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l. RESUMEN

El cancer gastrico (CG) es un problema prevalente a nivel mundial, que se presenta
aproximadamente en un millon de nuevos casos anuales, lo que representa el 6.8% del total,
siendo la cuarta neoplasia maligna mas comun en el mundo. En Guatemala se sitla entre las
primeras tres neoplasias mas frecuentes en ambos sexos. EI CG se asocia a factores genéticos
del hospedero y a factores externos como el tabaquismo y la infeccion por Helicobacter
pylori (H. pylori). Se reconoce que en la patogénesis del CG existe un proceso inflamatorio
crénico que se inicia como gastritis cronica, que evoluciona a metaplasia y displasia
siguiendo la cascada de desarrollo hacia CG. El proceso inflamatorio es regulado por diversas
células y moléculas inmunes, como las citocinas y quimiocinas en el microambiente tumoral,
dichas moléculas pueden pasar a la circulacion sanguinea y ser detectadas y cuantificadas.
Diversos estudios previos han postulado que los niveles séricos de citocinas pueden

contribuir al diagndstico temprano de CG.

El objetivo del presente estudio fue analizar el perfil de citocinas Thl, Th2, Thl7 y otras
citocinas pro inflamatorias producidas por distintos tipos de células: IL-1p, IL-6 y TNFa, en
muestras plasmaticas de 70 pacientes con diagndstico de CG y compararlos con los niveles
de las mismas citocinas de un grupo control de 132 sujetos quienes eran sanos y equiparables
en edad y sexo, el propdsito fue comparar si existian diferencias significativas e identificar
las citocinas directamente asociadas a CG que pudieran contribuir a la identificacion
temprana de casos, asi mismo profundizar en el entendimiento de la respuesta inmune en esta

patologia.

Los casos de CG, fueron diagnosticados en la Unidad de Gastroenterologia del
Hospital Roosevelt, el Instituto Nacional de Cancerologia -INCAN-y un paciente de
Gastrocentro a quienes se les realizo historia clinica, biopsia gastrica y formaron parte de un
estudio previo. Las biopsias fueron clasificadas macroscopicamente segin Borrman en

grados I, I1, 111 'y IV y microscOpicamente, segun la clasificacion de Lauren.

Se analiz0 la base de datos de los casos y los controles: edad, sexo, etnia, tipo de CG
segun clasificacion de Borrman, estadificacion y clasificacién de Lauren, asi mismo, el

estatus de anticuerpos anti H. pylori. Se midieron los niveles de las citocinas utilizando el

13
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sistema “MSD MULTI-SPOT Assay System (Meso Scale Discovery, Rockville, Maryland,
USA).

Se encontrd que en los casos de CG la mayoria tenian edad promedio de 59.5 afios,
siendo la mayoria de sexo masculino (54%), la mayoria referian ser de etnia mestiza conocida
como ladina (71%). Respecto al status de infeccidn por H. pylori, se encontré que el 51% era
positivo para anticuerpos anti H. pylori. Con respecto a las caracteristicas del CG, la mayoria
de pacientes tenia adenocarcinoma grado 111 segun Borrman siendo 50 casos (71.4%); segln
la clasificacion microscépica de Lauren, la mayoria de pacientes tenia CG de tipo intestinal
39 (55.7%), seguido por el tipo difuso 29 (41.4%) y tipo mixto 2 (3%). La region anatémica,
fue en el cuerpo 30 (44%) seguido por el antro del estémago. El estadio clinico fue

principalmente el perteneciente al grado I, 27 casos correspondiendo al (40.3%).

Con relacion a los niveles de citocinas plasmaticas, se encontrd por regresion logistica, que
la citocina pro inflamatoria IL-6 y la citocina de Th2 IL-10, se encuentran asociadas
significativamente a CG independientemente del estatus de infeccion por H. pylori. Para las
siete citocinas estudiadas, se encontrd que los casos con diagndstico de CG tenian niveles
significativamente elevados en comparacién de sus respectivos controles, Thl: (IFNy:
p=0.025), Th2:(IL-4: p<0.0001, IL-10: p<0.0001), Th17: (IL-17A: p<0.0001) otras citocinas
pro inflamatorias (IL-1B: p<0.0001, IL-6: p<0.0001, TNFa: p<0.0001). Los niveles
plasméticos de IFNy se encontraron significativamente elevados en los casos de CG con
diagnostico microscopico tipo difuso, segun clasificacion de Lauren. Los adultos mayores de
60 afios presentaron niveles significativamente mas altos de TNFa e IL-17A que los menores
de 60 afos. Con relacion al grupo étnico, se encontré que la Unica citocina que marco
diferencia segun grupo étnico fue la IL-10, encontrandose significativamente elevada en la
etnia indigena. Para evaluar la posible relacion entre la positividad para anticuerpos anti H.
pylori con niveles elevados de IL-10, se realizo el analisis segun positividad para H. pylori y

niveles de IL-10, encontrando que no existen diferencias significativas entre ambos grupos.

La asociacion significativa por regresion logistica, de dos citocinas (IL-6 e IL-10) en los
casos de CG independientemente del status para H. pylori, demuestra la utilidad potencial de
estos biomarcadores en la deteccion temprana y no invasiva de CG, asi mismo orienta a

enmarcar a los casos de CG estudiados hacia un perfil de citocinas de Th2.
14
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1. MARCO TEORICO

I1.1 Introduccion

El cancer géstrico, CG ocupa el cuarto lugar entre las neoplasias malignas més
frecuentes a nivel mundial y es tercero en mortalidad, después del cancer de pulmén e higado.
Las tasas mortalidad varian geograficamente, siendo particularmente elevadas en los paises
en desarrollo como Guatemala, donde se ha reconocido que en varias regiones hay un
deficiente registro de datos (Ferlay et al., 2015). A pesar de eso se reporta que se presentan
mas de 16.7 casos por 100,000 habitantes, ocupando el segundo lugar en incidencia de las
neoplasias malignas al considerar ambos sexos, y de acuerdo a la tasa estandarizada de
mortalidad, es el segundo lugar como causa de muerte entre los canceres registrados, seguido
por el cancer de cérvix en mujeres (Ferlay et al., 2018). La informacion recientemente
publicada en este tema, confirma lo reportado previamente, para el afio 2020, era el quinto

en incidencia y el cuarto en mortalidad a nivel mundial (Sung et al., 2020).

Se considera que diversos factores de riesgo convergen en el desarrollo de este tipo
de cancer, entre ellos, la edad avanzada, el sexo masculino (Piazuelo & Correa, 2013),
predisposicion genética relacionada con el complejo principal de histocompatibilidad (HLA)
(Herrera-Goepfert et al., 2004), asi mismo otros factores como la pobreza, dieta, tabaquismo,
el estilo de vida que condiciona sobrepeso y obesidad, asi como la infeccién por H. pylori
(Nagini, 2012).

La bacteria Gram negativa, H. pylori se ha categorizado como carcinégeno humano
y es la mayor causa de CG especialmente de la parte distal del estbmago. La asociacion de la
infeccion por H. pylori con CG ha sido demostrada, incluso ilustrando la progresion
histoldgica del mismo desde las primeras etapas inflamatorias. H. pylori, se aloja en el antro
gastrico y en un tiempo prolongado afecta progresivamente el tejido a su alrededor,
ocasionado lesiones tales como gastritis cronica, la cual evoluciona a atrofia, metaplasia,

displasia y posteriormente a adenocarcinoma (Correa & Houghton, 2007).

Respecto a la alta letalidad del CG, se considera que se debe por un lado a la etapa
tardia en que se diagnostica, por presentar pocos sintomas y ser de larga duracion, asi mismo
a los métodos utilizados en su deteccion, los cuales requieren personal y equipo

especializado, tales como la gastroscopia y la observacion de la biopsia gastrica (Catalano et
15
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al., 2009). Se ha reconocido que la deteccidn y el manejo temprano de lesiones premalignas
y a nivel gastrico son medidas que contribuyen a mejorar la calidad de vida y también a evitar
la muerte por esta enfermedad (Gomez et al., 2015). La patogénesis del H. pylori en
enfermedad géstrica pre-maligna y maligna, se desencadena por un proceso inflamatorio
cronico persistente (Peek et al., 2010; Petrovchich & Ford, 2016). El proceso induce la
produccion de una diversidad de moléculas en el microambiente tumoral, mismas que pueden

pasar a la circulacion sistémica.

La respuesta inflamatoria observada en la infeccion por H. pylori, involucra la
activacion de células T, que genera la produccion de diversas citocinas que median la
respuesta inflamatoria persistente. Algunas citocinas han sido estudiadas como predictores
tempranos de una lesion maligna, entre ellas la IL-1B, IL-6, TNFa, IL-10, IFNy ¢ IL-4,
proponiéndose que podrian predecir tempranamente la malignidad de una lesion gastrica,
(Sanchez-Zauco et al., 2017). Se ha estudiado también que los polimorfismos de IL-17 se

relacionan con el riesgo de sufrir CG (Long et al., 2015).

La importancia de utilizar diversos biomarcadores séricos ha sido estudiada por
investigadores internacionalmente, para detectar de forma temprana el CG en aras de mejorar
su prondstico, en tal sentido se han estudiado los niveles de pepsindgenos ( Zhou et al., 2020),
los niveles plasmaticos de la proteina activadora del plasmindgeno y su receptor suPAR
(Fernandez-Botran et al., 2020), la deteccion de RNA metilado (Abbasi & Heydari, 2018),

y la deteccion y cuantificacion de citocinas séricas (Sanchez-Zauco et al., 2017).

Tomando en cuenta la necesidad de encontrar biomarcadores séricos que detecten
tempranamente las lesiones gastricas malignas y basados en el importante componente
inflamatorio que acomparia el desarrollo de CG, se hace necesario estudiar los niveles
plasmaticos de citocinas para profundizar el estudio de la respuesta inmune en esta patologia,
asi mismo identificar si alguna citocina de Th1, Th2, Th17 u otras citocinas pro inflamatorias
producidas por otros tipos celulares, son Utiles en la identificacion temprana de los casos de
CG.
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11.2 Epidemiologia del cancer gastrico:

El cancer gastrico (CG) es el crecimiento descontrolado de las células del estomago,
origindndose ya sea en la mucosa muscular o serosa. Es un problema prevalente a nivel
mundial, ocupa el cuarto lugar en incidencia de todos los canceres, la cual se estima en 1
millén de casos nuevos anuales, es la quinta causa de muerte por cancer. Es el cuarto en
incidencia de todos los canceres a nivel mundial 12.1 /100,000. En Guatemala, se presentan
mas de 16.4 casos por 100,000 habitantes, el primer lugar en incidencia en ambos sexos. De
acuerdo a la tasa estandarizada de mortalidad ocupa en el primer lugar como causa de muerte
entre los canceres registrados en ambos sexos, seguido por el de cérvix en mujeres y de
prostata en hombres (World Health Organization, 2012). La mayoria de los pacientes de CG
son mayores de 50 afios al momento del diagnostico y la incidencia global es de dos hombres

por cada mujer.

En relacién con la mortalidad, el CG es el quinto mas mortal a nivel mundial, sin
embargo, presenta un riesgo acumulativo mas alto que las causas que lo preceden (Ferlay et
al., 2015). Las tasas mortalidad varian geograficamente, siendo particularmente elevadas en
los paises subdesarrollados. La sobrevida a cinco afios después del diagnéstico es menor al
30% en la mayoria de los paises, lo cual se atribuye principalmente a que, en la mayoria de
los casos, la enfermedad es diagnosticada en etapa avanzada, cuando la probabilidad de
tratamiento efectivo es escasa (Bertuccio, 2009) (Ferlay et al., 2015 ). En tal sentido la
prevencion del CG seria de gran utilidad, por un lado, evitar los factores externos, como la
infeccion por H. pylori, asi como también el monitoreo y diagnéstico temprano, seguimiento

de los casos (Pasechnikov, 2014).
11.3 Diagndstico y Clasificacion del cancer gastrico:

El diagndstico de cancer gastrico se establece por medio de la observacidn histoldgica
del tejido gastrico obtenido por biopsia realizada por especialista, este método es fundamental
para la evaluacion de la presencia de células malignas, asi como el grado de degeneracion

celular que se presente y su clasificacion internacional para la estadificacion tumores TNM:

La Sociedad Americana del Céancer, ha publicado la clasificacion anatomica de la

localizacion del tumor, en los ultimos 50 afios esta clasificacion general se relaciona con el
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estadio del tumor, en donde T, es la localizacion inicial del tumor, N: se refiere a la
localizacion de ganglios linfaticos afectados, y M: se refiere lesiones distantes o metastasis.
Esta clasificacion inicial del tumor, sigue siendo de utilidad ya que contribuye a la toma de
decisiones clinicas respecto a un paciente. La clasificacion macroscépica de Borrman sigue
siendo Util, se realiza de acuerdo con su apariencia y puede ser dividida en cuatro tipos: Tipo
I: polipoide: tumor bien delimitado y circunscrito, Tipo Il Fungoide: tumor polipoide con
una marcada infiltracion central, Tipo I11: Ulcerado: tumor ulcerado con bordes infiltrativos,

Tipo IV: Infiltrativo: linitis plastica (Catalano et al.,2009).

Otros criterios especificos para la clasificacion del CG, se basa en sus caracteristicas
microscopicas e histoldgicas, existen diferentes sistemas de clasificacién del CG en lo que
se sobresalen, el sistema japonés, el de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el mas

utilizado que es el sistema de Lauren (Catalano et al., 2005).

Este Gltimo sistema de clasificacion (Lauren) divide al CG en dos subtipos, intestinal
y difuso, los cuales presentan diferencias importantes a nivel epidemioldgico, etiopatoldgico

y molecular (Catalano et al., 2005; Correa & Houghton, 2007).

La evolucion progresiva maligna del cancer gastrico tipo intestinal a partir de un
proceso de gastritis crénica por H. pylori, evoluciona a un proceso de atrofia, metaplasia y
displasia, el que fue descrito desde 1988 por Pelayo Correa; esta cascada en la evolucion, ha
sido usada hasta la actualidad (Yakirevich & Resnick, 2013). Los adenocarcinomas
pertenecientes al tipo difuso se han observado que tienen un comportamiento mas agresivo y
peor prondstico que los del tipo intestinal y como se menciond previamente, la localizacion
anatémica, los adenocarcinomas proximales y distales son también tomados en cuenta en su

clasificacion actual (Piazuelo & Correa, 2013).

La localizacion anatémica del tumor maligno en el estdmago es también considerada
como un parametro importante para la clasificacion del CG. De acuerdo a la localizacion
anatomica se pueden distinguir dos tipos de cancer gastrico: aquellos situados en la region
distal o cancer no cardial, que se originan en el cuerpo y el antro a diferencia de los que se

localizan en la region mas proximal de este 6rgano o cancer cardial, son subtipos anatomicos
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que presentan diferencias importantes en su etiologia y epidemiologia (McColl, 2006);
(Hansen et al., 2007).

La Organizacién Mundial de la Salud divide el CG en papilar, tubular, mucinoso
(coloidal) y pobremente diferenciado. Estos dos ultimos sistemas de clasificacion permiten
una mejor comprension de la histogénesis y la biologia del cancer géastrico, pero tienen una
utilidad clinica limitada para guiar la terapia del paciente debido a la heterogeneidad

molecular del cancer gastrico.

El Sistema Sydney para la clasificacion de gastritis, enfatiza dos aspectos
importantes, toma en cuenta la topografia, morfologia y la etiologia de la misma para que
puedan darse diagnosticos reproducibles y tiles desde el punto de vista clinico. Este sistema
se evalu6 en Houston en 1994, llegando a consenso entre patdlogos gastrointestinales de
varias partes del mundo, para establecer una terminologia para la gastritis y lograr resolver
algunos problemas terminoldgicos, se revisaron las categorias principales de esta patologia

en: estomago atrofico y no atréfico (Dixon et al., 1994).

Basandose en el conocimiento actual de las bases biolégicas del desarrollo de la
gastritis, incluyendo las experiencias mundiales sobre la aplicacion del Sistema de Sydney
por mas de 15 afios, un grupo de patologos se reunio en el conocido “Enlace Operativo para
la Evaluacion de la Gastritis” (OLGA por sus siglas en inglés) y propuesto un sistema para
estadificar la gastritis, organizando los tipos histolégicos de gastritis a lo largo de una escala
de riesgo de evolucionar a cancer gastrico el cual aumenta progresivamente desde el mas
bajo riesgo, etapa 0, hasta el més alto, etapa V. La revision del sistema Sydney, establecid
que se deben tomar varias biopsias gastricas para explorar los diferentes compartimentos de

la mucosa.

Los grados de atrofia en la mucosa gastrica tienen la siguiente clasificacion por su
severidad: O: atrofia ausente, 1: atrofia indefinida con lesiones en el antro o en el cuerpo, 2.1
atrofia presente, pero sin metaplasia en el antro o en el cuerpo en involucra glandulas y lamina
propia, 2.2 atrofia presente con metaplasia, metaplasia intestinal en el antro y en el cuerpo,

metaplasia pseudopilorica.
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La gradacion de los mismos se puede separar en los casos 2.1, en tres grados distintos
por su severidad en Medio (G1) Moderado (G2) y Severo (G3) y los casos 2.2 es decir con
metaplasia en Medio (G1) Moderado (G2) y Severo (G3).

El estadio I, con poca atrofia en la mayoria de casos, especialmente en pacientes
infectados con H. pylori, la atrofia es detectada solo en algunas muestras.

Estadio II: puede resultar de una combinacion de diferentes grados y localizacion de
trasformacion atrofica, la cual puede afectar la mucosa secretora de moco, pero en la mayoria
de casos las lesiones atroficas se detectan en muestras obtenidas del &rea secretora de moco.
La presencia o ausencia de H. pylori tiene que ser reportada para una evaluacion completa.
Por experiencias recabadas, el estadio Il de OLGA es el gue tiene menor riesgo de cancer

géstrico en un contexto epidemioldgico.

Estadio IlI: este tiene lesiones de atrofia moderada en la mucosa secretora que se
observa oxintica. La atrofia es méas frecuentemente identificada en muestras de la incisura
angularis, el sub tipo de lesion histologica generalmente es atrofia y metaplasia, y se debe
reportar la presencia de H. pylori. En la mayoria de poblaciones con estadio 1l presentan

bajo riesgo de CG.

Estadio IV: significa atrofia que involucra ambos region antral y mucosa de
apariencia oxintica, corresponde basicamente al fenotipo pan gastritis atréfica.

En pacientes con infeccion por H. pylori hay transformacion metaplasica que puede
interferir con la deteccidn histoldgica de la bacteria este estadio no se observa en zonas de
baja incidencia de CG. Algunos datos preliminares reportan asociacion entre OLGA Iy IV
y CG, por lo que su vigilancia endoscopica es muy importante. La gastritis atrofica, de tipo
intestinal, con tendencia al desarrollo de cambios atréficos que resultan en adenocarcinoma,

tiene como principal factor de riesgo la infeccion cronica por H. pylori (Rugge et al., 2008)
11.4 Infeccidn por H. pylori

H. pylori es un bacilo Gram negativo, flagelado, patégeno para el ser humano,
identificado como agente productor de cancer gastrico. Esta bacteria, posee una gran

variabilidad genética, existen cepas que producen reaccion inflamatoria cronica y secretan
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hacia el interior de célula géstrica toxinas que la dafian el epitelio gastrico de forma crénica
y persistente, entre los mecanismos de virulencia, se encuentran las toxinas codificadas en
genes Vac Ay Cag A en laisla de patogenicidad conocida como Cag-PAl la cual contiene
alrededor de 30 genes que codifican para un complejo proteico llamado sistema de secrecién
tipo 1V, el cual se encuentra en cerca del 60% de las cepas de H. pylori, pero con variaciones
entre poblaciones. Este sistema de secrecion introduce una serie de moléculas al citoplasma
de las células epiteliales de la mucosa géstrica, entre ellas la proteina CagA (Shaffer et al.,
2011). Estudios llevados a cabo con ratones transgenicos han demostrado que CagA es una
oncoproteina capaz de inducir la formacion de cancer en el epitelio gastrico (Ohnishi, 2008).
Una vez en el citoplasma, CagA es fosforilada y esto desencadena una serie de eventos a
nivel intracelular que incluyen rearreglos del citoesqueleto, provocando alteraciones en la
polaridad de las células epiteliales, H. pylori alcanza la célula secretando otra proteina una
serina proteasa HtrA que abre las uniones celulares, facilitando la inyeccion por el sistema
de secrecion tipo IV (T4SS ) de CagA al interior de la célula gastrica (Naumann et al., 2017).
Unido a ello, se ha demostrado que la apertura de las uniones de célula a célula dependiente
de HtrA y la activacion de T4SS pueden ser un mecanismo gque permite tanto la colonizacion
como la accion patogeénica persistentes de H. pylori (Cover, 2016). En el desarrollo de CG
H. pylori produce la induccion de la expresion de mediadores inflamatorios y activacion de
mecanismos de sefializacion que aumenta la proliferacion celular, entre otros (Polk & Peek,
2010).

Se han descrito otros mecanismos de patogenicidad asociados a Cag-PAl pero
independientes de la translocacién o fosforilacion de CagA por ejemplo el nivel de
fosforilacion de la tirosina de CagA en las células del hospedero esta influenciado por las
diferentes regiones EPIY A dentro de la proteina que pueden sufrir fosforilacion, la proteinas
CagA que tienen mayor numero de EPIYAS presentan una mayor union a sus dianas
intracelulares por lo tanto una mayor actividad dentro de la célula y la sub siguiente

transformacion a célula maligna serd mayor (Backert & Blaser, 2016).

Adicionalmente, VVacA es una proteina citotoxica, codificada por el gen VacA, que
induce la formacion de vacuolas que producen una serie de dafios intracelulares en el epitelio

gastrico (Polk & Peek, 2010). Aunque todas las cepas de H. pylori producen esta proteina,
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los niveles de expresion varian en funcion del genotipo de polimorfismos presentes en tres
sitios especificos del gen VacA, denominados region sefial (s), region media (m) y region
intermedia (i). Ciertos haplotipos de estos sitios polimorficos han sido asociados con un
mayor riesgo de desarrollar CG (Cover & Blanke, 2005). Las variantes genotipicas de Vac
slm1 Cag A+ se ha encontrado que estan mas asociadas a ulcera gastrica, ulcera duodenal y
CG produciendo un alto grado de actividad neutrofilica, desarrollo de metaplasia intestinal y

concentraciones locales muy altas de IFy e IL- 12 (Vinagre et al., 2018).

En tal sentido, la patogénesis del H. pylori para el desarrollo de enfermedad gastrica
pre-maligna y maligna, se relaciona con un proceso inflamatorio cronico persistente que dafia
la célula gastrica de forma irreversible (Parsonnet et al., 1991). Por otro lado, se ha descrito
que cuando personas portadoras de H. pylori, migran de otro continente como Africa, hacia
Asia, la virulencia se puede ver incrementada, se ha postulado que se puede deber en parte,

a otro factor de virulencia conocido como DupA (Yamaoka, 2010).
11.5 Citocinas en infeccién por H. pyloriy CG

De acuerdo con Negovan y colaboradores (2019), la interleucina 1 (IL-1), es una
citocina proinflamatoria que inhibe la secrecion de acido gastrico, promueve un aumento en
la colonizacion de H. pylori que conduce a una gastritis mas severa, esta relacionada en la
carcinogénesis posterior y progresion tumoral. La IL-10 es una citocina antiinflamatoria que
tiene un rol importante en la respuesta inflamatoria, ya que inhibe la sintesis de algunas
citocinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-12 y TNF-o, esto lleva a la regulacion o
moderacion de una reaccion inflamatoria. Se considera que la 1L-10 esta involucrada en la
respuesta inmune a la infeccion por H. pylori. Otra importante citocina es el interferén y,
(IFNy) el cual es una citocina proinflamatoria de linfocitos CD4, Thl. Sus efectos se
observan ante infecciones virales, antimicrobianas y anti tumorales. Es inhibidor de la
angiogeénesis es capaz de tener efectos antiproliferativo y antimetabdlico directos sobre una
amplia variedad de células tumorales. Se han relacionado algunos polimorfismos con el

riesgo de sufrir cancer géstrico de inicio temprano.

El factor de necrosis tumoral a (TNF-a), es otra citocina proinflamatoria y sus niveles

pueden estar influenciados por las variantes alélicas en la region promotora del gen TNF-a.
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Su relacion con CG aun es muy controversial ya que no se ha encontrado relacion en
poblaciones eslovenas, pero se ha descrito que en estudios en poblaciones asiaticas existe
relacion con algunos polimorfismos de esta molécula y el cancer gastrico (Alpizar-Alpizar et
al., 2009). En pacientes latinoamericanos, no se encontré diferencia significativa entre los

casos de CG y sus controles (Sanchez-Zauco et al., 2017).

Por otro lado, la interleucina 4 (IL-4), es una citocina inmunomoduladora que tiene
un rol papel importante en la regulacion de la diferenciacion y activacion de los linfocitos.
Ademas, otra funcion que se ha descrito es que IL-4 inhibe la secrecion de citocinas
proinflamatorias para promover las células tumorales, afectando en particular a IL-1, IL-6 y
TNF-a. De alli su importancia de estudiarla en la tumorogenénesis por H. pylori. Ademas, se
ha encontrado asociacion de algunas variantes alélicas de esta citocina con CG tipo intestinal
(Cho & Kim, 2017). Con relacion a la Interleucina 6, (IL-6), esta es una citocina
multifuncional que actda tanto como un regulador endocrino como un mediador inflamatorio.
IL-6 juega un rol de importancia en los mecanismos de defensa del huésped, ya que actla
como mediador entre el sistema inmune innato y el adaptativo. Existen estudios que han
descrito la presencia del alelo IL-6 -174 G asociado con una mayor produccién de IL-6 en
comparacién con individuos con variables genotipicas de CC. Otras investigaciones han
descrito niveles més altos de IL-6 en la mucosa géstrica en pacientes con H. pylori positivo

en comparacion con los casos de H. pylori negativo (Landskron et al., 2014).

Respecto a la interleucina 17 (IL-17), esta es una citocina proinflamatoria que ha sido
estudiada en su relacion con cancer gastrico. Un reciente meta-analisis demostrd que los
efectos generales de dos polimorfismos se asociaron significativamente con la
susceptibilidad al cancer gastrico. En el analisis de etnicidad, estos dos polimorfismos se

asociaron con poblaciones asiaticas, pero no con caucasicos (Jie-Fang et al., 2019).
11.6 Niveles séricos de citocinas y deteccién de CG

La estimulacion de la respuesta inmune del hospedero por medio de la produccién de
citocinas proinflamatorias como IL-8, IL-6, IL-1B, atraen y activan a los neutrofilos y
monocitos provocando una reaccion inflamatoria y gastritis cronica, la infeccion por H.

pylori también produce infiltracion de células dendriticas y linfocitos T y B y estimula la
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produccién la proteina quimiotactica de los macréfagos MCP1, factor de necrosis tumoral
alfa, 1L-10 e IL-12, factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) e interferon gamma
(IFNy) (Amieva & Peek, 2016). Se han descrito factores de los genéticos del huésped que
determinan el desarrollo del CG, tales como algunas variantes polimorficas de genes que
codifican citocinas, especialmente las relacionadas con la regulacion de la respuesta
inflamatoria (EI-Omar et al., 2000).

Los citados mediadores inflamatorios producidos en la mucosa, pueden alcanzar el torrente
sanguineo y ser medidos a nivel sérico. Idealmente, los biomarcadores deberian detectar las
etapas tempranas (I / 1) de la enfermedad cuando las oportunidades de curacion son mas
altas, aunque estos mediadores inflamatorios producidos localmente en la mucosa gastrica
pueden alcanzar la circulacion sanguinea y detectarse en muestras de plasma (Sanchez-Zauco
etal., 2017).

Se ha descrito que un fuerte sesgo de las células T CD4 + hacia un fenotipo Thl esta
asociado con infeccion por H. pylori menos severa, y pudo observarse en infeccion a corto
plazo y después sostenida. Sin embargo, parece que H. pylori ha desarrollado estrategias con
las cuales prevenir la induccion de células T CD4 + sesgadas a fenotipo Thl (Vinagre et al.,
2018). Se ha demostrado experimentalmente, que durante la infeccion por H. pylori se puede
producir un sesgo del equilibrio entre células Thl /Th2 a favor de las Gltimas al reducir la
secrecion de IL-12 (Kao et al., 2006).

Otro topico investigado con relacion al rol de las citocinas, son sus variantes genéticas
y su relacion con la gastritis por H. pylori, asi como su evolucién a lesiones atréficas gastricas
y metaplasia, se han realizado estudios que no son concluyentes a la fecha. Las variantes en
un solo nucleétido se han investigado para CG. Las variantes de IL-10 T-819C, IL-8-251,
IL-18RA P917997, 1L-22 rs1179251, 1L1-B-511, IL1-B- 3954, IL4R-398 e IL1IRN se han
identificado como algunos de los predictores de lesiones gastricas pre malignas (Negovan et
al., 2019).

Los niveles de diversas citocinas séricas han sido estudiados como respuesta al cancer
gastrico y como posibilidad diagnostica de lesiones malignas. Los niveles de citocinas como
IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, e IL-18 se han encontrado significativamente
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elevados a nivel local en el estbmago de los pacientes infectados con H. pylori, en contraste

con sus controles no infectados (Lindholm et al., 1998).

Recientemente un estudio comparo diferentes citocinas en un grupo de pacientes con
CG céncer y controles sanos, encontrando once con valores significativamente méas altos en
los casos que en los controles, siendo estos, el receptor 1 del IFN-y, el Notch-3, el receptor
del Factor de necrosis tumoral (TNFR), el receptor de la hormona del crecimiento, el
activador linfocitario 8 (SLAMS), el receptor de folato beta (FR-beta), la integrina alfa 5,
galectina 8. El hallazgo mas importante es que se ha descrito por primera vez como estas

proteinas pueden diagnosticar y evaluar el pronostico del CG (Wu et al., 2019).

Se identifico recientemente un factor no proteinico en los sonicados de H. pylori que
tiene la capacidad de prevenir la secrecion de IL-12 por células dendriticas CD in vitro, lo
que indica que H. pylori actda suprimiendo activamente la funcién de dichas células, en lugar
de causar agotamiento a traves de la estimulacion cronica. Estas observaciones sugieren que
H. pylori logra regular la inmunidad Th1 a su favor, desviando CDs hacia un perfil de citocina
que es mas propicio para las respuestas Th2, representando asi otra estrategia con la cual
evade el reconocimiento de CD y la posterior respuesta de células T.

Adicionalmente, se ha reportado que niveles citocinas IL-1p, IL-6, TNFa, IL-10,
IFNy, IL-4 pueden predecir la malignidad de una lesion géastrica (Sanchez-Zauco et al.,
2017).

Mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-6, TGF-£, e IL-10 han sido estudiados
como moléculas que participan en la iniciacion progresion del cancer en el microambiente
tumoral, el cual estda formado por células estromales, infiltrado de células inmunes y las

células tumorales, existen moléculas que promueven la carcinogénesis.

Existe evidencia que apoya la participacion de las citocinas en los eventos que
intervienen en la iniciacion, estimulacion, invasion y metastasis del cancer. En el proceso
inflamatorio crénico, las citocinas tales como TNF-a, e IL-6 inducen la generacion de

radicales libres que dafian el DNA causando mutaciones que permiten la iniciacion del tumor.

El desarrollo del tumor también es favorecido por citocinas pro inflamatorias que estimulan

la proliferacion celular reduciendo la apoptosis, mientras que las citocinas anti inflamatorias
25



Doctorado en Ciencias Biomédicas, Tesis doctoral Carmen Villagran de Tercero

tales como IL-10 y TGF-p, contribuyen a la inmunoevasion del tumor. Las propiedades
invasivas del tumor se han relacionado al factor de necrosis tumoral (TNF). El factor
transformador de crecimiento beta TGFp favorece la transicion de epitelio mesenquimal y
otras citocinas como TNF-a e IL-6 juegan un papel importante en la angiogénesis y la
metastasis. En este contexto se ha propuesto el uso de la determinacion sérica de citocinas
tales como IL-6 e IL-10 como marcadores diagnosticos, aunque los autores sugieren que es

necesario realizar estudios con mayor nimero de casos (Landskron et al., 2014).

La IL-10, ha sido también estudiada y se han medido los niveles séricos; se ha
observado que los niveles elevados de IL-10 podria ser un biomarcador Gtil en el diagndstico
de adenocarcinoma gastrico, sin embargo se sugiere realizar estudios con un nimero mayor
de pacientes y realizar comparaciones con grupo control que tengan edad similar edad,
también se sugiere que la expresion de IL-10 puede ser un marcador Util para distinguir el

estadio clinico en el cual se encuentra el paciente con cancer (Shokrzadeh et al., 2018).

Otro estudio evalu6 muestras plasmaticas de 99 pacientes con cancer gastrico, se
midieron niveles de IFNy, TNFa, FGFB1 y las citocinas IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12p40, IL-12p70, y el factor de crecimiento endotelial. Se estudid la asociacion entre las
citocinas, factores de crecimiento, la demografia y las caracteristicas clinicas. Se encontro
una correlacion entre las citocinas, y factores de crecimiento, encontrando que en hombres
los niveles plasmaticos mas elevados de TNFa, IL-12p70, IL-4, IL-10, comparado con
mujeres (p<.05). Los niveles plasmaticos de TNFo en pacientes adultos mayores con cancer
gastrico (>60 afios) se encontraron mas altos que pacientes jovenes (p<.05). Los niveles
elevados de IL-8 e IL-10 se identificaron como factores de riesgo para el aumento en el
tamafio del tumor (didmetro >5cm). Los niveles mas altos de TGFB1 se asociaron con un

aumento de riesgo de invasion a tejido vascular y nervioso.

Los citados resultados sugieren que las citocinas plasmaticas y los niveles de factores
de crecimiento, pueden ayudar a predecir el desarrollo y progresion del cancer gastrico,
proponiéndose validar estos hallazgos en estudios con mayor nimero de casos. (Zou et al.,
2018).

26



Doctorado en Ciencias Biomédicas, Tesis doctoral Carmen Villagran de Tercero

11.7 Planteamiento del problema

El c&ncer géstrico (CG) es un problema prevalente a nivel mundial, presentandose 14
millones de nuevos casos y 8 millones de muertes anuales, siendo el cuarto en prevalencia.
En Guatemala ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad (17%) y (22%),
respectivamente. La alta mortalidad, se debe a la etapa tardia en la que se detecta y los
métodos de diagndstico que requieren personal y equipo especializado como lo son la
gastroscopia y la observacion patoldgica de la biopsia gastrica. EI CG se asocia a infeccion
por H. pylori, patdgeno considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
un agente productor de cancer gastrico (Correa & Houghton, 2007). EI H. Pylori, induce una
reaccion inflamatoria mediada por citocinas la cual produce cambios histologicos
degenerativos y liberacion de moléculas que pueden ser detectadas por métodos de

laboratorio.

Estudios previos de nuestras investigaciones, han identificado que algunas moléculas
cuantificadas a nivel plasmatico estan relacionadas al desarrollo de lesiones gastricas
malignas, una de ellas es la proteina SUPAR (Wellmann et al., 2018). Otros biomarcadores
como los pepsindgenos (PG) pueden tener valor diagnostico y / o pronostico en pacientes
con GC. Los niveles plasmaticos pueden verse afectados por la infeccion por H. pylori
principalmente cuando las cepas de H pylori son portadoras de los genes de la citotoxina
(CagA) (Ohnishi et al., 2008).

Por otro lado, la respuesta inflamatoria que estimula la infeccion por H. pylori,
involucra la activacién del sistema inmune, éste genera la produccion de diversas citocinas.
Algunas citocinas han sido estudiadas en su rol como desencadenantes de la reaccion
inflamatoria cronica y también como predictores tempranos de una lesion maligna, entre ellas
se han descrito tanto citocinas pro inflamatorias como citocinas anti inflamatorias,
producidas por distintas células, la IL-1pB, IL-6, TNFa, IL-10, IFNy e IL-4, postulandose que
podrian detectar tempranamente la malignidad de una lesion géstrica, aunque los estudios
recomiendan otras investigaciones para profundizar esta hipdtesis (Sanchez-Zauco et al.,
2017). Se ha estudiado también que los polimorfismos de IL-17 se relacionan con el riesgo
de sufrir CG (Long et al., 2015).
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Con base en lo anterior, el presente estudio identifica las diferencias significativas
entre los niveles de citocinas Thl, Th2 , Th17 y otras citocinas pro inflamatorias producidas
por distintos tipos celulares: IL-1p, IL6 y TNFa, en pacientes con diagnostico de cancer
gastrico, comparado con un grupo control equiparable en edad y sexo. Se relacionan las
diferencias de los niveles séricos de los biomarcadores mencionados con los tipos de CG,
para identificar aquellos potencialmente Gtiles en la identificacion de una lesion gastrica

cancerosa.

La importancia se debe a que el tratamiento y prondstico del cancer gastrico depende
en gran medida de la deteccion y diagnéstico temprano. El método usado actualmente en el
diagndstico es la gastroscopia y biopsia géstrica, el que es de gran utilidad, sin embargo,
muchas veces se realiza tardiamente, ademéas de ser un método invasivo. Por otro lado,
estudios previos indican que los niveles séricos de algunos biomarcadores como la proteina
SUPAR se encuentran significativamente altos en pacientes con cancer gastrico y que podrian
contribuir a una deteccion temprana (Wellmann et al., 2018). En tal sentido, sabiendo que el
desarrollo del cancer gastrico depende en gran medida de una reaccion inflamatoria crénica
mediada por citocinas tales como IL1B, IL-6, IL-10 ¢ IFNy, se ha considerado que la
deteccion de éstas mismos podria también contribuir a caracterizarla malignidad de una
lesion géastrica (Sanchez-Zauco et al., 2017). Otro grupo de investigadores resalta la
importancia de la IL-17 en el diagnostico de CG (Karabulut et al., 2019).

Considerando los hechos anteriores, es necesario profundizar los estudios que
caractericen la respuesta inmune en la fisiopatologia del desarrollo de esta lesion maligna,
asi como establecer las diferencias inmunoldgicas entre pacientes con CG con respecto a
controles sanos con el fin de contribuir a profundizar el estudio de esta entidad clinica y el
posible rol de la deteccion de citocinas como una alternativa no invasiva de esta patologia.
Las muestras analizadas se obtuvieron de la base de datos y el biobanco de muestras
plasmaticas de una investigacion previa que caracterizd los casos de CG en Guatemala
(Wellmann et al., 2018).
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I1l.-  MARCO METODOLOGICO

I11.1Sede del estudio: Universidad de San Carlos de Guatemala, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad de Louisville USA, Hospitales Roosevelt, Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN), un paciente de un centro privado Gastrocentro y voluntarios
procedentes del Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas que
participaron en el grupo control y Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas.
Departamento de Patologia y Medicina de Laboratorio de la Universidad de Louisville,
Louisville, KY, USA.

111.2 Consideraciones éticas

La presente investigacion estd basada en los principios éticos fundamentados en la
Declaracion de Helsinki, dirigidos a la investigacion biomédica en seres humanos la cual
debe concordar con los principios cientificos aceptados; el disefio y ejecucion debe
formularse en un protocolo claramente escrito, la investigacion la realizaran solo por
personas cientificamente calificadas, el objetivo debera ser proporcional al riesgo, respetando
la integridad del ser humano, asi como la exactitud de los resultados. Las normas de
bioseguridad y manejo de desechos se hicieron de acuerdo con lo normado en el pais, con
respaldo de la empresa ECOTERMO.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion ZUGUEME el cual es un
comité independiente acreditado ante el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de
Guatemala. No.PROZU 552-20.

Procedimientos para garantizar aspectos éticos e las investigaciones en seres humanos

Categoria de riesgo: |

Toda investigacion o experimentacion realizada en seres humanos debe hacerse de acuerdo
a tres principios éticos basicos, a saber, respeto a las personas, a la basqueda del bien y la
justicia.

La presente investigacion tomd en cuenta los principios éticos aceptados universalmente,
las normas CIOMS 2017.

1. Pauta 1: Valor social y cientifico y respeto a los derechos. El proyecto tiene valor

social porque el cancer gastrico afecta una gran proporcion de poblacion en el mundo
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y en Guatemala. Cientifico: se orienta a mejorar el entendimiento de los procesos
inmunologicos en el CG y a valorar la posibilidad de usar métodos de diagnostico
temprano en su deteccion lo cual tiene un sustento cientifico claro en la literatura
mundial, realizando modificaciones que pueden llevan con éxito a prevenir la muerte
por esta enfermedad.

Pauta 11: almacenamiento de materiales biolégicos; los materiales biolégicos se
manipularan siguiendo las normas de bioseguridad estrictas y se almacenaron en el
Departamento de Patologia y Laboratorio de Medicina de la Universidad de
Louisville, Louisville, KY, USA. Las muestras clinicas que fueron examinadas,
pertenecen a pacientes de un estudio previo ya publicado (Wellmann et al., 2018.)
Adicionalmente se contd con la autorizacion de la Dra. Alicia Wellmann
coordinadora proyecto anterior.

En el presente estudio participaremos tres de los coautores del estudio anterior.
Pauta 12: almacenamiento de datos; la informacion recabada serd almacenada en un
archivo creado para el efecto guardando orden y confidencialidad, en la presente
investigacion no se tuvo acceso a datos personales (nombre, direccién o teléfono) de
los casos ni de los controles.

Pauta 11: recoleccién, almacenamiento y uso de materiales biolégicos y datos
relacionados:

“Cuando los investigadores procuren usar materiales almacenados que fueron
recolectados para investigaciones, usos clinicos u otros propésitos pasados sin haber
obtenido el consentimiento informado para su uso futuro en una investigacion, el
Comité de Etica de la investigacion puede omitir el requisito de consentimiento
informado individual si: 1) no seria factible o viable realizar la investigacién sin la
dispensa; 2) la investigacion tiene un valor social importante; y 3) la investigacion
entrafia apenas riesgos minimos para el participante o el grupo al cual este pertenece.
Los custodios de los materiales biologicos deben tomar medidas para proteger la
confidencialidad de la informacién vinculada al material, para lo cual deben
compartir solo datos anénimos o codificados con los investigadores y limitar el

acceso de terceros al material. La clave del cddigo debe permanecer con el custodio
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del material bioldgico. La transferencia de materiales bioldgicos debe realizarse al

amparo de un acuerdo de transferencia de materiales (Regional & Las, 2016).

Declaracién de Helsinki.: la mision del médico es velar por la salud de la humanidad,

sus conocimientos y su ciencia deben dedicarse a la realizacion de esta mision.
Principios bésicos:

La investigacion biomedica en seres humanos debe concordar con los principios
cientificos aceptados.
El disefio y ejecucion de la investigacion debe formularse en un protocolo claramente
escrito.
Investigacion solo por personas cientificamente calificadas.
El objetivo debera ser proporcional al riesgo.
Valoracion de riesgo - beneficio.
Respeto a la integridad del ser humano.
Evitar cualquier investigacion que tenga riesgos impredecibles.
Respetar la exactitud de los resultados.

Toda investigacion debe ser precedida por informacién completa y clara.
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111.4 HipOtesis
El perfil de citocinas Th1, Th2, Th 17 y otras citocinas pro inflamatorias: IL-18, IL-6
y TNFa, se encuentran elevadas en los pacientes con cancer gastrico en comparacion

con un grupo control.

111.4 Objetivos
General

Analizar el perfil de citocinas Thl, Th2, Thl7 y otras citocinas pro inflamatorias
producidas por distingos tipos de células, IL-1B, IL-6 y TNFa en plasma de pacientes

con cancer gastrico.

Especificos
1. Evaluar el perfil plasmatico de citocinas de Th1 (IFNy), Th2 (IL-4, IL-10), Th17
(IL-17A) vy las citocinas pro inflamatorias: IL-1p, IL-6 y TNFa en pacientes con
distintos tipos de CG con y sin infeccion por H. pylori, respecto a un grupo

control.

2. Relacionar los niveles de citocinas plasmaticas de Th1l (IFNy), Th2 (IL-4, IL-
10), Th17 (IL-17A) y otras citocinas pro inflamatorias: IL-1p, IL-6 y TNFa, con
el tipo de CG segun clasificacion de Lauren.

3. Determinar si los niveles alguna de las citocinas plasmaticas de Thl (IFNy), Th2
(IL-4, 1L-10), Th17 (IL-17A) y las citocinas pro inflamatorias: IL-1B, IL-6 y
TNFa, se asocian directamente a CG y son potencialmente Utiles para la
identificacion de casos CG.
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I111.5 Material y Métodos:

Tipo de estudio: estudio de casos y controles, realizado en pacientes provenientes de
hospitales Roosevelt, Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) y un paciente de un centro
privado Gastrocentro y voluntarios procedentes del Laboratorio Clinico del Centro de
Investigaciones Biomeédicas que no padecian ninguna enfermedad maligna y participaron en

el grupo control.

Universo de estudio:

Poblacién o universo: 750 pacientes con sintomas clinicos de dispepsia e indicacion médica
de gastroscopia que consultan anualmente a la Unidad de Gastroenterologia del hospital
Roosevelt. Considerando que la presente investigacion tiene un propdsito similar que la
investigacion previa, del cual provienen las muestras (Wellmann et al., 2018), que fue la
comparacion entre casos de CG y controles, su célculo es adecuado para el analisis de otras
variables cuantitativas, habiéndose realizado a través del programa EPIDAT 3.1, en funcion
de la variable proteinas UPAR, para un contraste o prueba de hipétesis, nivel de significancia
de 5%, potencia de 90%, se obtuvieron 64 casos y 128 controles, los cuales fueron apareados
por sexo y edad con una variacién maxima de 3 afios. Se establecié una relacion de dos
controles por cada caso. Tanto los casos como los controles debieron cumplir
correspondientemente con los criterios de inclusion y exclusion que se indican a

continuacion:

Casos: Criterios de inclusion: diagndstico de adenocarcinoma gastrico distal/o proximal,
incluyendo el cardias del estbmago, mayores de edad; criterios de exclusién: pacientes
operados por enfermedad remanente o por tumores secundarios, tumores metastasicos que
derivan de otros drganos, pacientes tratados por linfoma de MALT u operados por cualquier
otra enfermedad gastrica diferente de adenocarcinoma gastrico, pacientes que han recibido
qguimio/radioterapia, asi como pacientes con patologias autoinmunes diagnosticadas
previamente. Controles: Criterios de inclusion: Mayores de 18 afios, aparentemente sanos,
sin historia de cancer. Criterios de exclusion: personas con cancer u operados por tumores
primarios, personas operadas por enfermedad remanente u operados previamente de cancer

gastrico o por tumores secundarios, tumores metastasicos que derivan de otros 6rganos,
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personas que fueron tratados por linfoma de MALT u operados por cualquier otra enfermedad
gastrica diferente de adenocarcinoma gastrico, personas que han recibido
quimio/radioterapia, personas con patologias autoinmunes diagnosticadas previamente y
personas con cancer diagnosticado previamente. En el estudio previo a todos los
participantes, se les realizo el proceso de consentimiento informado, una encuesta clinico-
epidemioldgica que incluia datos relacionados a edad, sexo, procedencia, grupo étnico.

Periodo de estudio: El presente estudio se realizé en periodo de mayo a noviembre de 2020.
Criterios de seleccion de los grupos de estudio (inclusion, exclusion)
Casos.

Criterios de inclusion: diagnostico de adenocarcinoma géastrico distal/o proximal,

incluyendo los cardias del estbmago, mayores de edad.

Criterios de exclusion: pacientes operados por enfermedad remanente o por tumores
secundaros, tumores metastasicos que derivan de otros Organos, pacientes tratados por
linfoma de MALT u operados por cualquier otra enfermedad gastrica diferente de
adenocarcinoma gastrico, pacientes que han recibido quimio/radioterapia, asi como pacientes

con patologias autoinmunes diagnosticadas previamente.
Controles.
Criterios de inclusion: Mayores de 18 afios, aparentemente sanos, sin historia de cancer.

Criterios de exclusion: personas con cancer u operados por tumores primarios,
personas operadas por enfermedad remanente u operados previamente de cancer gastrico, o
por tumores secundarios, tumores metastasicos que derivan de otros 6rganos, personas que
fueron tratados por linfoma de MALT u operados por cualquier otra enfermedad gastrica

diferente de adenocarcinoma gastrico, personas que han recibido quimio/radioterapia.

Criterios de interpretacion en la determinacién de citocinas plasmaticas:

Siguiendo las recomendaciones del fabricante y analizando cada muestra en duplicado e
incluyendo los controles establecidos por el “kit”, las medias de los limites de deteccion

inferior, definidas como 2.5 desviaciones estandar sobre el blanco (0 pg /mL) fueron:
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IL-1B (0.05 pg/ml, rango : 0.01-0.17) ;
IL-6 (0.06 pg/ml, rango : 0.05-0.09) ;
TNFa (0.04 pg/ml, rango : 0.01-0.13) ;
IFNy (0.37 pg/ml, rango : 0.21-0.62) ;
IL-4 (0.02 pg/ml, rango : 0.01-0.03) ;
IL-10 (0.04 pg/ml, rango : 0.02-0.08) ;
IL-17A (0.31 pg/ml, rango : 0.19-0.55).

Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo fueron menores de 10% para todas las

citocinas.

Variables

Dependientes: niveles de citocinas plasmaticas detectadas en los casos respecto a los
controles.

Independientes: Diagndstico histolégico de cancer gastrico, mayores de 18 afios, ambos
Sexos.

111.6 Anélisis estadistico:

Comparacion de niveles de citocinas entre casos y controles:

Se elabor6 una base de datos que contenia los datos demograficos, clinicos, el estatus para
H. pylori y los niveles de las siete citocinas estudiadas en pg/ml. Se excluyeron los valores
extremos (outliers) para hacer el anélisis exploratorio inicial y pruebas de normalidad. Se
hicieron las medidas descriptivas mediana, rango y rango intercuartil, se observé que ninguna
de las citocinas estudiadas tenia distribucion normal, ni en los casos de CG ni en los controles,
por lo tanto, se uso la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para la comparacion de los

niveles de citocinas entre los grupos (casos y controles).

Asociacion de los niveles de citocinas Thl (IFNy), Th2 (IL-4, 1L-10), IL-17 (IL-17A) y
las citocinas pro inflamatorias: IL-1g, IL-6 y TNFe con CG:

Para evaluar la asociacion directa entre los niveles de citocinas y CG y considerarlos posibles

predictores de enfermedad gastrica maligna, se realizo regresion logistica, se analizaron los
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niveles plasmaticos de las siete citocinas cuantificadas como variables cuantitativas y la

presencia de anticuerpos anti H. pylori, como variable categérica.

I11. 7 Procedimientos:

Se contd con 70 muestras plasmaticas de pacientes adultos de ambos sexos colectadas en un
estudio anterior denominado: “Valor diagnostico de las proteinas uUPAR en sangre para el
cancer gastrico en Guatemala” (Wellman et al., 2018) el cual reclutd pacientes adultos con
sintomas de dispepsia y a quienes se les realizd gastroscopia diagnostica y fueron
diagnosticados con CG. Se incluyeron 132 muestras plasméticas de adultos sanos que

también formaron parte del mismo estudio.

Tanto los casos como los controles debieron cumplir correspondientemente con los

criterios de inclusion y exclusion que se indicaron previamente.

Revision de base de datos: Se reviso, edad, sexo, etnia, tipo de GG, estatus de anticuerpos

anti H. pylori.

Respecto a la etnia, es pertinente aclarar que en Guatemala existen 25 etnias, de las
cuales, 22 tienen origen maya y el resto se dividen en ladina, xinka y garifuna.
Respectivamente, cada grupo étnico tiene su propio idioma: 22 lenguas mayas, idioma xinka,
garifuna y espafiol (etnia ladina). En el presente estudio, se consider6 como indigena, a los
grupos que libre y espontaneamente reconocian ser de origen maya, se tuvo 1 persona de

origen garifuna y el resto se consideraban ladinos (habla espafiola) (Peldez, 1996).

El estatus de los anticuerpos anti H. pylori en se determin6 por el resultado obtenido
en el estudio previo en el que fueron medidos por el método Elisa, cada muestra fue analizada
en dos laboratorios diferentes. En Guatemala en el Centro de Investigaciones Biomédicas de
la Facultad de Ciencias Médicas y en Costa Rica en el Instituto Nacional de Salud —INISA-.
En Guatemala se usaron kits comerciales de Elisa, siguiendo las especificaciones del
fabricante. Costa Rica (INISA): se realizo a través de la prueba de Elisa “in-house” siguiendo
la metodologia validada previamente. Ninguna de las dos determinaciones incluy6 antigenos

de cepas de H. pylori aisladas de Guatemala.
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Medicion de Citocinas:

Condiciones: Las muestras plasmaéticas clasificadas de los casos y los controles se

encontraban almacenadas en congelacion a -70°C hasta el momento de su analisis.
Cada muestra fue analizada en duplicado siguiendo todas las recomendaciones del fabricante.

Cuantificacion de citocinas Thl (IFNy), Th2 (IL-4, IL-10), IL-17 (IL-17A) y las citocinas
pro inflamatorias: IL-1pB, IL-6 y TNFa.:

Los niveles de citocinas en las muestras de plasma fueron medidos utilizando el sistema
“MSD MULTI-SPOT Assay System (Meso Scale Discovery, Rockville, Maryland, USA).
Este sistema esta basado en un inmunoensayo tipo “sandwich” (similar a ELISA), con la
diferencia de que los anticuerpos de captura estan unidos a microchips colocados dentro de
cada pozo de una placa de ensayo (cada pozo puede contener hasta 10 microchips diferentes)
y en que la deteccion se realiza por medio de anticuerpos monoclonales especialmente
marcados con un SULFO-TAG® que genera una reaccion de electro-quimioluminiscencia,
cuya intensidad es directamente proporcional a la cantidad de cada citocina. Para la medicion
de IL-1B, IL-6, TNFa, IFNy IL-4 e IL-10, se utilizo el kit V-Plex Proinflammatory Panel 1
(human), mientras que para la medicién de IL-17A, se utiliz6 el kit VV-Plex Cytokine Panel 1
(human) (Meso Scale Discovery, Rockville, Maryland, USA). El procedimiento seguido para

el ensayo fue el recomendado por el fabricante. (ver imagenes en el anexo).
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V. RESULTADOS

Fueron analizados un total de 202 sujetos, de los cuales 70 casos eran de pacientes con
adenocarcinoma gastrico, de quienes se tenian datos completos, se consideraron 132
controles. Las edades, sexo y grupo étnico, eran equiparables en ambos grupos. La mayoria
de los casos de pacientes con adenocarcinoma, presentaban macroscopicamente, segun la
clasificacion de Borrman, lesion ulcerativa con bordes uniformes que corresponde al tipo 111
(71.4%), es conocido el mal prondstico de este tipo de lesion y la sobrevivencia aproximada
de 5 afios, similar al tipo IV cuando se analizé microscopicamente, segun la clasificacién de
Lauren, la mayoria eran tipo intestinal el (55.7%), seguido por el tipo difuso (41.4%) y tipo
mixto (2.8%). La localizacion anatémica del tumor fue principalmente en el cuerpo y en el
antro gastrico. El estadio clinico TNM en la mayoria de casos fue estadio 11 (40.3%), seguido
por estadio 1V (28. 4%), estadio 111 (22.4%), e indeterminado (1.5%), Cuadro 2. Respecto a
las diferencias por sexos, se encontré que los estadios de CG mas avanzados Il y IV se
presentaron principalmente en el sexo femenino donde solo se tuvieron tres casos de estadio
I'y Il (10%). Con respecto a la edad, la edad promedio de los casos era de 59.5 afios, el
promedio de edad para los estadios | y Il fue de 61.8 afios y para los estadios mas avanzados
I11'y IV se presentaron en pacientes de ambos sexos mayores de 55 afios (53%). Respecto al
grupo étnico, se encontrd que la mayoria eran ladinos 71% y un 24 % indigenas (Cuadro 1).

IV.1 Comparacion de Niveles de citocinas:

En el analisis del perfil de citocinas en los casos de CG, realizado por medio de la medicion
de los niveles plasmaticos de IFNy (Th1), IL-4, IL-10 (Th2), IL-17A (Th17) y las citocinas
pro inflamatorias IL-1p, IL-6 y TNFa, se observo que ninguno de los niveles de las citocinas
presentd distribucion normal por lo que se usé para el analisis comparativo la prueba no

paramétrica U de Mann-Whitney.

Citocina Thl: Al analizar los niveles plasmaticos de IFNy, tomando como criterio que los
valores considerados como detectables deben estar por arriba de 0.37 pg/ml, con un rango:
0.21-0.62 pg/ml, se observd que en los casos de CG se detectaron niveles elevados por arriba

de 100 pg/ml, con un valor promedio de 39 pg/ml, lo que no se observé en los controles
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sanos. Al realizar el analisis estadistico se evidencid una diferencia significativa entre ambos

grupos, con un valor de p=0.025.

Citocinas de Th2: Al analizar los niveles de IL-4, tomando como criterio que los valores
considerados como detectables deben estar por arriba de 0.02 pg/ml, con un rango entre 0.01-
0.03 pg/ml, se observo que, en los casos de CG, se detectaron valores de 0.68 pg/ml, con un
valor promedio de 0.05 pg/ml, mientras que una gran proporcion de los controles sanos tuvo
valores no detectables <0.001. El andlisis estadistico evidencio una diferencia significativa
entre los casos y los controles, con un valor de p < 0.0001. Cuando se analizaron los niveles
de IL-10, tomando como criterio que los valores considerados como detectables deben estar
por arriba de 0.04 pg/ml, con un rango: 0.02-0.08 pg/ml, se observé que en los casos de CG
se detectaron niveles hasta de 3.79 pg/ml, con un valor promedio de 1.73 pg/ml, mientras que
los controles sanos reportaron valores mas bajos. Al realizar el analisis estadistico se

evidencio diferencia significativa entre ambos grupos, con valor de p:< 0.0001.

Citocinade Th 17: Al analizar IL-17A, tomando como criterio que los valores considerados
detectables deben estar por arriba de 0.31 pg/ml, con un rango entre 0.19-0.55 pg/ml, se
observo que en los casos de CG habia valores tan elevados como 24.9 pg/ml, con un valor
promedio de 8.7 pg/ml, mientras que los controles sanos tuvieron valores mas bajos. Al
realizar el analisis estadistico se evidencié una diferencia significativamente elevada en los

casos respecto al grupo de los controles sanos, con un valor de p<0.0001.

Citocinas pro inflamatorias producidas por otros tipos celulares: IL-1B: tomando el
criterio que los valores considerados como detectables, deben estar por arriba de 0.05 pg/ml,
con un rango de 0.01-0.17 pg/ml, se observé que en los casos de CG se encontraron niveles
elevados hasta 1.03 pg/ml, con un valor promedio de 0.3 pg/ml, valores que no se detectaron
en los controles sanos. Al realizar el andlisis estadistico, se evidencié una diferencia
significativa en ambos grupos, con un valor de p <0.0001. Cuando se analizaron los niveles
plasmaticos de IL-6, tomando el criterio que los valores considerados como detectables deben
estar por arriba de 0.06 pg/ml, con un rango de 0.05-0.09 pg/ml, se observo que en los casos
de CG se detectaron niveles elevados hasta 100 pg/ml, con un valor promedio de 14 pg/ml,
valores que no se detectaron en los controles sanos. Al realizar el analisis estadistico, se

evidencid una diferencia significativa entre ambos grupos, con un valor de p <0.0001.
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Respecto a los niveles de TNFa, tomando como criterio que los valores considerados como
detectables, deben estar por arriba de 0.04 pg/ml, con un rango de: 0.01-0.13 pg/ml, se
observo que en los casos de CG se detectaron niveles elevados por arriba de 15.3 pg/ml, con
un valor promedio de 7.5 pg/ml, valores que no se detectaron en los controles sanos. Al
realizar el andlisis estadistico, se evidencio una diferencia significativa entre ambos grupos,

con un valor de p.<0.0001 (figuras 1-7).

IV.2 Asociacion entre niveles plasmaticos de citocinas y CG como predictoras de

enfermedad maligna gastrica:

Para identificar si alguna citocina se asociaba directamente a la presencia de CG, se realiz
regresion logistica de los niveles de citocinas y presencia de anticuerpos anti H. pylori como
factores asociados a CG. Se consideraron como los factores que podrian ser predictores de
CQG, por lo que se incluyeron los niveles plasmaticos de las citocinas IFNy, IL-10, IL-17A,
IL-1B, IL-6 y TNFa, como variables cuantitativas y la presencia o ausencia de anticuerpos

anti H. pylori como variable categorica.

El resultado indicé que la presencia de infeccion por H. pylori no esta asociada
significativamente a la presencia de CG, OR = 1.601, IC 95 % (0.59 a 4.344) p = 0.355.

Respecto a las citocinas asociadas a CG, encontré para IFNy OR: 1.0028 IC 95 % (0.9834,-
1.0226) p= 0.782, IL4 OR:4442.5342 IC 95 % (0.0003, 7.7939E+10) p= 0.325, IL-10 OR
6.5135, 1C95 % (2.2,16.7742) p <0.0001, e IL 17A OR 1.0162 IC 95 % (0.9101, 1.1348)
p=0.774, IL-1B: un OR 1.5938 IC 95% +(0.2309, -11.0018), p =0.635, IL-6: OR 1.2858,
1C95 % (1.0926 -1.5131), p< 0.0001, TNFa. OR 1.2 IC 95 % (0.8788-1.7442) p = 0.213. Se
evidencid que los niveles plasméaticos de citocinas: IL-6 e IL-10 estan asociados

significativamente a la presencia de CG (figura 8).

Para evaluar la posible relacion entre la positividad para anticuerpos anti H. pylori con niveles
elevados de IL-10, se realizo el anélisis segun positividad para H. pylori y niveles de IL-10,

encontrando que no existen diferencias significativas entre ambos grupos (figura 9).

IVV.3 Niveles de citocinas relacionado al tipo microscépico de cancer (clasificacion de

Lauren):
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Cuando se relaciono el tipo de cancer (clasificacion del Lauren) difuso e intestinal, con los
niveles plasmaticos de citocinas, en el grupo de casos con diagndstico de CG tipo difuso se
encontro la citocina de Th 1: IFNy presentd niveles elevados con valores méximos de 118.6
pg/ml, con un valor promedio de 47.9 pg/ml, respecto al grupo de CG que tenia CG tipo
intestinal, cuyos niveles de IFNy eran mas bajos. Al realizar el analisis estadistico, se
evidencio que los niveles plasmaticos de esta citocina se encuentran significativamente
elevados en los casos de CG difuso, con un valor de p=0.016 (figura 10). Las otras citocinas
estudiadas: IL-1B, IL-4, IL-10, IL17A IL-6 y TNFo no mostraron diferencias significativas
respecto a los tipos de CG diagnosticado, la importancia de este hecho es enfatizar la

diferencia en la mayor malignidad de una lesion difusa respecto a la lesion tipo intestinal.
V.4 Estadio clinico del tumor y relacion con niveles plasmaticos de citocinas:

Otra observacidn realizada fue con respecto al estadio clinico de los pacientes con CG. Este
estudio categorizo los estadios | y 11 que son de mejor pronostico que los estadios avanzados
I11'y 1V, se observd una frecuencia por estadio clinico de 48% de casos correspondian a
estadios | y Il, 50% a estadios Il y 1V, un caso indeterminado. Al realizar el analisis
estadistico entre los niveles de cada citocina, relaciondndolo con los estadios de CG, se
encontraron leves diferencias entre los niveles plasmaticos de citocinas en ambos grupos CG

Iy Iy I, IV, estadisticamente las diferencias no fueron significativas (figuras en el anexo).
IVV.5 Edad de los pacientes y su relacion con niveles plasmaticos de citocinas:

Es conocido que el CG se manifiesta principalmente en adultos mayores por el largo tiempo
de desarrollo del proceso patolégico, por otro lado, la respuesta inmune es diferente en el
adulto mayor, encontrandose un estado de inmunosenescencia. Se analizaron los niveles de
citocinas agrupando dos rangos de edad, menores < 60 afios y > de 60 afios. Se encontraron
diferencias en el perfil de citocinas por grupo de edad. Por la prueba no paramétrica de U de
Mann-Whitney, fueron las citocinas pro inflamatorias TNFa e IL-17A, valores de p =.023 y
0.003 respectivamente, presentando mayores niveles plasmaticos, el grupo de personas
mayores de 60 afios. Aunque no hubo diferencia significativa, también hay tendencia a

valores mayores en el mismo grupo de pacientes con la IL-10 e IL-1B, (figuras 11y 12).
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V.6 Etnia de los pacientes y su relacion con los niveles plasmaticos de citocinas:

Al relacionar los niveles plasmaéticos de citocinas con el grupo étnico de los casos de CG, se
encontré que hubo diferencia estadisticamente significativa al analizar los niveles de IL-10,
siendo mas elevados en el grupo étnico de indigenas, en comparacion al grupo de ladinos.
Las otras 6 citocinas analizadas presentaron leves diferencias, que, en el analisis estadistico,

no fueron significativas (figura 13).
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Cuadro 1.

Caracteristicas demograficas de los participantes en el estudio

Sexo
Femenino

Masculino

Edad promedio DE

Etnia
Ladino
Indigena

Otro (garifuna)

Controles

n =132

60  (44.1%)
72 (55.9%)

58.5+12.6

118 (86.8%)
17 (12.5%)
1 (0.7%)

Casos

32 (45.7%)

38 (54.2%)
+p:0.630

59.5 13

50  (71.4%)
19 (27.1%)
1 (1.4%)

Fuente: base de datos de la investigacion
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Cuadro 2

Caracteristicas clinicas de los casos de Cancer Gastrico

N %
Status de anticuerpos a anti H. pylori
Positivo 36 (51.4%)
Negativo 34 (49.5%0)
Tipo de tumor macroscépicamente, (clasificacion Borrman)
Tipo | (polipoide y fungoide) 8 (11.4)
Tipo Il (ulcerativo con bordes irregulares elevados) 4 (5.7)
Tipo I (ulcerativo con bordes uniformes) 50 (71.4)
Tipo 1V (difuso con bordes irregulares) 8 (11.4)
Tipo de tumor microscopicamente (clasificacion de Lauren)
Intestinal 39 (55.7)
Difuso 29 (41.4)
Mixto 2 (2.8)
Localizacion anatémica
Cardias 0
Fundus 11 (15.7)
Cuerpo 31 (44.2)
Antro 26 (37.1)
Piloro 2 (2.8)
Estadio Clinico
| 5 (7.5)
I 27 (40.3)
" 15 (22.4)
Y 19  (28.49)
Indeterminado 1 (1.5)

Fuente: base de datos de la investigacion
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Figura 1: Describe graficamente los valores en pg/ml de la citocina de Thl: IFNy en los
casos de CG y se hace una comparacién con los valores plasmaticos de cuantificados en los
controles sanos, se observa la diferencia en ambos grupos. El anélisis estadistico entre ambos

muestra que la diferencia es significativa, p=0.025.

Figural
Comparacion de los niveles IFNy pg/ml entre los casos y controles analizados
IFNy
160 + X
140 + °
120 | 8
— 100 + —_— °
% 80 + g
g, 2
40 + +
ol —<+
CASOS de CG CONTROLES

Fuente: analisis estadistico de la investigacion

Figura 2: Describe graficamente los valores en pg/ml de la citocina de Th2: IL-4 en los casos
de CG y se hace una comparacion con los valores plasmaticos cuantificados en los controles
sanos, se observa la diferencia en ambos grupos. El analisis estadistico entre ambos muestra

que la diferencia es significativa, p<0.0001.

Figura 2

Comparacion de los niveles en pg/ml de IL-4 entre los casos y controles analizados

IL-4
0.2 T

0.15 +

0.05 +

pg/ml
b H —|ooo

CASOS de CG CONTROLES

Fuente: analisis estadistico de la investigacion
45



Doctorado en Ciencias Biomédicas, Tesis doctoral Carmen Villagran de Tercero

Figura 3: Describe graficamente los valores en pg/ml de la citocina de Th2: IL-10 en los
casos de CG y se hace una comparacion con los valores plasmaticos cuantificados en los
controles sanos, se observa la diferencia en ambos grupos. El anélisis estadistico entre ambos

muestra que la diferencia es significativa, p<0.0001.

Figura 3
Comparacion de los niveles en pg/ml de IL-10 entre los casos y controles analizados
IL-10
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Fuente: andlisis estadistico de la investigacion

Figura 4: Describe graficamente los valores en pg/ml de la citocina de Th17: IL-17A en los
casos de CG y se hace una comparacion con los valores plasmaticos de la misma
cuantificados en los controles sanos, se observa la diferencia en ambos grupos. El anlisis

estadistico entre ambos muestra que la diferencia es significativa, p<0.0001.

Figura 4

Comparacion de los niveles en pg/ml de IL-17 A entre los casos y controles analizados

IL-17A
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~
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+
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oL CASJSde
CG CONTROLES

Fuente: analisis estadistico de la investigacion
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Figura 5: Describe graficamente los valores en pg/ml de la citocina pro inflamatoria: IL-1
en los casos de CG y se hace una comparacion con los valores plasméticos de la misma
cuantificados en los controles sanos, se observa la diferencia en ambos. El analisis estadistico

entre ambos muestra que la diferencia es significativa, p<0.0001.

Figura 5

Comparacion de los niveles en pg/ml de IL-1p entre los casos y controles analizados
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Fuente: analisis estadistico de la investigacion

Figura 6: Describe graficamente los valores en pg/ml de la citocina pro inflamatoria: IL-6,
en los casos de CG y se hace una comparacion con los valores plasmaticos cuantificados en
los controles sanos, se observa la diferencia en ambos. El analisis estadistico entre ambos

muestra que la diferencia es significativa, p<0.0001.

Figura 6

Comparacion de los niveles en pg/ml de IL-6 entre los casos y controles analizados

IL -6
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Fuente: analisis estadistico de la investigacion
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Figura 7: Describe graficamente los valores en pg/ml de la citocina pro inflamatoria TNFa,
en los casos de CG y se hace una comparacion con los valores plasmaticos cuantificados en
los controles sanos, se observa, la diferencias en ambos. El anélisis estadistico entre ambos

muestra que la diferencia es significativa, p<0.0001

Figura 7

Comparacion de los niveles en pg/ml de TNF a entre los casos y controles analizados

TNFa
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Fuente: andlisis estadistico de la investigacion

Figura 8. demuestra la asociacion encontrada por regresion logistica entre los niveles de
citocinas de Thl: IFNy, de Th2: IL-10, de Th17: IL17 Ay otras citocinas pro inflamatorias
IL1B, TNFa en los casos de CG tomando como variables cuantitativas y la infeccion por H.
pylori como variable categérica. Se observa que la presencia de H. pylori no se asocié
significativamente a la presencia de CG, OR = 1.601, IC 95 % (0.59 a 4.344) p = 0.355, que
la citocina de Th2: IL-10 y la citocina pro inflamatoria IL-6 estan asociadas
significativamente a CG. OR 6.5135, 1C95 % (2.2,16.7742) p <0.0001 y OR 1.2858, 1C95 %
(1.0926 -1.5131) p< 0.0001 respectivamente. La IL-4 no fue estudiada por presentar valores

muy bajos respecto a las otras citocinas estudiadas.
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Figura 8: Demuestra la asociacion entre los niveles de citocinas de Thl, Th2, Th17 y otras
citocinas pro inflamatorias y cancer gastrico por estatus de infeccion por H. pylori

Figura 8

Asociacion entre los niveles de citocinas de Thl, Th2, Thl7 y otras citocinas pro
inflamatorias y cancer gastrico en los casos por status de infeccion por H. pylori
coeficientes estandarizados 1C (95%)
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-0.5

Posibles predictores de CG: IL-6 e IL-10

Fuente: analisis estadistico de la investigacion
Figura 9: Describe la relacion entre positividad para anticuerpos anti H. pylori, con los
niveles de IL-10 (citocina Th2) estimuladora de las células B, encontrando que no existe una

diferencia significativa entre ambos grupos, con un valor de p=0.774

Figura 9
Comparacion entre los niveles de 1L-10 y anticuerpos anti H. pylori en pacientes con
CG
(IL-10 (pg/ml)
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X
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3
22 + =
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Negativo Positivo

Fuente: analisis estadistico de la investigacion
49



Doctorado en Ciencias Biomédicas, Tesis doctoral Carmen Villagran de Tercero

Figura 10: Describe la relacion entre los niveles de la citocina de Th1: IFNy en los dos tipos
de CG segun la clasificacion de Luren, intestinal y difuso, esta citocina fue la Unica de las
citocinas estudiadas, que mostro diferencias significativas (p=0.016) relacionandose a CG

tipo difuso, valores cuantificados en pg/ml.

Figura 10

Comparacion de los Niveles de IFNy entre los casos de CG tipo difuso e intestinal
(clasificacion del Lauren)
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Fuente: analisis estadistico de la investigacion
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Figura 11: Describe la diferencia significativa ente los niveles plasmaticos de la citocina pro

inflamatoria TNFa en los casos de CG agrupados por edad: menores de 60 afios y adultos

mayores, valor de p= 0.023.

Figura 11

Niveles plasmaticos de TNFa en pacientes con CG en dos grupos de edad

(TNFa (pg/ml))
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Fuente: andlisis estadistico de la investigacion

Figura 12: Describe la diferencia significativa ente los niveles plasmaticos de la citocina
pro inflamatoria de Th17: IL17A en los casos de CG agrupados por edad: menores de 60

afios y adultos mayores, valor de p=0.003.

Figura 12

Niveles plasmaticos de IL 17 A en pacientes con CG en dos grupos de edad
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Fuente: analisis estadistico de la investigacion
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La figura 13: Describe la diferencia significativa entre los niveles plasméticos de la citocina
IL-10 en los casos de CG agrupados por etnia, evidenciando niveles elevados de I1L-10 en el
grupo étnico indigena. Valor de p=0. 0007.

Figura 13
Niveles plasmaticos de IL-10 en los casos de CG, agrupados por grupo étnico:

indigenas y ladinos
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Fuente: analisis estadistico de la investigacion
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V. DISCUSION

Para caracterizar el perfil de citocinas plasméticas en pacientes con CG, se analizaron
los niveles de siete citocinas reconocidas por su accion inmune en las respuestas Thl, Th2,
Th 17 y un grupo de citocinas proinflamatorias producidas por otros tipos celulares: IL-1p,
IL-6, TNFa, en muestras plasmaticas de 202 sujetos, 70 pacientes con diagnostico de CG y
132 controles sanos. De los 70 casos de CG, estos en su mayoria de pacientes que tenian
lesiones cancerosas clasificadas segin Borrman, como lesiones tipo Il con bordes
ulcerativos uniformes, es conocido el mal prondstico y la sobrevida menor a 5 afios (Zhai et
al., 2020), esto indica que los casos en su mayoria estaban en un estado avanzado de la
enfermedad. Microscépicamente segun la clasificacion de Lauren en su mayoria eran tipo
intestinal pero un importante ndmero era tipo difuso, el tipo intestinal ha sido descrito como
el mas frecuentemente diagnosticado (Catalano et al., 2009). La localizacion anatomica del
tumor fue principalmente en el cuerpo y en el antro gastrico esta localizacién a diferencia de
las regiones mas proximales del 6érgano, presentan diferencias importantes en su etiologia y
epidemiologia, asocidndose el cancer no cardial a infeccion por H. pylori (Hansen et al.,
2007).

El estadio clinico TNM en la mayoria de casos fue estadio I, lo que demuestra que
ya no era un tumor localizado, sino que ya presentaba al menos ganglios linfaticos afectados.
La edad promedio de los casos fue de 59.5 afios, para los estadios | y Il fue de 60.9 afios y
para los estadios mas avanzados Il y IV de 55.8 afios. Respecto al grupo étnico, se encontrd

que la mayoria eran ladinos 71% y 24 % indigenas.

Los niveles plasmaticos de los casos de CG fueron comparados con los niveles de las
mismas citocinas con un grupo control de 132 sujetos aparentemente sanos, sin antecedentes

de enfermedad cancerosa, que eran equiparables en edad y sexo.

Diferentes publicaciones han estudiado los altos niveles de citocinas asociadas al
proceso inflamatorio gastrico cronico que se produce en el desarrollo del CG, los esfuerzos
de investigacion se han orientado a busqueda e identificacion de biomarcadores plasmaticos
que contribuyan al diagnostico temprano de lesiones gastricas malignas (Sanchez-Sauco et

al., 2017) (Zou et al.,2018). El presente estudio describe los niveles de las citocinas IFNy,
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IL-4, IL-10, IL-17A vy otras citocinas pro inflamatorias producidas por distintos tipos
celulares (IL-1pB, IL-6, TNFa) tanto en casos diagnosticados con CG como en un grupo
control, y realiza una asociacion con las citocinas potencialmente predictoras de lesion

gastrica maligna.

Se encontraron valores plasméaticos de las siete citocinas estudiadas,
significativamente elevados en los casos de CG, comparados con el grupo control. Otros
investigadores han descrito la relevancia de la elevacion de los niveles de estas citocinas en
el desarrollo de CG asociandola a la infeccion por H.pylori ( Sdnchez- Sauco et al., 2017)
aunque también se ha reportado dicha asociacion en casos de CG sin infeccion por H. pylori
(Zou et al., 2018). El presente estudio encontro significativamente elevados los niveles de
las siete citocinas analizadas en todos los casos de CG en comparacion al grupo control,
aunque no en asociacion significativa a infeccion por H. pylori lo cual difiere a lo descrito
previamente por algunos autores, sin embargo, se deben considerar la diversidad de factores
que inciden en el desarrollo del CG, siendo los més relevantes, la virulencia de las cepas de
H. pylori y la produccion de toxinas CagA, la carga genética de hospedero y factores

epigenéticos.

Respecto a los niveles elevados de la citocina de Th1 (IFNy) encontrados en los casos
de CG, comparado al grupo control, podria indicar el proceso proinflamatorio que se produce
en el desarrollo de CG. Estudios previos lo han descrito como un mediador pro inflamatorio
en el microambiente tumoral (Landskron et al., 2014). Se ha descrito también, como una
citocina potencialmente til con fines de deteccion temprana de CG (Sanchez-Sauco et al.,
2017). Se ha identificado recientemente como inductor de PD-L1 en la inmunopatogenia del
CG (Imai et al., 2020).

Un hallazgo relevante en la presente investigacion es que cuando se analizé el tipo de
CG segun la clasificacion de Lauren, relacionandolo con los niveles plasmaticos de citocinas,
unicamente los niveles de IFNy se encontraron significativamente elevados en los casos de
cancer gastrico de tipo difuso, sugiriendo un mayor proceso inflamatorio, mediado por
linfocitos Thl en los pacientes que tenian este tipo de lesion gastrica que es de mayor
malignidad que el CG tipo intestinal. Previamente otros autores han descrito niveles elevados

de esta citocina en todos los casos de CG (Sanchez-Zauco et al., 2017). Sin embargo, otros
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autores han sugerido una mayor activacion de linfocitos Thl en los casos de este tipo de CG
(van den Engel et al., 2006).

Los niveles elevados de IL-4, en los pacientes con CG respecto al grupo control
aungue no asociados significativamente a CG, es acorde con lo descrito previamente, esta
citocina se ha encontrado elevada en otros estudios en todos los tipos de CG, aunque también
en cancer colorrectal, especialmente cuando se cuantifica localmente en el microambiente
tumoral, relacionandolo a pacientes con CG que presentan una elevada tasa de mortalidad y
diseminacion de las lesiones primarias. Se ha descrito también que los niveles plasmaticos
de esta citocina correlacionan con los niveles detectados en el area cercana al tumor
(Bednarz-Misa et al., 2020). Otros estudios, relacionan los polimorfismos de IL-4 con una

elevacion significativa de los niveles séricos (Cardenas et al., 2018).

Respecto a las concentraciones plasmaticas elevadas de IL-10 en los casos de CG
comparandolos con el grupo control y la significativa asociacion de la elevacion de esta
citocina en los casos de CG, ha sido descrita previamente por varios autores, postulando la
utilidad diagndstica (Sanchez-Sauco et al., 2017). La elevacion de IL-10, ademas de haber
sido descrita como biomarcador util en el diagndstico de adenocarcinoma gastrico, se ha
asociado a la progresion de CG, sin embargo, se ha sugerido realizar estudios con un nimero
mayor de pacientes y realizar comparaciones con grupo control que tengan edad similar edad,
(Shokrzadeh et al., 2018). Ademas, es conocido que la IL-10 se eleva en estados avanzados
de CG, conduciendo a la incapacidad de eliminar células malignas (Szkaradkiewicz et al.,
2018). Las celulas malignas pueden secretar IL-10, por lo que es una de las citocinas
sefialadas con utilidad diagnostica. Adicionalmente la IL-10 se encontré elevada en los casos
de CG que correspondieron al grupo étnico indigena. Esto se podria explicar por los
polimorfismos que pueden presentarse en grupos poblacionales diversos. Previamente se han
descrito polimorfismos de IL-10 asociados a CG (Kulmambetova et al., 2020). Por otro lado,
los polimorfismos de la IL-1B se han asociado también con la mayor susceptibilidad a
padecer CG en poblacion costarricense reconociéndose la necesidad de efectuar mas estudios
que contribuyan a caracterizar estas variaciones (Alpizar-Alpizar et al., 2005).
Adicionalmente, también en poblacion china se han encontrado polimorfismos de IL-1p
asociados a CG (Zhang et al., 2005).
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Los niveles plasmaticos de IL-17A se encontraron elevados en los pacientes con CG
respecto al grupo control, sin encontrar asociacion significativa con CG. Al analizar los
niveles plasmaticos de IL-17A en los casos de CG divididos en dos grupos de edad, se
encontré que se encuentran significativamente elevados en los adultos mayores de 60 afios.
Esta citocina pro inflamatoria ha sido estudiada en su relacion con cancer gastrico,
encontrdndose en un reciente metaanalisis que los efectos generales de dos polimorfismos se
asociaron significativamente con la susceptibilidad al CG. En el andlisis de etnicidad, estos
dos polimorfismos se asociaron con poblaciones asiaticas, pero no con caucasicos (Jie-Fang
etal., 2019).

De las otras citocinas estudiadas, producidas por diferentes tipos celulares, como la
IL-1B, también demostrd niveles plasmaticos elevados en los casos de CG. Esta citocina pro
inflamatoria se ha descrito tanto en modelos animales como en humanos, se puede encontrar
elevada en pacientes con CG (Sanchez -Sauco et al., 2017) especialmente cuando el paciente
tiene infeccion por H. pylori (Hitzler et al., 2012).

En el presente estudio se evidencio la elevacion de IL-6 y su fuerte asociacion con los
casos de CG, lo que ha sido también descrito previamente por otros autores, incluso, se ha
asociado a la diseminacion o metastasis de una lesion primaria (Ashizawa et al., 2005).
Adicionalmente se ha descrito que la IL-6 es una citocina multifuncional que regula
positivamente la metilacion de DNA, lo que se asocia a carcinogénesis (Foran et al., 2010)
por lo que los niveles elevados en los casos de CG en este estudio, son consistentes con lo

previamente descrito.

Los altos niveles de TNFa encontrados en los casos de CG respecto al grupo control,
aunque no asociados directamente a CG, concuerda con lo descrito previamente, siendo una
citocina pro inflamatoria que se ha encontrado elevada en los casos de CG, aunque
estadisticamente no significativa (Epplein et al., 2013). Recientemente se ha descrito que
TNFa tiene funciones en la inmunopatogenia del cancer gastrico por medio de la induccion
de PDL-1. Al igual que otras citocinas como IL-6, ha sido identificado como inductor
inmunoldgico involucrado en el desarrollo de CG (Ju et al., 2020). El presente estudio,
describe el TNFa especificamente elevado en los adultos mayores de 60 afios con diagnostico

de CG. En adultos mayores se ha descrito que en el envejecimiento disminuye la expresién
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del receptor de IL-2, hay pérdida de los linfocitos T naive, lo que también favorece la
disminucion de IL-2. En el adulto mayor se ha observado un estado inflamatorio crénico,
causado por un incremento en los niveles de IL-6 y TNF lo que favorece la apoptosis de
linfocitos CD4 y CD8. Lo encontrado en el presente estudio estd acorde a lo reportado

previamente (Saavedra & Garcia, 2014).

Se encontro por regresion logistica, una asociacién como moléculas predictoras de
CGalL-6yalL-10, IL-6 tiene una accion multifuncional, lo que ha sido descrito por varios
autores (Lindholm et al., 1998), (Amieva & Peek, 2016), (Landskron et al., 2014) (Sanchez-
Sauco et al., 2017). Por otro lado, IL-10 tiene funcion principalmente antiinflamatoria, es
producida principalmente por células Th2, esta descrito en la literatura los altos niveles de
esta citocina estan asociados a CG especialmente algunos polimorfismos (Alpizar-Alpizar et
al., 2020). La literatura revisada se enfoca en estudios con grupos seleccionados de citocinas
y se han establecido asociaciones que han contribuido al mejor entendimiento de la
inmunopatologia del CG, sin embargo hay factores del hospedero como factores étnicos, los
que determinan la presencia de polimorfismos genéticos en las citocinas que aumentan la
susceptibilidad al desarrollo de CG, adicionalmente, la variacion geografica de la prevalencia
de las distintas cepas de H. pylori de mayor o menor virulenciay su interaccion con el sistema

inmune del hospedero.

Los métodos de deteccion temprana de CG han sido considerados una necesidad
preponderante para mejorar el manejo clinico de los casos. Internacionalmente, la
investigacion se inclina a la busqueda de biomarcadores que contribuyan a su deteccién con
el proposito de mejorar su manejo. Se han estudiado los niveles de pepsindgenos (Zhou et
al., 2020), la proteina sSUPAR (Fernandez-Botran et al., 2020), la deteccion de RNA metilado
(Abbasi & Heydari, 2018) y la deteccidn y cuantificacion de citocinas, la cual es prominente
en el microambiente tumoral. Estudios recientes han identificado que las citocinas pueden
ser detectadas a nivel plasmatico siendo representativas de los niveles encontrados en el
microambiente tumoral, tanto en pacientes con lesiones gastricas pre malignas como
malignas. La determinacion sérica 1L-6 e 1L-10 ha sido estudiada, identificandose estas
citocinas como biomarcadores plasmaticos Utiles en la identificacion de casos de CG

(Landskron et al., 2014). La presente investigacion concuerda con lo publicado previamente

57



Doctorado en Ciencias Biomédicas, Tesis doctoral Carmen Villagran de Tercero

al identificar asociacion entre las citocinas

independientemente de la infeccion por H. pylori.

IL-6 e

IL-10 en

los casos de CG,
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V. CONCLUSION

Como conclusion general podemos afirmar que, en el grupo de pacientes con CG
estudiados, se presentaban altos niveles de citocinas de todos los grupos celulares; de Thl
(IFNYy), de Th2 (IL-4 IL-10), de Th17, (IL-17A) y de un grupo de citocinas pro inflamatorias
producidas por diversos tipos celulares: IL-1p, IL-6 y TNFa, comparado dichos niveles con
el grupo control, equiparable en edad y sexo y libres de enfermedad maligna. A pesar de ello,

unicamente dos citocinas se encontraron ser posibles predictores de CG, la IL-6 y la IL-10.

Encontramos que el tipo microscopico de CG, segun la clasificacion de Luren, se
encuentra significativamente asociado a niveles elevados de IFNy, lo que podria ser de
utilidad para la clasificacion inicial de este tipo de CG. Se encontr6 que existe relacion entre
los niveles elevados de TNFa e IL-17-A en los pacientes con CG mayores de 60 afios. Asi
mismo al analizar el grupo étnico de los casos de, se encontré que la etnia indigena posee

valores significativamente elevados de IL-10.

Los hallazgos en el presente estudio, se inclinan a que el perfil inmunolégico en los
pacientes con CG del grupo estudiado es Th2, provocando un estado inmunomodulador al

paciente.

La utilidad del estudio del perfil inmunoldgico en los pacientes con CG, destacan a
IL-6 e IL-10 como posibles predictores de CG.
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RECOMENDACIONES:

Es necesario realizar estudios que comparen los niveles plasmaticos de citocinas en
pacientes que padezcan distintos grados de desarrollo de una lesion maligna:
atrofia, metaplasia y displasia, para identificar la evolucion de los niveles de
citocinas en las etapas de desarrollo de CG y poder identificar las posibles citocinas
predictoras del paso de una lesion pre maligna a maligna.

Para la identificacion de biomarcadores Utiles en la deteccion de lesiones malignas
a nivel gastrico, es de importancia realizar el analisis de la combinacion de los
niveles de citocinas plasméticas unido a los niveles de proteinas descritas
previamente como indicadores de CG como lo es la proteina la uPAR, realizando
una interpretacion conjunta de dichos marcadores en la practica clinica.

Se recomienda realizar estudios genéticos de polimorfismos de citocinas que
pueden ser factores del hospedero que contribuyen al desarrollo de CG,
especialmente en el grupo étnico indigena.

Es recomendable realizar estudios genéticos de las variaciones de virulencia de las

cepas de H. pylori.
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IX. ANEXOS

Anexo 1

Comparaciones de los niveles de citocinas por estadio clinico de CG En todas las citocinas
no hubo diferencias significativas por la prueba no paramétrica de U

de Mann-Whitney

Comparacioén de los niveles de IFNy por estadio clinico de cancer gastrico
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Comparacion de los niveles de IL-1B por estadio clinico de cancer gastrico

IL-1b (pg/ml)

16 T
14 -+
12 +

0.8 +
0.6 +
04 +
0.2 +

(IL-1B (pg/ml)

® x
+ +
—+ —=
Iyl Ny v

Valor de p=0.180

Comparacién de los niveles de I1L-4 por estadio clinico de cancer gastrico
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Comparacién de los niveles de I1L-6 por estadio clinico de cancer gastrico
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Box plots (IL-6 (pg/mL))
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Comparacion de los niveles de TNFa por estadio clinico de cancer gastrico
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Comparacién de los niveles de IL-17A por estadio clinico de cancer gastrico
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Anexo No2

Boleta de recoleccién de datos

Universidad de San Carlos de Guatemala

No.

Facultad de Ciencias Médicas

Boleta de recoleccién de datos

Grupo étnico: Lugar de procedencia:

Edad:

Status para H. pylori:

Estadio Clinico del tumor:

Clasificacion de Borrman:

TNM

Localizacién del tumor

Clasificacion de Lauren:

Biomarcador Valor pg/ml

IL-1B

IL-6

TNFa

IL-10
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IFNy

IL-4

IL-17A
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citocinas
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MSD : equipo utilizado para la medicién de citocinas
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Carta de aprobacion del tema por la Escuela de Estudios de Post Grado de la Facultad de
Ciencias Médicas

EacLEL A e UHmﬁmmﬂﬂMﬂl

W A R e
I B T [ ]

OFICTO DDCB-CIB-66-2020
Guatemala 28 de septiembre 2020

Daoctor Daoctora

José Francisco Mufioz Valle Elisa del Carmen Hanindaz
Feactor Coordinadora

CuCs Droctorado en Clencias Biomedicas
Unrversidad de Guadalzjara Usac

Presente. Presente.

Estimados Dioctores:

Deseandoles &xifos en sus labores dianios, el motive de la presente cartz es para solicifarles
que puedan confinuar brindando 1z tutoria a la Dra. Carmen Irense Villagran Blaneco, profesional
cursanfe del Programa del Doctorado de Clencias Biomédicas, de la Facultad de Ciencias Médicas,
de la Universidad de San Carlos de Guatemala, con came Mo, 1003379, La Dha. Carmen Irene
Villagran Blanco, estara dando contormidad a la gjecucion de su protocelo de tesis doctoral que ha
trnlade: “FALORACTON DE NIFELES DE CITOCINAS THLVTHYTHIZ, EN MUESTRAS
SERICAS DE PACIENTES GUATEMAITECOS CON DIAGNOSTICO DE CANCER
GASTRICO™. Por ko tanfo, esta coordinacion les ha designado en cahdad de Tutores del Programa
de Doctorado en Ciencias Biomedicas, esperando su acompafiznuento para la viabihdad analsis de
protocolo, ejerucion v conclusion de este compronuso al reahzar el examen v acto de graduacion.

Agradecemos el apoyo que han brimdado, otorzandole autondad come tutores para fimgir en
lzs responsabilidades, derechos ¥ compromscs gue requieren en el desenpefio de este cargo. Por tal
motive, se les solicita puedan enviar un mforme creunstanciado a la Coordinacion del Doctorado,
del avance de Ia tesis a mas tardar el 31 de octubre del 2020. Por via electromca se les hara legar el
documento de la fesis antes mencionada, para que disponga del procedinmento a segur.

Agradeciendo la atencion a la presente v con la mejor disposicidn de desarrollar nuestras
labores.

Cordialmente.

I Y ENSERLA, F gt
SstoR”
E %
4 %? iy Zonge
Dra. Elisa Mﬂlnﬂndez de Rodas i L
L Ll-.'!r\cllnm:-r

Vo Bo. Dr. Rigoberto Velasquez Paz

Programa de Procio r..|.1|1 en Ciencias Hlumrl"l-m:m*::::;;:m Director
Facultad de Ciencias Médicas, K Exm—— o Esmuela de Estudio de Postgrado
Universidad de San Carlos de Guntemalas, TTSAC "'x Facultzad de Ciencias Médicas

doctoradocihi@emeail.com

CC. Archien Dr. Carman de Tercore' Intersaade
L. Rigobarto Velinques Paz Dinector EEPG
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Carta de aprobacion del protocolo por el comité de Etica en Investigacion ZUGUEME

COMITE ETICA INDEPENDIENTE

3% CALLE 11-36 ZONA 15, COLONIA TECUN UMAN
TEL-FAX. (502) 23 69 1885

e-mail: comitédeeticazugueme@gmail.com www.zugueme.org
GUATEMALA, GUATEMALA 01015

OFZU1524-20
Guatemala 19 noviembre 2020
Dra.
CARMEN VILLAGRAN DE TERCERO INVZU404-20
Investigador Principal

Dra De Tarcaro:

Por este medio le informamos que en sesién celebrada por este Comité el dia 18
noviembre 2020, luego de amplia discusién, se decidi® APROBAR el protocolo del estudio
Valoracién de niveles de citosina Th1/Th2/Th17, en muestras séricas de pacientes
guatemaltecos con cancer gastrico, PROZU552-20, tomando en consideracién lo sigulente:

- Los problemas originados por la Pandemia COVID-19

- Problemas atmosféricos que afectaron los archivos del Hospital Roosevelt

- Pauta 11 de CIOMS 2016 que Indica “Cuando los investigadores procuren usar materiales
almacenados que fueron recolectados para investigaciones, usos clinicos u otros
propésitos pasados sin haber obtenido el consentimiento informado para su uso futuro en
una investigacion, el comié ue ericd ue la Invesugacion pueae omiur el requisito ae
consentimiento informado individual si- 1) no seria factible o viable realizar la investigacion
sin la dispensa; 2) la investigacion tiene un valor social importante; y 3) la investigacién
entrafia apenas riesgos minimos para el participante o el grupo al cual este pertenece”.

Por lo tanto se autoriza con dispensa de consentimiento informado, solamente solicitamos

aclarar bien en el protocolo que no se utilizaran datos de informacién personal identificable.

Atentamente,
’i’f) ZUGUEME
Dra. Ligia Urizar COMITE ETICA INDEPENDIENTE
Secretaria GUATEMALA, C. A.

c.c. archivo
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