoldgica fue casi nula.

No se presentd una respuesta celular en los adenocarcinomas mixtos y solo una
respuesta celular leve en los de tipo intestinal, predominado una respuesta
humoral en los adenocarcinomas tipo difusos, sin embargo la respuesta humoral
fue leve en los de tipo mixto y nula en los de tipo intestinal.

También son pocas las investigaciones que han estudiado la expresion, cualitativa
o cuantitativa, de citoquinas en tejido gastrico (197-199). Con excepciéon de un
estudio para IL-8, se desconocen otras investigaciones sobre la expresion de
citoquinas y el subtipo histolégico de tumor, su localizacion anatomica o su
estadio, entre otras variables (200). Cabe mencionar que estos estudios fueron
realizados en otros paises y que esta interleucina es un factor quimiotactico para

neutrofilos.
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9. Conclusiones
Una vez expuestos y analizados los resultados, concluimos que en la

poblacion estudiada:

Las mujeres a menor edad que los hombres son mas propensas de tener

adenocarcinoma gastrico.

En el cancer gastrico hay una respuesta Th1 en la mayoria de hombres, aunque
también presentan una respuesta Th2 pero en menos casos y en mujeres sucede

lo contrario.

El cancer gastrico se presenta en mayor proporcion en estadios clinicos

avanzados.

En los estadios clinicos tempranos predomina una respuesta inmunoldgica Th2 y
en los estadios mas avanzados de adenocarcinoma gastrico la respuesta

inmunolodgica es casi nula.
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Recomendaciones
Es necesario introducir programas de tamizaje en nuestro pais, para la deteccién
temprana del cancer gastrico y asi el tratamiento quirdrgico puede ofrecer un

mejor tiempo libre de enfermedad y sobrevida.

El mejor entendimiento entre el vinculo entre inflamacién y cancer permitira tomar
medidas preventivas y terapéuticas adecuadas y oportunas, en beneficio de los

pacientes.

El mejor entendimiento entre el vinculo entre inflamacion y cancer permitira tomar
medidas preventivas y terapéuticas adecuadas y oportunas, en beneficio de los

pacientes.

Debido a la compleja mezcla étnica propia de las poblaciones latinoaméricanas,
los estudios en paises de alto riesgo de cancer gastrico en esta regién geografica
podrian arrojar nueva luz en cuanto al papel de las citoquinas en el desarrollo del
cancer gastrico.

Un entendimiento mas claro de esta red de interacciones inmunoendocrinas
podria favorecer profundamente el tratamiento de esta patologia.

Es necesario realizar estudios sobre la expresién de dichas proteinas en la
adenocarcinoma gastrica.

Ademas también es necesario realizar estudios inmunogenéticos para detectar
antigenos de histocompatibilidad protectores o favorecedores, ya que cada
poblacion es diferente y en la bibliografia la mayoria de los estudios han sido

realizados en poblacion americana o europea.
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