Revista Colombiana de Gastroenterologia
'RCG Revista Colombiana ISSN: 0120-9957
de Gastroenterclogia .
revistagastro@cable.net.co
Asociacion Colombiana de
Gastroenterologia
Colombia

GoOmez Zuleta, Martin A.; Torres, Karen E.; Falduto, Michael T.; Magnuson, Scott R.
Identificacion de biomarcadores sanguineos para la deteccion de lesiones premalignas y
el diagnostico del cancer gastrico
Revista Colombiana de Gastroenterologia, vol. 32, nim. 1, enero-marzo, 2017, pp. 7-19
Asociacion Colombiana de Gastroenterologia
Bogota, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=337750441002

Como citar el articulo &\ ' /" 9

Numero completo Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3377
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3377
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=337750441002
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=337750441002
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3377&numero=50441
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=337750441002
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3377
http://www.redalyc.org

Trabajos originales

Identificacion de biomarcadores sanguineos para la
deteccion de lesiones premalignas y el diagnéstico
del cancer gastrico

Identification of Blood Biomarkers for Detecting Premalignant Lesions and

Gastric Cancer

Martin A. Gémez Zuleta, MD," Karen E. Torres, MSc,? Michael T. Falduto, PhD,? Scott R. Magnuson, PhD.2

' Profesor asociado de Gastroenterologia, Universidad
Nacional de Colombia. Gastroenterélogo, Hospital
Nacional Universitario UGEC. Bogotd, Colombia.

2 Paradise Genomics Inc. Northbrook, lllinois EE. UU.

Fecha recibido:  05-11-15
Fecha aceptado: 16-12-16

Resumen

Introduccion: el cancer gastrico es muy frecuente en Colombia y es la primera causa de muerte por cancer.
De acuerdo con la cascada de Correa existen unas etapas progresivas en la formacion de esta enfermedad,
que van de la gastritis, pasando por la atrofia, metaplasia y displasia, hasta el cancer. En esas etapas inter-
medias se pudiera detectar y prevenir, pero no existen marcadores en sangre diferentes al pepsinégeno que
puedan ayudar a detectar las etapas premalignas ni a diagnosticar el cancer. Por lo cual, las investigaciones
que ayuden a descubrir nuevos biomarcadores son de gran importancia.

Objetivos: el objetivo de este trabajo es identificar marcadores moleculares (perfil de expresion de ARNm)
que distingan a los pacientes con condiciones premalignas (atrofia, metaplasia) y cancer gastrico, de aquellos
pacientes que solo tienen gastritis.

Metodologia: se tomaron pacientes en cada una de las etapas de la cascada de Correa, los cuales
proporcionaron una muestra, previo consentimiento firmado, de 2,5 mL de sangre en ayunas para el andlisis
de expresion de genes tomadas después de la endoscopia inicial. La sangre se coloco en un tubo de ARN
sanguineo PAXgene; luego, el ARN se extrajo de la sangre y se analiz6 usando una plataforma de microa-
rrays, los cuales identificaron cambios de expresion de ARN mensajero que permitieron diferenciar cada una
de las etapas descritas.

Resultados: se incluyeron 89 pacientes, y en los hallazgos endoscopicos se encontro gastritis cronica
antral en 27 pacientes (30,3%), cancer gastrico avanzado en 25 (28%), pangastritis cronica en 15 (16,8%),
cancer temprano en 7 (7,8%), sospecha de metaplasia intestinal en 6 (6,7%), sospecha de gastritis atrofica en
3 (3,3%) y Ulcera péptica en 2 casos (2,2%). Cuando se reviso el informe patologico se halld gastritis cronica
en 34 pacientes (22 mujeres), adenocarcinoma intestinal en 20 (4 mujeres), metaplasia intestinal 18 casos
(13 mujeres), cancer tipo difuso en 11 (7 mujeres), displasia de bajo grado en 4 y de alto grado en 1, y atrofia
sola en 1 paciente. En el andlisis de expresion genética se encontraron 48 genes que permitieron determinar
a los pacientes con gastritis crénica de aquellos con cancer gastrico. También se hallaron 14 genes para
diferenciar los pacientes con cancer difuso de los de tipo intestinal, y un grupo de 48 genes que ayudo a
distinguir los pacientes con gastritis cronica de los de metaplasia intestinal.

Conclusiones: este es el primer trabajo en Colombia, y a nivel mundial, que permite identificar nuevos
biomarcadores a través de la expresion genética del ARN mensajero, el cual diferencia en sangre las etapas
de la cascada de Correa, y permite diagnosticar el cancer gastrico. Es probable que en un futuro se puedan
utilizar como una prueba diagnéstica o de seguimiento.
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Cancer gastrico, biomarcadores, prevencion.
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Abstract

Introduction: Gastric cancer is very common in Colombia where it is the leading cause of death due to can-
cer. According to the Pelayo Corre, there is a cascade of stages from gastritis through atrophy, metaplasia and
dysplasia to cancer. In the intermediate stages, it might be possible to detect and prevent the development
of cancer, but there are no known markers in the blood other than pepsinogen to help to detect premalignant
stages and diagnose cancer. Research is the key to discovery of new biomarkers.

Objective: The aim of this work is to identify molecular markers (mRNA expression profiles) that distinguish
patients who have premalignant conditions (atrophy, metaplasia) and gastric cancer from patients who only
have gastritis.

Methodology: Following an initial endoscopy, patients in each stage of the Pelayo cascade fasted and
then provided a 2.5 ml blood sample which was analyzed for gene expression. All participating patients signed
consent forms prior to tests. The blood was placed in a PAXgene RNA Blood tube, RNA was extracted from
the blood and then analyzed. A microarray platform which identified changes in messenger RNA expression
was used to differentiate each of the stages described.

Results: Endoscopic findings for the eighty-nine patients included showed that 25 (28%) had advanced
gastric cancer, 7 (7.8%) had early cancer, 27 (30.3%) had chronic antral gastritis, 15 (16.8%) had chronic
pangastritis, three (3.3%) were suspected of having atrophic gastritis, six (6.7%) were suspected of having
intestinal metaplasia, and two (2.2%) had peptic ulcers. Pathological reports showed 20 cases of intestinal
adenocarcinoma (4 women), 11 cases diffuse cancer (7 women), 34 cases of chronic gastritis (22 women),
one case of atrophy alone, 18 cases of intestinal metaplasia (13 women), four cases of low-grade dysplasia,
and one case of high-grade dysplasia. The analysis of genetic expression found 48 genes which could be
used for differentiation of patients with chronic gastritis from patients with gastric cancer. We also found 14
genes that could be used to differentiate patients with diffuse cancer from patients with intestinal type gastric
cancer, and a group of 48 genes that could be used to differentiate patients with chronic gastritis from those
with intestinal metaplasia.

Conclusions: This is the first work anywhere in the world that has identified new biomarkers through the
genetic expression of messenger RNA which differentiates the stages of the Pelayo Correa cascade and
permits diagnosis of gastric cancer. It is likely that in the future they may be used as diagnostic and/or follow-

up tests.

Keywords

Gastric cancer, biomarkers, prevention.

INTRODUCCION

El cancer géstrico es una entidad multifactorial, con una alta
prevalencia. En 2012 se presentaron més de 1 millon de casos
nuevos, y cerca de dos terceras partes ocurrieron en paises en
desarrollo. Las zonas de alto riesgo incluyen el este de Asia
(China y Japén), Europa Oriental y partes de centro y sur
de América. A nivel mundial, el cincer géstrico es el quinto
tipo de cancer que ocurre con mayor frecuencia, y la segunda
causa de muerte por cdncer, pero en Japén es la primera
causa de muerte por cincer; mientras que, en Colombia, la
incidencia es 10 veces més alta que en EE. UU. (1-8).

De acuerdo con la clasificacién de Lauren, histoldgi-
camente el cancer gastrico (CG) se divide en dos tipos:
intestinal y difuso. estos tipos de tumores tienen claras dife-
rencias desde el punto de vista epidemioldgico, histopato-
16gico, endoscépico, clinico y patogenético (9- 12).

El CG de tipo intestinal es una enfermedad multifactorial
que se desarrolla a través de un proceso de mdltiples pasos
que puede durar 20 aios o0 mds, y que, segun el modelo de la
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carcinogénesis gastrica propuesto por Correa, se inicia con
gastritis cronica producida por H. pylori, la cual progresa a
atrofia géstrica, metaplasia intestinal, displasia y, finalmente,
cancer. En este modelo, la atrofia géstrica y la metaplasia
intestinal se consideran condiciones precursoras del CG. La
aparicion final del tumor involucra la participacion de otros
dos factores: medioambientales, como falta de consumo
de verduras o frutas, consumo excesivo de sal; y genéticos
del huésped. Entre los factores genéticos se estudiaron poli-
morfismos genéticos de respuesta inmune, asi como sus
productos proteicos. Entre estos, se encuentran los genes de
las citocinas, involucrados en el sistema inmune adaptativo,
y factores de reconocimiento de patrones que inician la res-
puesta del sistema inmune innato (13-15).

La causa de la alta mortalidad del CG se debe fundamen-
talmente a un diagndstico tardio. Cuando se detecta tem-
pranamente la sobrevida a 5 aios es de 90%; en cambio,
cuando se hace en estadios avanzados es de 15% a 20%
(16). Desafortunadamente en paises en via de desarrollo,
la mayoria de los pacientes con CG se detectan en estados
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avanzados cuando el pronéstico es muy malo. Por ello, es
muy importante identificar los estados premalignos de
atrofia, metaplasia intestinal y displasia, para vigilarlos.

Generalmente, cuando el CG estd en un estadio tem-
prano, infortunadamente cuando los pacientes tienen
lesiones premalignas o incluso presentan el cdncer en su
fase temprana, la mayoria estd completamente asintoma-
tico. En el momento en que presentan sintomas de alarma,
como sangrado o pérdida de peso, y consultan, el CG ya
estd muy avanzado.

Japon es pionero en programas de tamizacién de CG, cuyo
objetivo es identificar CG en estadios tempranos con el fin
de ofrecer un tratamiento oportuno. Para este propdsito se
utilizan radiografias géstricas con bario anuales en personas
mayores de 40 afios (15, 16). A pesar de esto, solo 10% de
la poblacién candidata para la tamizacién se somete a este
método (17). Otra opcién es realizar endoscopias (EVDA)
de forma masiva; sin embargo, la aceptacién de las personas
sintomadticas no es laideal y, por tanto, la inmensa mayorfa no
se somete a los estudios, ademds que esta estrategia es cos-
tosa y, en ciertas dreas, podria no ser costo efectivo.

Por ello, como medida de prevencién, seria ideal tener
marcadores seroldgicos fiables que permitan detectar las
condiciones premalignas o el CG antes que lleguen al cin-
cer avanzado. Desde hace més de 20 afios se describi6 un
método seroldgico que busca determinar solo la existencia
de atrofia de una manera no invasiva sin la necesidad de
endoscopia, mediante la medicién de pepsinégenos (PG)
en sangre. Los PG séricos se clasifican en dos tipos: PG-,
0 PG-A, y el PG-II, o PG-C, los cuales son bioquimica e
inmunolégicamente distintos (18-20).

EI PG-I se produce por las células principales y mucosas
del cuello glandular de las glindulas del fondo; el PG-II se
forma por esas mismas células, y también por las células
de las glandulas antrales y las glindulas de Brunner. Asi,
conforme se produce atrofia en el cuerpo géstrico proxi-
mal, progresivamente se disminuyen los niveles de PG-I,
mientras que los de PG-II permanecen constantes, por lo
que se origina una disminucion progresiva del PG-Iy dela
relacion PG-I/PG-II, lo que refleja la progresion de mucosa
gastrica normal a gastritis crénica atréfica. Los valores que
reflejan atrofia son PG-I menor de 70 ng/mL y relacién
PG-I/PG-II menor de 3; sin embargo, este método no se
acepta ampliamente ya que solo busca detectar atrofia, no
identifica la metaplasia intestinal ni el cancer, es costoso y
no esté disponible en el medio (18-22).

Por todo esto, se cree que el método para identificar a las
personas en riesgo de CG, o con CG temprano, no solo debe
ser simple, sino también efectivo y de bajo costo, como el
antigeno prostitico para cincer de prostata; asimismo, deber
ser util para detectar atrofia y metaplasia intestinal (mayor

riesgo de CG), asi como el cancer gastrico mismo, con el fin
de poder llegar a un mayor numero de pacientes y que sea
més efectivo o tenga una mayor utilidad clinica. Al respecto,
algunos grupos recomiendan utilizar la combinacion de la
determinacion de la infeccién por H. pylori y biomarcadores
séricos de atrofia, como el PG; sin embargo, esta estrategia
no detectaria a los pacientes con metaplasia, ni a los pacien-
tes con cdncer temprano, ya que no existen marcadores sero-
légicos para ello. De alli la necesidad de plantear estudios de
investigacion que permitan encontrar nuevos marcadores en
sangre para identificar las diferentes etapas de la cascada de
Correa (atrofia, metaplasia, displasia, cdncer gastrico tem-
prano y, finalmente, cincer avanzado) (23).

Recientemente, se encontrd que los factores trefoil (TFF),
los cuales son moléculas pequefias y estables (12-22 Kd)
secretadas por células del tracto gastrointestinal, junto con
los pepsindgenos séricos pudieran ser nuevos biomarcadores
con mds rendimiento que los PG solos para predecir la exis-
tencia de atrofia. Cuando se combina el TFF3 con PG-Iy con
la relacion PG-I/PG-IL, la sensibilidad para detectar atrofia es
de 80% comparado con 67% para los PG solos; sin embargo,
de nuevo este marcador solo evaliia la atrofia (24, 25).

Existen otros biomarcadores que también se quieren
usar, estos son los microARN (miARN). Este es un ARN
monocatenario con una longitud de entre 21 y 25 nucleé-
tidos, que tiene la capacidad de regular la expresién de
otros genes mediante diversos procesos, utilizando para
ello la ruta de ribointerferencia. Se observé que el patrén
miARN se correlaciona con el nimero de células tumora-
les circulantes y, por tanto, los miARN en sangre perifé-
rica pueden ser mds una herramienta para el seguimiento
que para el diagndstico del cdncer. Se observa un patrén
miARN diferente en el tejido de cdncer gdstrico en compa-
racion con el tejido no maligno de un mismo paciente; sin
embargo, no se ha podido utilizar como un biomarcador
ya que el perfil de miARN no es idéntico en los diferentes
estudios y, ademds, no se evalud en las fases premalignas
de la enfermedad (26).

Como se puede deducir, en la actualidad no existen
marcadores sanguineos que permitan identificar adecuada-
mente las etapas por las que pasa un paciente hasta llegar
al cancer géstrico, cascada de Correa, lo cual hace impe-
rativo desarrollar protocolos de investigacion en esta drea
que busquen la identificacién de estos biomarcadores y su
subsecuente aplicacién en campanas de prevencién de esta
terrible enfermedad, la cual mata a més de 800 000 perso-
nas en el mundo al afio, en Colombia alrededor de 50 000
(mas que las muertes violentas), lo que la convierte en la
primera causa de muerte por céncer (1, 7).

Por otro lado, se sabe que los tumores malignos y el can-
cer metastdsico tiene un profundo efecto fisiopatolégico en
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multiples 6rganos y sistemas del cuerpo humano. Por este
efecto sistémico, el cncer es propenso a mediar cambios en
las células blancas de la sangre debido tanto a una respuesta
directa de la senalizacidon de factores secretados produci-
dos por los tumores, como indirectamente a partir de la
reaccion, a un estrés fisioldgico, de las células blancas de la
sangre (27). Ademds, se sabe que las células blancas, como
mediadores de la respuesta inmune, producen antigenos
contra los marcadores tumorales y tienen un papel en la
defensa contra los tumores primarios y metastasis (28).

Ya que, en gran parte, estas respuestas se deben a las alte-
raciones en las proteinas celulares, codificado por genes de
estas células blancas, es probable que las células blancas
tengan programas especificos de expresion genética en la
presencia de un tumor (figura 1). Si estos perfiles se pue-
den correlacionar con el tamano, localizacién o etapa del
cancer, y progresion, esto podrian servir como biomarca-
dor para el diagnéstico del cancer géstrico, su prondstico,
control terapéutico o como coadyuvantes para los medica-
mentos contra el cdncer (figura 2).

El objetivo principal de este trabajo es determinar los
perfiles de expresion genética a partir de la sangre total de
pacientes sometidos a endoscopia digestiva superior en las
diferentes etapas de la cascada de Correa, desde la gastritis
hasta el cdncer géstrico avanzado.

OBJETIVOS
General

Identificar marcadores moleculares (perfil de expresién de
ARNm) que distingan los casos, condiciones premalignas
como atrofia, metaplasia y cancer gastrico, de los controles,
pacientes con dispepsia que solo tienen gastritis. El obje-
tivo es desarrollar un perfil de expresion a base de sangre
que tenga una alta sensibilidad y especificidad para diferen-
ciar los pacientes sanos, o con gastritis, de aquellos que pre-
sentan cdncer géstrico o condiciones premalignas. Se cree
que laidentificacion de este perfil de expresion serd de gran
ayuda en el diagndstico de esta grave enfermedad.

Especificos

o Identificar, en la poblacién colombiana, un perfil de
expresion genética que permita reconocer la gastritis
crénica atrofica.

« Establecer un perfil de expresion genética de metapla-
sia intestinal completa.

« Determinar un perfil de expresion genética de displasia
de bajo o alto grado.

«  Fijar un perfil de expresion genética de cancer gastrico.

Marcadores sanguineos de la enfermedad

Basofilos

Neutréfilos

Linfocitos

Células blancas

e T

Respuesta inmune

Mediadores Homeostasis

Figura 1. Las células blancas se encargan del homeostasis, son mediadores o se dan debido a una respuesta inmune, de acuerdo con sus necesidades.
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Figura 2. El ARN es el resultado de la traduccién del ADN y lleva a la expresion proteica; este es dindmico, a diferencia del ADN que es estético.
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MATERIALES Y METODOS

En el estudio se incluyeron, de manera prospectiva, pacientes
que asistieran al servicio de gastroenterologia del Hospital el
Tunal-Universidad Nacional de Colombia (Bogot4) para la
realizacién de endoscopia digestiva alta (EVDA). Todos los
pacientes firmaron el consentimiento informado después de
una explicacién completa y detallada sobre esta investigacion.
Tanto el protocolo de investigacion como el consentimiento
informado se aprobaron por el Comité de Investigaciones y
el Comité de Etica del Hospital el Tunal.

Antes de realizar la EVDA, los pacientes contestaron un
formulario previamente disefiado que contenia las varia-
bles epidemiolégicas y demograficas mas importantes en
cancer gastrico. Todos los pacientes estaban en ayunas y se
registr6 el consumo de cualquier medicamento, asi como el
de algunos alimentos.

En todos los pacientes, la endoscopia digestiva se realiz6
por la manana, después de un ayuno minimo de 6 horas,
en decubito lateral izquierdo. A todos los pacientes se
les aplicé lidocaina en atomizador (Roxicaina, solucién
topica, Ropsohn Therapeutics) utilizando 2 aplicaciones
(20 mg) para anestesiar la faringe. Las muestras para el
estudio histopatologico fueron de la siguiente manera: 3
del antro, marcadas como tubo A; 2 de cuerpo, marcadas
como tubo B; y 2 para la infeccién por Helicobacter pylori.
Luego, las biopsias se sumergieron en formol neutro tam-
ponado al 10%, y se remitieron al laboratorio del hospital
para su procesamiento convencional a la espera de un diag-
ndstico histolégico.

Después de la endoscopia, y de la recuperacion, se tomo
una muestra de 2,5 mL de sangre total para el estudio.
Luego, los resultados del perfil de expresion genética se
compararon con los resultados de la patologia, para correla-
cionar la presencia de atrofia, metaplasia, displasia o cancer.
En total, se calculé un tamano de muestra de 100 pacientes
sumando todos los grupos.

Criterios de inclusion

Casos
« Pacientes (n=20) con sospecha endoscdpica de cancer
géstrico.

«  Pacientes con sospecha, por endoscopia, de atrofia (n=20),
metaplasia (20 pacientes) o displasia (20 pacientes).

Controles

« Pacientes (n=20) con diagndstico endoscépico de gas-
tritis cronica, la cual luego se confirmé por la patologia.
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Criterios de exclusion

Casos y controles

«  Uso actual de narcéticos.

o Infeccidn activa de cualquier tipo.

« Antibidticos prescritos actuales.

« Antecedente de algtin otro tipo de cancer (excluyendo
céncer de piel, melanoma o gastrico).

« También se excluyeron pacientes con enfermedades
concomitantes serias, como insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC); accidente cerebrovascular (ACV);
diabetes descompensada; alteraciones de la coagula-
cién; cirrosis; cirugfa gistrica previa; embarazadas o
en periodo de lactancia; adiccidon a drogas o alcohol o
enfermedades psiquidtricas; infeccién por VIH; anti-
coagulados; y pacientes con cdncer o que recibieran
quimioterapia.

Procedimientos del estudio

Los casos y controles proporcionaron una muestra, previo
consentimiento firmado, de 2,5 mL de sangre en ayunas
para el andlisis de expresion de genes, la cual se tom¢ des-
pués de la endoscopia inicial. La sangre se colocé en un
tubo de ARN sanguineo PAXgene, luego se invirti6 8-10
veces, se incubd a temperatura ambiente durante 2-8 horas
y se almacend a-20 °C (congelador) hasta su envio enlote al
laboratorio de referencia para su procesamiento y analisis.

El ARN se extrajo de la sangre y se analiz6 usando una
plataforma de microarrays que identificé cambios de expre-
sion de ARN mensajero, lo que permitié diferenciar los
casos de los controles (figura 3).

Procesamiento de las muestras

El procesamiento de la muestra implica el aislamiento de
ARN total usando modificaciones de los procedimientos
estindar que involucran extraccién y purificacién orgi-
nica (29). La calidad y cantidad del ARN total se evalué
por espectrofotometria y el equipo Agilent Bioanalyzer.
Las muestras de ARN total se amplificaron y se prepararon
para la hibridacién de microarrays utilizando una reaccién
de trascripcidn in vitro con nucle6tido marcado.

La calidad y cantidad del ARN complementario resul-
tante (ARNc) también se evalué mediante espectrofotome-
tria y el equipo Agilent Bioanalyzer antes de la hibridacién.
El ARNCc se hibrid6 con sondas de ADN en SurePrint G3
Human Gene Expression 8x60K v2 Microarrays de Agilent
Technologies. El estudio se realizé con la ultima versién de
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Informe personalizado de
diagnéstico de medicina

Proceso y resultados

Figura 3. Se muestra gréficamente como fue el proceso de recoleccion de la muestra hasta su andlisis.

microarrays de todo el genoma humano, la cual se dirige a
50 599 caracteristicas bioldgicas diferentes (29). Después
de la hibridacién, las matrices se lavaron y se escanearon en
alta resolucién en el esciner Agilent Microarray SureScan
con rango dindmico ampliado (figura 4).
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Finalmente, las imdgenes del microarray (figura S) se
inspeccionaron visualmente y se obtuvieron los datos uti-
lizando el software Agilent Feature Extraction, que genera
métricas de control de calidad para cada punto en la matriz.
Cualquiera matriz que no cumplié con las estrictas normas
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Descubrimiento de
biomarcadores

Procesos y resultados del
Paradise Genomics

Figura 4. En la imagen se muestra como se procesé la muestra hasta su resultado.

de calidad se repitieron para asegurar que los datos fueran
de la mayor calidad y el conjunto de biomarcadores fueran
lo més reproducible y sensible posible.

Analisis estadistico

Se realiz6 una descripcion estadistica de las variables pre-
viamente descritas, de tal forma que las variables cualitati-
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vas se expresaran en términos de porcentajes, y las variables
numéricas en promedios.

Los datos en bruto se normalizaron en toda la matriz
mediante métodos de normalizacién global para la compara-
cidn constante de matriz a matriz. Los andlisis de los datos y
la identificacion de los biomarcadores incluyo visualizacion
estadistica, que comprende la agrupacion jerdrquica y mapas
de calor, graficos de dispersion y diagramas de Venn (30).

Trabajos originales
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microarrays
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intensidad en diversos puntos

Enfermo

Figura §. La grafica muestra como es la tecnologia de microarray cuando se utiliza, la cual permite identificar los genes involucrados en cada etapa de

la cascada de Correa.

RESULTADOS

En total, se logré incluir 89 pacientes con un promedio de
edad de 59,5 afios. El 57% fue mujeres, las indicaciones de
la endoscopia fueron: dispepsia 75%, anemia 4,4%, pérdida
de peso 5,56% y hemorragia de vias digestivas altas 8,8%.

En los hallazgos endoscépicos se encontré gastritis cré-
nica antral en 27 de los pacientes (30,4%), cdncer gastrico
avanzado en 25 (28%), pangastritis crénica 15 (16,8%),
céncer temprano en 7 (7,8%), sospecha de metaplasia
intestinal en 6 (6,7%), sospecha de gastritis atréfica en 3
(3,3%) y tlcera péptica en 2 casos (2,2%).

Cuando se revisé el informe patologico se encontrd
gastritis crénica en 34 pacientes (22 mujeres); adenocar-
cinoma intestinal en 20 (4 mujeres); metaplasia intestinal
en 18 (13 mujeres); cancer tipo difuso en 11 (7 mujeres);
displasia de bajo grado en 4 y de alto grado en 1 pacientes;
y atrofia sola en 1 paciente. De los 89 pacientes, 56 (67,2%)
tenfan la infeccidén por Helicobacter pylori.

De los pacientes con céncer géstrico se realizé una TAC
abdominal a 31, entre avanzados y tempranos, y se encon-
tré que 6 (25,8%) estaban en estadio I, es decir, temprano;
4 en estadio II; 7 en estadio III; y 14 (61%) en estadio IV o
con metdstasis. En cuanto a la ubicacion del tumor, solo 4
(12,9%) de los 31 se ubicaban en el cardias.

En cuanto al perfil de expresion genética, ademds del
descrito en la metodologfa, cuando se realizé el analisis, los
genes que se expresaron diferencialmente entre hombres y
mujeres se retiraron del andlisis. Solo se utilizaron los genes
que se expresaron diferencialmente mdas de 1,5 veces y con
valores T-test de p 0,01 o menos.

De toda la expresion genética evaluada en las muestras
de sangre se logré descubrir genes expresados diferen-
cialmente que pueden utilizarse para distinguir pacientes
con gastritis crénica de pacientes con céncer géstrico
difuso, y de aquellos con adenocarcinoma intestinal. Las
siguientes figuras representan drboles jerdrquicos, tam-
bién llamados mapas de calor, que permiten discriminar
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una patologia de la otra con base en la expresion genética
(figura 6).

Cuando se analiz6 el informe patoldgico y se realizé una
validacién cruzada de todas las muestras patoldgicas contra
los 49 genes encontrados utilizando un algoritmo de pre-
diccion de clase se encontré que al comparar el grupo de
pacientes con gastritis cronica (n=34) con todos los pacien-
tes diagnosticados con céncer intestinal o difuso (n=31) se
logré una precision general de 97% con una sensibilidad de
97% y especificidad de 97%.

Ademds, se encontr6 que los perfiles de expresion gené-
tica en la sangre de los dos tipos de cancer son distintos de
la gastritis, y al hacer también la agrupacién jerarquica de
la expresién génica entre cdncer difuso y adenocarcinoma
se encontraron 14 genes diferentes que pueden diferenciar
completamente pacientes con cancer difuso (n=11) de
aquellos con adenocarcinoma (n=20), con excepcién de
un paciente con adenocarcinoma (figura 7).

Para diferenciar a los pacientes con gastritis cronica de
pacientes con metaplasia intestinal se encontré un perfil de
expresion de 48 genes distintos. Al comparar este grupo de
genes con el diagndstico patologico, la exactitud de la agru-
pacion jerdrquica de estos genes fue del 100%, sin falsos
positivos o falsos negativos (figura 8) (15).

DISCUSION

El céncer géstrico es la quinta causa de cincer en el mundo,
pero la segunda causa de mortalidad, lo cual da unaidea de
su alto indice de letalidad. Existen dos tipos principales, el
difuso y el adenocarcinoma, este ultimo es el més frecuente
y se sabe que pasa por una secuencia de eventos que van
desde la gastritis cronica hasta el cdncer avanzado, lo cual
se recrea en la denominada cascada de Correa (11). En esta
cascada de eventos que llevan al cancer intervienen factores
ambientales, genéticos y la infeccién por H. pylori.

Para desarrollar cincer avanzado pasa mucho tiempoy, es en
ese periodo que, como médicos, se puede intervenir al detectar
la enfermedad en sus fases iniciales, como en la atrofia, meta-
plasia o displasia; sin embargo, como se vio, no existen casi
pruebas que permitan conocer de manera sencilla estas eta-
pas, aunque se describen algunas, estas no estan disponibles
en la préctica clinica, a excepcion del pepsindgeno, pero este
solo permite evaluar si el paciente tiene atrofia. En Colombia
parece que no es muy util de acuerdo con los resultados infor-
mados recientemente por Martinez y colaboradores del grupo
del Instituto de Cancerologfa, (23, 31).

Es claro que los marcadores tradicionales de cancer, como
CAE y CA19-9, no son ttiles para el diagndstico del cancer

N
_
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Gastritis

Figura 6. Genes expresados diferencialmente en gastritis comparado con cancer (>1,5 veces, p<0,003, 49 sondas). Los valores de intensidad se
normalizaron ala mediana de expresion a través de 88 matrices. Rojo/naranja = alta expresion en relacion con la mediana; amarillo = expresién medio;
azul = baja expresion relativa a la mediana. AC: adenocarcinoma; DC: cancer difuso.
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Figura 7. Genes expresados diferencialmente en adenocarcinoma (AC) comparado con cancer difuso (DC) (>1,4 veces, p<0,00005, 14 sondas). Los
valores de intensidad se normalizaron a la mediana de expresion a través de 88 matrices. Rojo/naranja = alta expresion en relacion con la mediana;
amarillo = expresién medio; azul = baja expresion relativa a la mediana.

Gastritis Metaplasia

Figura 8. Genes expresados diferencialmente de gastritis frente a metaplasia (>1,5 veces, p<0,0000001, 48 sondas). Los valores de intensidad se
normalizaron a la mediana de expresion a través de 88 matrices. Rojo/naranja=alta expresion en relacion con la mediana; amarillo=expresiéon medio;
azul=bajo expresion relativa a la mediana.
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gastrico (3). La deteccion exacta de las lesiones malignas y
premalignas en el estdmago, en particular, la atrofia, metapla-
sia intestinal (MI) y displasia, requiere siempre una endos-
copia digestiva alta con toma de muestras de biopsia de
acuerdo con un protocolo estandarizado que, con frecuen-
cia, no se sigue en la practica clinica rutinaria. Ademads, no
se aceptan ampliamente los programas de tamizacién masiva
con endoscopia o fluoroscopia como se hace en Japon, tal
vez esta sea una de las explicaciones porque en el mundo
occidental la enfermedad se detecta en estados mas avanza-
dos con el pésimo prondstico ya comentado (32).

Por tanto, la informacién que puedan dar nuevos bio-
marcadores que permitan estratificar el riesgo de cdncer
géstrico es muy importante para aplicaciones a gran escala,
sobre todo en poblaciones con alto riesgo de la enferme-
dad, como Colombia. La intencién de este trabajo es la
busqueda de estos biomarcadores y, para conocimiento
de los autores, es el primero en Colombia, poblacién de
alto riesgo, que permite identifica un perfil de expresién
genética en sangre, el cual diferencia claramente pacientes
con gastritis de pacientes con cancer gastrico. La identifica-
cion de estos 49 genes permitird en un futuro disefiar una
prueba que diagnostique si un paciente tiene o no cdncer
gastrico (figura 1). Ademds, se logré identificar otro per-
fil de expresion génica con 14 genes que discrimina si el
tumor es difuso o es adenocarcinoma intestinal.

Por otro lado, en el diagnéstico de las lesiones prema-
lignas llama la atencién que si bien inicialmente se quiso
incluir un grupo de 20 pacientes con atrofia, al comparar
las patologias solo habia un paciente con atrofia, ya que
muchos pacientes que endoscopicamente parecian tener
atrofia resultaron con patologias compatibles con gastritis
o metaplasia intestinal, lo que confirma que la endoscopia
es un método poco sensible para la deteccién no solo de la
atrofia sino de la metaplasia intestinal y, por ello, siempre se
debe acompaiiar con una biopsia.

En cuanto a estas lesiones premalignas, como se discutio,
los pepsindgeno se utilizan para el diagnéstico de la atrofia,
pero en la literatura no se describen pruebas en sangre para
el diagnéstico de la metaplasia. Este trabajo muestra que un
perfil de expresién génica conformado por 48 genes (figura
3) permitié diferenciar claramente los pacientes con gastritis
de los que tenfan metaplasia; lo cual parece fundamental, ya
que cada dia se sabe que la MI es mds importante que la atro-
fia, y parece ser que es el punto de no retorno en la cascada
de Correa teniendo un mayor riesgo de llevar a cancer que la
atrofia, lo que lo hace més importante no solo en su detec-
cién si no en su seguimiento (33, 34).

Otro aspecto interesante del trabajo es que permite iden-
tificar, mediante una prueba sanguinea, a los pacientes que
tienen cdncer gastrico, y diferenciarlos entre los dos tipos
principales: intestinal y difuso, algo que en la literatura no

18 Rev Colomb Gastroenterol / 32 (1) 2017

se habia informado y que tradicionalmente solo se puede
hacer por una biopsia gastrica, esto parece importante por-
que en un futuro se podria identificar el cincer gdstrico en
un paciente por una prueba de sangre o que estuviera en
riesgo del mismo, lo que serfa fundamental si se tiene en
cuenta que muchos pacientes con cdncer géstrico estin
asintomaticos cuando se les diagnostica.

Este grupo tiene la intencién de utilizar estos perfiles de
expresion genética y sus algoritmos clasificadores como
herramientas de diagndstico, ya sea en la forma actual, es
decir, usando ARN aislado de sangre entera o, alternativa-
mente, convertirlo en una prueba mds ripida y econémica
mediante el uso de mediciones de los niveles de expresién
de un subconjunto de genes o de sus productos proteicos
aislados a partir de suero o células sanguineas. Debido a
que el diagndstico precoz del cancer o las lesiones prema-
lignas es fundamental en las decisiones clinicas, el uso de
estos ensayos podria tener profundas implicaciones para
la prevencién y el manejo de esta enfermedad, que es muy
frecuente en Colombia y que genera una gran mortalidad.
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