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Resumen

1 cancer gastrico (CQG) es la neoplasia del tubo digestivo mas prevalente en el mundo, asociada a factores genéticos

del hospedero y externos, como infeccion por Helicobacter pylori. La patogénesis incluye inflamacion créonica
mediada por citocinas del microambiente tumoral, detectables sistémicamente. Estudios previos reportan niveles
séricos de citocinas y su contribucion al diagnostico de CG. El presente estudio analiza el perfil de citocinas del tipo
de Th1(IFNy), Th2(IL-4 e IL-10), Th17(Th-17A) y otras pro inflamatorias: IL-1B, IL-6 y TNF-a, en plasma de 70 casos
de pacientes con CG comparandolos con 132 sujetos sanos equiparables en edad y sexo. Los casos provinieron del
Hospital Roosevelt e Instituto Nacional de Cancerologia de Guatemala (Incan) y formaron parte de un estudio previo.
Se analiz6 la base de datos clinicos, patologicos y epidemiologicos. Se midieron los niveles de citocinas utilizando
el sistema “MSD MULTI-SPOT Assay System”. La edad promedio de los casos fue 59.5 anos, (DE 13.0), 51%, eran
positivos para IgG anti H. pylori. Un 71% presentd adenocarcinoma grado I1I (Borrman), segtin clasificacion de Lauren
55% tenian tipo intestinal. Las siete citocinas cuantificadas se encontraron significativamente elevadas (p <.05) en el
plasma de los casos respecto a sus controles. Los casos de CG tipo difuso presentaron niveles de IFNy significativa-
mente elevados. Por regresion logistica, las citocinas IL-6 e IL-10, estan asociadas significativamente a CG (p < .05)
independientemente del estatus de infeccion por H. pylori. Se destacan la IL-6 e IL-10 como las principales citocinas
asociadas a la presencia de CG.

Palabras claves: Tumor gastrico, biomarcadores plasmaticos en cancer, respuesta inmune, marcadores tumorales, diagndstico

Abstract!

Gastric cancer (GC) is the most prevalent gastrointestinal neoplasm in the world, associated with host and external
genetic factors, such as Helicobacter pylori infection. The pathogenesis includes chronic inflammation mediated
by cytokines of the tumor microenvironment, systemically detectable. Previous studies report serum levels of cyto-
kines and their contribution to the diagnosis of GC. The present study analyzes the profile of cytokines of the type
Thl (IFNy), Th2 (IL-4 and IL-10), Th17 (Th-17A) and other pro-inflammatory: IL-1f, IL-6 and TNF-q, in plasma of
70 cases of patients with GC compared with 132 healthy subjects comparable in age and sex. The cases came from
the Roosevelt Hospital and the National Cancer Institute of Guatemala -Incan- and were part of a previous study. The
clinical, pathological and epidemiological databases were analyzed. Cytokine levels were measured using the “MSD
MULTI-SPOT Assay System”. The average age of the cases was 59.5 years, (SD 13.0), 51% were positive for IgG anti
H. pylori, 71% had grade III adenocarcinoma (Borrman), according to Laurenis classification, 55% had intestinal type.
The seven cytokines quantified were found to be significantly elevated (p <.05) in the plasma of the cases compared to
their controls. The diffuse GC cases presented significantly elevated IFNy levels. By logistic regression, the cytokines
IL-6 and IL-10 are significantly associated with GC (p < .05) regardless of the H. pylori infection status. IL-6 and
IL-10 stand out as the main cytokines associated with the presence of GC.
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Introduccion

El cancer gastrico (CG) ocupa el cuarto lugar
entre las neoplasias malignas mas frecuentes a nivel
mundial y es el tercero en mortalidad, después del can-
cer de pulmon e higado. Las tasas mortalidad varian
geograficamente, siendo particularmente elevadas en
los paises en desarrollo como Guatemala, si se com-
para el nimero de casos nuevos de CG en paises desa-
rrollados es de 275,000 (4.2%) y en los paises menos
desarrollados es de 667,000 (8.4%) y la mortalidad es
de 107,000 en paises desarrollados respecto a 362,000
en paises menos desarrollados, ademas de reconocerse
que en varias regiones hay un deficiente registro de
datos (Ferlay et al., 2015). Informacion recientemente
publicada en este tema, confirma lo reportado previa-
mente, para el 2020 el CG era el quinto en incidencia
y el cuarto en mortalidad a nivel mundial (Sung et al.,
2020).

Investigaciones realizadas han identificado los
factores de riesgo para el desarrollo del CG, tales como:
Infeccion por Helicobacter pylori, consumo de tabaco,
ingesta de alcohol, (Poorolajal et al., 2020). Por otro
lado, se han descrito factores genéticos del hospede-
ro como el complejo principal de histocompatibilidad
(HLA) en poblacion mexicana (Herrera-Goepfert et al.,
2004), y polimorfismos de citocina IL-1p (EI-Omar
et al., 2000), polimorfismos rs2275913 G > A y
rs763780 T > C de IL-17 (Long et al., 2015).

En el proceso de desarrollo del adenocarcino-
ma gastrico, la estimulacion de la respuesta inmune
del hospedero tiene un rol fundamental produciendo
citocinas proinflamatorias como IL-8, IL-6, IL-1p,
que atraen y activan a los neutréfilos y monocitos pro-
vocando inicialmente una reaccion inflamatoria que
puede evolucionar a gastritis cronica. La infeccion por
H. pylori también produce infiltracion de células den-
driticas y linfocitos T y B y estimula la produccion la
proteina quimiotactica de los macroéfagos MCP1, TNFa
IL-10 e IL-12, factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) e interferon gamma (IFNy) (Amieva & Peek,
2016).

Se ha demostrado experimentalmente, que du-
rante la infeccidon por H. pylori se puede producir un
sesgo del equilibrio entre células Thl /Th2 a favor de
las ultimas al reducir la secrecion de IL-12 (Kao et al.,
2006). 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
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TNF-a, e IL-6 inducen la generacion de radicales libres
que dafian el ADN causando mutaciones que permiten
la iniciacion del tumor (Peek et al., 2010).

Los niveles de diversas citocinas séricas han sido
estudiados con relacion al proceso de desarrollo del CG
y también como una posibilidad de ayuda diagndstica
en 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 elevados a nivel
local en el estdmago de los pacientes infectados con
H. pylori, en contraste con sus controles no infectados
(Lindholm et al., 1998). Adicionalmente, se ha repor-
tado que niveles citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-10,
IFNy, IL-4 pueden predecir la malignidad de una lesion
gastrica (Sanchez-Zauco et al., 2017).

El desarrollo del tumor también es favorecido por
citocinas pro inflamatorias que estimulan la prolifera-
cion celular reduciendo la apoptosis, mientras que las
citocinas anti inflamatorias tales como IL-10 y TGF-p,
contribuyen a la inmunoevasion del tumor. Las propie-
dades 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 ¢l uso
de la determinacion sérica de citocinas tales como IL-6
e IL-10 como marcadores diagnésticos, aunque los au-
tores han sugerido que es necesario realizar estudios
con mayor numero de casos (Landskron et al., 2014).

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 inmunold-
gicas 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 de ayuda diagnoéstica
o indicador de dafio tisular de esta patologia.

En el presente estudio se identifica las diferencias
entre los niveles de citocinas Thl, Th2, Thl7 y otras
citocinas pro inflamatorias producidas por distintos
tipos celulares: IL-1B, IL-6 y TNF-a, en pacientes
con diagnostico de cancer gastrico, comparado con
un grupo control equiparable en edad y sexo. Se rela-
cionaron las diferencias de los niveles plasmaticos de
los biomarcadores mencionados con los tipos de CG,
para identificar aquellos biomarcadores potencialmente
utiles en la deteccion lesion gastrica que implique un
dafio tisular que puede ser debido a CG.
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Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio de casos y controles. Se ob-
tuvo la base de datos y muestras plasmaticas de pacien-
tes estudiados en el 2015 provenientes de hospitales de
la ciudad de Guatemala, Roosevelt e Incan y un pacien-
te de un centro privado Gastrocentro. El grupo control
consistié en voluntarios procedentes del Laboratorio
Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas que
no padecian ninguna enfermedad maligna. Tanto casos
como controles, formaron parte de un estudio previo
cofinanciado por la Direccion General de Investiga-
cion DIGI, y realizado en el Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad de San Carlos en colaboracion con el La-
boratorio de Inmunologia de la Universidad de Louis-
ville (Wellmann et al., 2018). Las muestras plasmaticas
se encuentran congeladas a menos 80 °C, siguiendo
los protocolos de bioseguridad en ambos laboratorios.

Pacientes y controles

Considerando que la presente investigacion tiene
un proposito similar que la investigacion previa, del
cual provienen las muestras (Wellmann et al., 2018),
que es la comparacion entre casos de CG y contro-
les, su calculo 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 hipote-
sis, nivel de significancia de 5%, potencia de 90%, se
obtuvo que se debia analizar como minimo 64 casos y
128 controles. Casos y controles fueron apareados por
sexo y edad con una variacion maxima de 3 afios. Se
establecio una relacion de dos controles por cada caso.
Tanto los casos como los controles debieron cumplir
correspondientemente con los criterios de inclusion y
exclusion, entre los criterios no se incluyo el status de
infeccion por H. pylori, inicamente los que se indican
a continuacion:

Casos
Criterios de inclusion

Diagnostico de adenocarcinoma gastrico distal/o
proximal, incluyendo el cardias del estomago, mayo-
res de edad; criterios de exclusion: pacientes operados
por enfermedad remanente o por tumores secundarios,
tumores metastasicos que derivan de otros 6rganos,
pacientes tratados por linfoma de MALT u operados
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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 tu-
mores primarios, personas operadas por enfermedad
remanente u operados previamente de cancer gastrico
o por tumores secundarios, tumores metastasicos
que derivan de otros drganos, personas que hubiesen
sido tratados por linfoma de MALT u operados por
cualquier otra enfermedad gastrica diferente de ade-
nocarcinoma gastrico, personas que hubiesen recibido
quimio/radioterapia, personas con patologias auto-
inmunes diagnosticadas previamente y personas con
cancer diagnosticado previamente. En el estudio
previo a todos los participantes, se les realizé el proce-
so de consentimiento informado, una encuesta clinico-
epidemioldgica que incluia datos relacionados a edad,
sexo, procedencia, grupo étnico.

Consideraciones éticas

La presente investigacion esta basada en los
principios éticos fundamentados en la Declaracion de
Helsinki, dirigidos a la investigacion biomédica en se-
res humanos la cual debe concordar con los principios
cientificos aceptados; el disefio y ejecucion debe for-
mularse en un protocolo claramente escrito, la investi-
gacion la realizaran solo por personas cientificamente
calificadas, el objetivo debera ser proporcional al ries-
go, respetando la integridad del ser humano, asi como
la exactitud de los resultados. 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 en OFZU 1524-20, No. PROZU 552-20.

Determinacion de citocinas plasmaticas

Se midieron los niveles de citocinas utilizando
el sistema “MSD MULTI-SPOT Assay System (Meso
Scale Discoveri, Rockville). Esta es una tecnologia para
la medicion de citocinas y otras moléculas en muestras
bioldgicas, en la que una placa especial (MULTI-
SPOT) cubierta con multiples anticuerpos contra
citocinas para la fase de captura, seguida de reaccion
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con anticuerpos secundarios y deteccion por electro-
quimioluminiscencia. Siguiendo las recomendaciones
del fabricante, analizando cada muestra en duplicado e
incluyendo los controles establecidos por el fabricante,
las medias de los limites de deteccion inferior, defini-
das como 2.5 desviaciones estandar sobre el blanco
(0 pg/ml) fueron: IL-1f (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 in-
ter-ensayo fueron menores de 10% para todas las ci-
tocinas.

Comparacion de niveles de citocinas entre
casos y controles

Se elabord 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.
Luego del analisis exploratorio inicial, se excluyeron
los valores extremos (outliers) aplicando la prueba de
Grubbs y se hicieron pruebas de Shapiro-Wilk para
normalidad. Se calcularon las medidas descriptivas
mediana, rango y rango intercuartil, dado que se de-
terminod que ninguna de las citocinas estudiadas tenia
distribucion normal, ni en los casos de CG ni en los
controles, por lo tanto, para el analisis definitivo se usé
la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, para
la comparacion de los niveles de citocinas entre los

Tabla 1

grupos (casos y controles). Se realizaron también com-
paraciones de los niveles de citocinas segun el tipo mi-
croscopico de cancer (clasificacion de Lauren), estadio
clinico, edad y etnia de los pacientes, en los controles
se analizaron también estos dos ultimos parametros.
Todas las pruebas estadisticas se interpretaron a un
nivel de significancia de 5%.

Evaluacion de la asociacion de los niveles
de citocinas con CG

Para evaluar la asociacion entre los niveles de
citocinas y CG y considerar los posibles predictores
de enfermedad géstrica maligna, se realiz6 regresion
logistica, se analizaron los niveles plasmaticos de las
siete citocinas cuantificadas como variables cuanti-
tativas y la presencia de anticuerpos IgG anti H.
pylori, la cual tiene especificidad y sensibilidad de 90%
(Malfertheiner et al., 2017) como variable categoérica.

Resultados

Fueron analizados 202 sujetos, de los cuales 70
eran casos de pacientes con adenocarcinoma gastrico
y 132 controles sanos. Las edades, sexo y grupo étnico,
eran equiparables en ambos grupos (Tabla 1). La ma-
yoria de los casos de pacientes con adenocarcinoma,
presentaban macroscopicamente, segun la clasificacion
de Borrman, lesion ulcerativa con bordes uniformes
que corresponde al tipo III (71.4%), cuando se analizo

Caracteristicas demogrdficas de los 202 participantes en el estudio

Controles Casos CG
n =132 n =70 Valor de p
Sexo
Femenino 60 (44.1%) 32 (45.7%)
Masculino 72 (55.9%) 38 (54.2%)
.630
Edad promedio (afios) DE 58.5+12.6 59.5 +13
Etnia
Ladino 18 (86.8%) 50 (71.4%)
Indigena 17 (12.5%) 19 (27.1%)
Otro (garifuna) 1 (0.7%) 1 (1.4%)

Nota. DE: desviacion estandar

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(2) 2021, 166-183
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microscopicamente, segun la clasificacion de Lauren,
la mayoria eran tipo intestinal el (55.7%), seguido por el
tipo difuso (41.4%) y tipo mixto (2.8%). La localizacion
anatoémica del tumor fue principalmente en el cuerpo
y en el antro gastrico, (44.2%) y (37.1%) respectiva-
mente. El estadio clinico TNM, fue estadio II (40.3%),
seguido por estadio IV (28.4%), estadio 111 (22.4%),
e indeterminado (1.5%) (Tabla 2) el 51% de los casos
era positivo para anticuerpos IgG anti H. pylori, en el
grupo control 45.5%. La presencia de H. pylori no fue
reportada en el resultado de la biopsia gastrica.

Tabla 2

Comparacion de niveles de citocinas

El analisis del perfil de citocinas en los casos de
CG y en los controles, fue realizado por medio de la
medicion de los niveles plasmaticos de IFNy (Thl), IL-4
e IL-10 (Th2), IL-17A (Th17)y las citocinas pro inflama-
torias IL-1B, IL-6 y TNF-a. Se observo que en los casos
de CG se detectaron niveles significativamente elevados
respecto al grupo control (Tabla 3, Figuras 1 y 2).

Caracteristicas clinicas de los 70 casos de Cancer Gastrico estudiados

N %
Status de anticuerpos Elisa, IgG a anti H. pylori
Positivo 36 (51.4)
Negativo 34 (49.5)
Tipo de tumor macroscopicamente, (clasificacion Borrman)
Tipo I (polipoide y fungoide) 8 (11.4)
Tipo II (ulcerativo con bordes irregulares elevados) (CN))]
Tipo III (ulcerativo con bordes uniformes) 50 (71.4)
Tipo IV (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 anatomica
Cardias 0
Fundus 11 (15.7)
Cuerpo 31 44.2)
Antro 26 (37.1)
Piloro 2 (2.8)
Estadio Clinico
I 5 (7.5)
I 27 (40.3)
111 15 (22.4)
v 19 (28.4)
Indeterminado 1 (1.5)
170 | Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(2) 2021, 166-183
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Tabla 3
Comparacion de los niveles de citocinas en los 70 casos de CG y sus controles

Concentracion (pg/ml)

Casos Controles
Citocina Mediana RIQ* n Mediana RIQ n Valor p**
IFNy 24.87 16.14-49.88 70 20.51 12.49-34.20 123 0.025
IL-10 1.37 0.89-2.14 66 0.62 0.44-0.89 124 <.001
IL-1B 0.26 0.10-0.50 66 0.08 0.01-0.24 125 <.001
IL-4 0.04 0.01-0.07 68 0.01 0.01-0.04 125 <.001
IL-6 8.45 4.23-19.89 65 2.6 1.79-4.38 120 <.001
TNFa 6.48 4.82-9.28 69 4.42 3.28-5.68 128 <.001
IL-17 A 6.81 3.49-12.10 66 3.63 2.10-5.72 127 <.001

Figura 1

Comparacion de los niveles plasmaticos en pg/ml de citocinas de Thi, Th2 y Thl7 entre casos de CG y
controles
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Figura 2

Comparacion de los niveles plasmaticos en p/ml de citocinas pro inflamatorias IL-1p, IL-6 y TNF-a, en: casos de

Cancer gastrico y sus respectivos controles
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Nota. A: casos B: controles

Asociacion entre niveles plasmaticos
de citocinas y CG como predictoras
de malignidad gastrica

La regresion logistica de los niveles de citocinas
y presencia de anticuerpos IgG anti H. pylori como
factores asociados a CG, indicé que la presencia de
anticuerpos anti H. pylori no estan asociados signifi-
cativamente a la presencia de CG, tomando en cuenta
que la IgG anti H. pylori no determina infeccion actual,
pero que se ha reportado que tiene una sensibilidad
y especificidad del 90% (Malfertheiner et al., 2017)
(Tablas 4 y 5 Figura 3). Se evidencio que Gnicamente
los niveles plasmaticos de citocinas: IL-6 e IL-10 estan
asociados significativamente a la presencia de CG.

Comparacion de los niveles de citocinas segiun
el tipo microscépico de cancer (clasificacion
de Lauren)

Cuando se compard el tipo de cancer, difuso e
intestinal, con los niveles plasmaticos de citocinas, en
el grupo de casos con diagndstico de CG tipo difuso se
encontrd que la citocina de Th 1: IFNy present6 niveles
elevados con valores maximos de 118.6 pg/ml, con una
Mediana 34.666 y Rango intercuartil 48.050, respecto
al grupo de CG tipo intestinal, cuyos niveles de IFNy
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eran, mas bajos con mediana de 20 pg/ml contra tipo
difuso, al realizar la comparacion, se encontr6 un valor
de p = .016 (Figura 4). Las otras citocinas estudia-
das: IL-1pB, IL-10, IL17A TL-6 y TNF-a no mostraron
diferencias significativas respecto a los tipos de CG
diagnosticado, p > .05 (Figura 4). Los valores de la
IL-4 fueron sumamente bajos en comparacion de las
otras citocinas, lo que hace que el valor de OR sea muy
alto, a pesar del limite superior tan alto del IC, el OR
no indica oportunidad de riesgo, el IC incluye valores
desde 0.0003 y es no significativo (p = .325)

Comparacion de los niveles de citocinas segin
el estadio clinico del tumor

Otra observacion realizada fue con respecto al
estadio clinico de los pacientes con CG. Este estudio
categoriz6 estadios I y II en un grupo, con 48% de
los pacientes, otro grupo de 50% de casos en esta-
dio I y IV, y 2% de casos clasificados como inde-
terminados. Al realizar el analisis estadistico entre
los niveles de cada citocina segln estos dos grupos
de estadios se encontrd leves diferencias entre los
niveles plasmaticos de citocinas en los grupos, las
cuales no fueron significativas (p > .05). Para IFNy:
p = .629, IL-4: p = 370, IL-10: p = .319, IL-17A:
p =.207, IL-1B: p = .180, IL-6: p = .324 y TNF-a:
p =.141 (Tabla 6)
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Tabla 4

Regresion logistica de las citocinas estudiadas, variables cuantitativas niveles de citocinas y variable categorica,
IgG anti H. pylori

Variables cuantitativas: OR valor de p
IFNy 1.0028 IC 95 % (0.9834, -1.0226) 782

IL-4 4442 .5342 1C 95 % (0.0003, 7.7939E+10) 325
IL-10 6.5135, 1C95 % (2.2, 16.7742) <.0001
IL 17A 1.0162 IC 95 % (0.9101, 1.1348) T74
IL-1B: 1.5938 IC 95% (+0.2309, -11.0018) .635

IL-6: 1.2858, IC95 % (1.0926, -1.5131) <.0001
TNFa 1.2 IC 95 % (0.8788, -1.7442) 213

Variables categoricas:

H. pylori positivo
1.6014 IC 95% (0.5904, 4.3440) 352
H. pylori negativo

Nota. La IL-4 tuvo un OR muy amplio por lo que no se consider6 en el analisis final

Tabla 5

Significancia estadistica de la asociacion de los niveles de citocinas plasmaticas como predictores de cancer
gastrico

Citocina OR [IC 95%)] )4
[FNy 1.00[0.98, 1.02] 182
IL-4 4,442.53 [0.0003, 7.79E+10] 325
IL-10 6.51[2.26, 18.77] <.001*
IL-17* 1.02 [0.91, 1.14] 174
IL-1B 1.59[0.23, 11.00] .635
IL-6 1.29 [1.09. 1.51] <.001*
TNF-a 1.24[0.88, 1.74] 213

Nota. * 1L-10 e IL-6 mostraron ser predictores de CG significativos
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Figura 3

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
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Tabla 6

Comparacion de los niveles de citocinas por estadios clinicos de CG Iy II con estadios clinicos 11 y 111

Concentracion (pg/ml)

Estadio I y IT Estadio Il y IV
Citocina Mediana RIQ* n Mediana RIQ n Valor p**
IFNy 26.431 16.341-51.284 34 22.48 16.237-45.437 35 .629
IL-10 1.266 1.025-2.210 30 1.466 0.799-1.902 34 319
IL-1B 0.303 0.134-0.585 30 0.214 0.052-0.381 34 .180
IL-4 0.048 0.025-0.073 31 0.035 0.010-0.072 35 .370
IL-6 5.906 3.596-19.8888 33 9.967 5.913-23.380 32 324
TNFa 6.757 5.556-9.563 33 5.713 4.439-8.461 34 141
IL-17 A 7.625 3.971-13.429 32 6.155 3.177-9.822 33 207

Nota. *RIQ = Rango intercuartil **Prueba de U de Mann-Whitney
El n varia para los casos analizados en algunas citocinas por haber eliminado los valores extremos (outliers). Ninguna

citocina mostro significancia estadistica

Comparacion de los niveles de citocinas segiun
la edad de los pacientes

Tomando en cuenta que el CG se presen-
ta sobre todo en el adulto mayor, se analizaron los
niveles de citocinas agrupando dos rangos de edad,
< 60 afos y > de 60 afos. Se encontraron diferen-
cias significativas por grupo de edad para las ci-
tocinas pro inflamatorias tanto en casos TNFa
(p = .023) como en controles p = .035 para IL-17A
(p =.003) en ambos grupos. La IL-6 presentd valores
mas elevados en adultos mayores Gnicamente en el
grupo control, p =.0015.

Comparacion de los niveles de citocinas segin
la etnia de los pacientes

Al comparar los niveles plasmaticos de citocinas
por grupo étnico de los casos de CG, se encontrd que
hubo unicamente diferencia significativa al analizar los
niveles de IL-10 (p = .007), siendo mas elevados en el
grupo étnico indigena. Las otras 6 citocinas analizadas
presentaron leves diferencias, que, en el analisis esta-
distico, no fueron significativas p > .5, a diferencia del
grupo control, en el que ninguna se encontré diferencia
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significativa en el andlisis de citocinas por grupo étnico
p > .5 (Figura 5).

Discusion

La carcinogénesis gastrica es un proceso mul-
tifactorial que puede tomar muchos afios para com-
pletarse, iniciando con un proceso inflamatorio que
sigue una ruta patologica descrita hace varias décadas,
muchas veces asociada a la infeccion por H. pylori
(Correa, 1992). El proceso inflamatorio cronico que
determina la lesion gastrica es mediado por citocinas
y otras moléculas que han sido estudiadas por varios
investigadores (Alpizar-Alpizar et al., 2009).

El presente estudio describe los niveles de las ci-
tocinas IFNy, IL-4, IL-10, IL-17A y otras citocinas pro
inflamatorias producidas por distintos tipos celulares
(IL-1B, IL-6, TNF-a) tanto en casos diagnosticados
con CG como en un grupo control, y realiza una aso-
ciacion con las citocinas potencialmente indicadoras
del proceso inflamatorio cronico que genera un adeno-
carcinoma gastrico, lo que tendra que relacionarse con
la adecuada historia clinica del paciente.

Para caracterizar el perfil de citocinas plasmati-
cas en pacientes con CG, se analizaron los niveles de
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Figura 5
Niveles de citocinas en los casos y los controles, clasificados en menores de 60 aiios y mayores de 60 aiios
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Niveles plasmaticos de IL-10 en los casos de CG y sus controles, agrupados por grupo étnico: Indigenas y ladinos

IL-10 CASOS IL-10 CONTROLES
§ 2 .

1.8 + .

[
=8

t
fivaisl

[a]
|
=

.

t

=

=]
!
T

IL-10 (pg/ml)
IL-10 (pg/ml)

+

ot
=S

1 T

+_
*_

L 0.2

Indigena Ladina Indigena Ladino

176 | Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(2) 2021, 166-183



Carmen I. Villagran-Blanco ... et al.

siete citocinas reconocidas por su accion inmune en
las respuestas Thl, Th2, Th17 y un grupo de citocinas
proinflamatorias producidas por otros tipos celulares:
IL-1B, IL-6, TNF-a, en muestras plasmaticas de 202
sujetos, 70 pacientes con diagndstico de CG y 132
controles sanos. De los 70 casos de CG tenian edad
promedio 59.5 y el grupo étnico en su mayoria eran
ladinos (71%).

Respecto a las lesiones gastricas, la mayoria de
pacientes (71.4%) tenian lesiones cancerosas clasifica-
das como lesiones tipo 111 segtin clasificacion macros-
copica de Borrman, con bordes ulcerativos uniformes,
que han sido reportadas ser de mal prondstico y con
sobrevida menor a 5 afios (Catalano et al., 2009; Zhai
et al., 2020), esto indica que los casos en su mayoria
estaban en un estado avanzado de la enfermedad.

Microscopicamente el 55.7% de CG fue tipo in-
testinal, segtin la clasificacion de Lauren, este tipo ha
sido reportado como el CG mas frecuente en diversos
grupos poblacionales (Catalano et al., 2009). Respecto
a la localizacion anatomica del tumor, se encontrd que
en la mayoria de casos fue del cuerpo y en el antro
gastrico estas localizaciones a diferencia de las regio-
nes mas proximales del érgano, se asocian a infeccion
por H. pylori (Hansen et al., 2007). La prevalencia de
infeccion por H. pylori en los casos estudiados fue de
51%. Otros estudios reportan que los casos de CG en
paises latinoamericanos presentan un 71% de prevalen-
cia, sin embargo, se debe tener presente que la etiologia
del CG como otros canceres es multifactorial, lo que
implica una interaccion entre diversos componentes,
tanto bacterianos como dieta del paciente, estilo de
vida incluyendo tabaquismo (Vahid & Davoodi, 2021)
asi como la carga genética del hospedero (Chiurillo,
2014; El-Omar et al., 2000; Petrovich, 2016).

El estadio clinico TNM mas frecuente en los ca-
sos fue el estadio II, 27 (40.3%), lo que indica que el
tumor invade muscularis, propia o sub serosa, y con
ganglios linfaticos afectados, por lo general dependien-
do el nimero de ganglios afectados, el pronostico de
los casos es malo (Catalano et al., 2009).

Los niveles plasmaticos de citocinas 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 reportado los altos ni-
veles 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 plasmati-
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cos que contribuyan al diagnostico temprano y no in-
vasivo de lesiones gastricas malignas (Sanchez-Zauco
et al., 2017; Zou et al., 2018).

Se encontraron valores plasmaticos 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 desa-
rrollo de CG asociandola a la infeccion por H. pylori
(Landskron et al., 2014, Sanchez-Zauco 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 en compa-
racion al grupo control, aunque no en asociacion es-
tadisticamente significativa a infeccion por H. pylori,
identificada por la positividad a anticuerpos IgG cir-
culantes, sabiendo que las limitaciones de estas prue-
bas, como el no diferenciar una infeccion actual de una
infeccion pasada y la falta de pruebas fabricadas con
antigenos locales, que identifiquen anticuerpos contra
antigenos de cepas autdctonas, aunque la sensibilidad
de la deteccion de IgG anti H. pylori se ha reportado te-
ner sensibilidad y especificidad del 90% (Malfertheiner
et al., 2016). Asi mismo se deben considerar otros de
factores que inciden en el desarrollo del CG, siendo
segln la literatura los mas relevantes, la virulencia de
las cepas de H. pyloriy la produccion de toxinas CagA,
la carga genética de hospedero que incluye polimor-
fismos de citocinas (Chiurillo, 2014; EI-Omar et al.,
2000; Petrovich, 2016; Torres, 2004) asi como factores
epigenéticos (Vahid & Davoodi, 2021).

Respecto a los niveles elevados de la citocina de
Thl (IFNy) encontrados en los casos de CG, compa-
rado al grupo control, podria indicar el proceso pro-
inflamatorio que se produce en el desarrollo de CG.
Estudios previos han descrito esta citocina como un
mediador pro inflamatorio en el microambiente tumo-
ral (Landskron et al., 2014). Se ha descrito también,
como una citocina potencialmente atil con fines de de-
teccion temprana de CG (Sanchez-Zauco et al., 2017).
Se ha identificado recientemente como inductor de
PD-L1, molécula reconocida como inductor de muer-
te celular programada y supresor del sistema inmune,
por lo que es importante en la inmunopatogenia del
CG (Imai et al., 2020).

Un hallazgo relevante en la presente investiga-
cion es que cuando se relaciond el tipo de CG segtn la
clasificacion de Lauren, con los niveles plasmaticos de
citocinas, unicamente los niveles de IFNy se encontra-
ron significativamente elevados en los casos de cancer
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gastrico de tipo difuso, sugiriendo que en este tipo de
CG existe un mayor proceso inflamatorio, mediado por
linfocitos Th1 en los pacientes que tenian este tipo de
lesion gastrica, este tipo de lesion se considera ser de
mayor malignidad que el CG tipo intestinal (Catalano
etal., 2009). Sin embargo, hay autores que han descrito
niveles elevados de esta citocina en los diferentes tipos
de CG (Sanchez-Zauco et al., 2017). Otros investiga-
dores han sugerido una mayor activacion de linfocitos
Thl en los casos de CG difuso relacionando el tipo
intestinal a la presencia de infeccion por H. pyloriy a
la capacidad de esta bacteria de polarizar la respuesta
inmune a un perfil Th2 (van den Engel et al., 2006).
La evidencia de la presente investigacion, sugiere ma-
yor activacion de Thl en este tipo de CG lo cual se
debe confirmar con estudios que incluyan un mayor
numero de casos e identificacion de polimorfismos de
esta citocina.

Los niveles elevados de IL-4, en los pacientes con
CG respecto al grupo control, es acorde con lo descrito
previamente, ya que, esta citocina se ha encontrado ele-
vada en otros estudios en todos los tipos de CG, aunque
también en cancer colorrectal, especialmente cuando
se cuantifica localmente en el microambiente tumoral.
LaIL-4 se harelacionado a pacientes con CG que pre-
sentan 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
polimorfismos de IL-4 con una elevacion significa-
tiva de los niveles séricos de dicha citocina (Cardenas
et al., 2018). La cuantificacion de IL-4 especialmente
en el microambiente tumoral podria ser de utilidad en
la identificacion de casos de CG.

Con relacion a la IL-10, los niveles plasmaticos
de esta citocina se encontraron significativamente ele-
vados en los casos de CG, adicionalmente la regresion
logistica mostré una asociacion significativa de esta
citocina como un predictor de CG. Los altos niveles
séricos de IL-10 han sido descritos previamente por
varios autores quienes han postulado su utilidad
diagnostica en CG (Sanchez-Zauco et al., 2017).
La elevacion de IL-10, ademas de haber sido descrita
como biomarcador util en el diagnostico de adenocar-
cinoma gastrico, se ha asociado a la progresion de CG,
sin embargo, se ha sugerido realizar estudios con un
numero mayor de pacientes y realizar comparaciones
con grupo control que tengan edad similar (Shokrzadeh
etal., 2018). Ademas, es conocido que la IL-10 se eleva
en estados avanzados de CG, conduciendo a la incapa-
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cidad de eliminar células malignas (Szkaradkiewicz et
al., 2010). Las células malignas pueden secretar IL-10,
por lo que es una de las citocinas sefialadas con utilidad
diagnostica. Adicionalmente en el presente estudio,
se encontro la IL-10 significativamente elevada en los
casos de CG que correspondieron al grupo étnico in-
digena, los niveles de esta citocina no se encontraron
elevados en el grupo étnico indigena del grupo control.
La explicacion puede residir en los polimorfismos que
pueden presentarse en grupos poblacionales diversos
ante esta patologia gastrica (Kulmambetova et al.,
2020).

Los niveles plasmaticos de IL-17A se encon-
traron 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
encontraron significativamente elevados en los adultos
mayores de 60 afios, tanto en los casos como en los
controles, aunque cuantitativamente los niveles fueron
mas elevados en los casos de CG. La elevacion de
esta citocina en el grupo control puede relacionarse
con el estado inflamatorio que sufre el adulto mayor
(Franceschi et al., 2007). Esta es una citocina pro
inflamatoria que ha sido estudiada en CG, donde se
ha caracterizado por encontrarse en niveles elevados
(Karabulut, 2019). Un reciente metaanalisis reporta que
los efectos generales de dos polimorfismos rs2275913
y IL-17F 15763780, de IL 17A, se asocian significativa-
mente con la susceptibilidad al CG previamente ya
descrito (Jie-Fang et al., 2019). En el analisis de
etnicidad, estos dos polimorfismos se asociaron con
poblaciones asiaticas, pero no con caucasicos (Long
et al., 2015). En el presente estudio, los niveles
elevados de esta citocina, no se encontraron asociados
al grupo étnico.

Con relacion a las otras citocinas estudiadas, pro-
ducidas por diferentes tipos celulares, como la IL-1f,
que mostro niveles plasmaticos elevados en los casos
de CG, esta tiene funcion pro inflamatoria y se ha des-
crito tanto en modelos animales como en humanos,
que se puede encontrar elevada en CG (Sanchez-Zauco
et al., 2017), especialmente cuando el paciente tiene
infeccion por H. pylori (Hitzler et al., 2012). El presente
estudio la encontrd elevada independientemente del
status de anticuerpos anti H. pylori.

Por otro lado, los polimorfismos de la IL-1f 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.,
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2005). Adicionalmente, también en poblacion china
se han encontrado polimorfismos de IL-1B asociados
a CG (Zhang et al., 2005). El presente estudio a pesar
de encontrarla significativamente elevada en los casos,
la regresion logistica no demostré asociacion (p >.05).

Se evidencio la elevacion de IL-6 y la regresion
logistica demostrd asociacion con los casos de CG, lo
que ha sido descrito previamente por otros autores,
incluso, se ha asociado a la diseminacion o metastasis
de una lesion primaria (Ashizawa et al., 2005). Adicio-
nalmente se ha reportado que la IL-6 es una citocina
multifuncional que entre sus acciones puede regular
positivamente la metilacion del ADN (Foran et al.,
2010). Los niveles elevados en los casos de CG en el
presente estudio, son consistentes con lo previamente
descrito con relacion a la presencia de CG, aunque no
se demostro su elevacion con los estadios mas avan-
zados de CG p =.324. La IL-6 se encontr6 elevada en
el grupo control de adultos mayores, lo que guarda
relacion con el estado pro inflamatorio que caracteriza
esta etapa de la vida (Franceschi et al., 2007)

Los altos niveles de TNF-a encontrados en los
casos de CG respecto al grupo control, aunque no aso-
ciados 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 TNF-a tiene funcio-
nes en la inmunopatogenia del CG, por medio de la
induccion de PDL-1, que codifica la sintesis de PDL-1
la cual es una molécula inmunosupresora, 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
TNF-a especificamente elevado en los adultos mayores
de 60 afios en los casos de CG y en los controles, pero
siempre mas elevada en los casos respecto a controles,
esta elevacion en el grupo control se puede explicar
por el estado pro inflamatorio que se ha descrito en
el adulto mayor (Franceschi et al., 2007). En adultos
mayores se ha descrito que en el envejecimiento dis-
minuye la expresion del receptor de IL-2, hay pérdida
de los linfocitos T naive, lo que también favorece la
disminucion de IL-2. El adulto mayor se presenta un
estado inflamatorio crénico, causado por un incremen-
to en los niveles de IL-6 y TNF-a lo que favorece la
apoptosis de linfocitos CD4 y CD8. Lo encontrado en
el presente estudio esta acorde a lo reportado previa-
mente (Saavedra & Garcia, 2014).

Se encontro por regresion logistica, una asocia-
cion como moléculas predictoras de CG a [L-6 y a
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IL-10. La IL-6 tiene una accion multifuncional, lo que
ha sido descrito por varios autores (Amieva & Peek,
2016; Landskron et al., 2014; Lindholm et al., 1998;
Sanchez-Zauco et al., 2017). Por otro lado, IL-10 tiene
funcion principalmente antiinflamatoria, es producida
principalmente por células Th2, esta descrito en la lite-
ratura que los altos niveles de esta citocina estan aso-
ciados a CG (Shokrzadeh et al., 2018), especialmente
algunos polimorfismos (Alpizar-Alpizar et al., 2020).
La literatura revisada se enfoca en estudios con grupos
seleccionados de citocinas y se han establecido asocia-
ciones que han contribuido al mejor entendimiento de
la inmunopatologia del CG, sin embargo hay factores
del hospedero como factores étnicos, los que deter-
minan 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 ma-
yor o menor virulencia y su interaccion con el sistema
inmune del hospedero (Cover, 2016; Cover & Blanke,
2005; Polk & Peek, 2010).

Los métodos de deteccion temprana y no
invasiva 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
deteccion con el proposito de mejorar su manejo. Se
han estudiado los niveles de pepsindgenos (Zhou et al.,
2020), la proteina suPAR (Fernandez-Botran et al.,
2020), la deteccion de ARN metilado (Abbasi &
Heydari, 2018) y la deteccion 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 IL-6 e IL-10 ha sido estudiada, identificindose es-
tas citocinas como biomarcadores plasmaticos ttiles en
la identificacion de casos de CG (Landskron et al., 2014).
La presente investigacion concuerda con lo publicado
previamente al identificar asociacion entre las citocinas
IL-6 e IL-10 en los casos de CG, independientemente de
la infeccion por H. pylori. Aunque, no se puede afirmar
que la elevacion de estas citocinas sea especifica en ca-
sos de CG ya que otros procesos patologicos, infecciosos
o neoplasicos pueden provocar elevacion especialmente
de IL-6, como la infeccion Sars -Cov -2 (Coomes &
Haghbayan, 2020). Recientemente ambas citocinas IL-6
e IL-10 se han descrito como moléculas marcadoras de
mortalidad por Covid-19 (Udomsinprasert et al., 2021).
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Por otro lado, la elevacion de IL-10, ha sido relacionada
a diversos tipos de cancer principalmente cuando son
lesiones de mal pronostico (Zhao et al., 2015).

Como conclusion general podemos afirmar que,
en el grupo de pacientes con CG estudiados, se ob-
servan altos niveles de citocinas de todos los grupos
celulares; de Thl (IFNy), de Th2 (IL-4 IL-10), de Th17,
(IL-17-A) y de un grupo de citocinas pro inflamatorias
producidas por diversos tipos celulares: IL-1B, IL-6 y
TNFa, comparado dichos niveles con el grupo control,
equiparable en edad, sexo y etnia, libres de enfermedad
maligna. A pesar de ello, inicamente dos citocinas se
encontraron estar asociadas a CG, la IL-6 y la IL-10.

Se encontro6 que el tipo microscopico difuso de
CQG, (clasificacion de Lauren), se encuentra significa-
tivamente asociado a niveles elevados de IFNy, lo que
podria ser de utilidad para la clasificacion inicial de
este tipo de CG. Asi mismo al analizar el grupo étnico
de los casos, se encontrd que la etnia indigena posee
valores significativamente elevados de IL-10.

Los hallazgos en el presente estudio, se inclinan a
que el perfil inmunologico en los pacientes con CG del
grupo estudiado es Th2, provocando un estado inmuno-
modulador al paciente. La utilidad del estudio del perfil
inmunologico en los pacientes con CG, destacan a IL-6
e IL-10 como posibles moléculas predictoras de CG.

Se considera necesario realizar estudios que com-
paren 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. Asi mismos estudios genéticos
de polimorfismos de citocinas que pueden ser factores
del hospedero que contribuyen al desarrollo de CG,
especialmente en el grupo étnico indigena.
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