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INTRODUCCION



El Cancer Gastrico (CG) continua siendo uno de los tumores digestivos
mas frecuentes, a pesar de |a inexplicada disminucion de incidencia ocurrida en
las ultimas décadas. En Estados Unidos ha pasado de ser la primera causa de
muerte por cancer a ocupar la sexta posicion'”, aunque en 1992 se
diagnosticaron mas de 24.000 nuevas casos y 13.000 personas murieron a causa

de un carcinoma gastrico.

Su distribucién geografica es muy variable. Japdn, Costa Rica, Chile,
Hungria y Polonia se situan en la franja mas alta de incidencia, con cifras
superiores a los 30/100.000 habitantes. Los paises de mas bajo riesgo, como
EE.UU, Cuba, Australia, Canada y Nueva Zelanda, tienen tasas inferiores a
15/100.000 para hombres y del 7/100.000 para mujeres®. Existe una franja de
frecuencia intermedia, en la que estaria situada Espafia, con unas cifras proximas
a 20/100.000 habitantes®™. Dentro de un mismo pais se demuestra un aumento
de la mortalidad en las grandes ciudades y en areas deprimidas

econdémicamente'®!

El CG es una enfermedad que afecta con mayor frecuencia al sexo
masculine y, preferentemente, a partir de los 50 afios de edad, con un pico
maximo a los 70-80 anos. Las formas mas agresivas tienden a afectar a personas

mas jovenes'®.



La disminucion de la incidencia a escala mundial ha llevado aparejada una
menor mortalidad global. Pese a ello, la supervivencia a los cinco anos sigue
siendo baja, con cifras que se sitlan, en |0os paises occidentales, entre el 5 y el
20%. Estos resultados se relacionan fundamentalmente con el avanzado estadio
en que es diagnosticado el CG®. Sin embargo, en Japdn, después de las
campafias de deteccion en masa y los métodos de tratamiento realizados, las
cifras de supervivencia han alcanzado valores nunca conseguidos en
occidente!”. Estas diferencias han justificado un nuevo analisis de! Carcinoma
Gastrico y de los criterios de eieccion terapéutica con el objetivo de mejorar

significativamente los indices de supervivencia.

Uno de los aspectos mas interesantes, es la investigacion de los factores
que influyen en el pronodstico del CG. Ello permitiria la identificacion de los
pacientes que se beneficiarian de determinados gestos quirdrgicos y
coadyuvantes, asi como de aguellos que muestran mayor riesgo de recidiva
tumoral. Esta situacion justificaria los esfuerzos por realizar un diagndstico precoz
y la investigacién de factores de riesgo para detectar aguellos casos en los que
podrian aplicarse determinados tratamientos quirurgicos y coadyuvantes,; asi
como para identificar tempranamente |la aparicion de recidivas o de metastasis

a distancia, consiguiendo que fuesen susceptibles de tratamiento quirdrgico.



A.- FACTORES PRONQOSTICOS

Se han descrito un gran numero de factores que influyen en los resultados
precoces y tardios del CG. De una forma esquematica podrian dividirse en
Factores Etiopatogénicos, Factores Clinicos, Factores Anatomopatolégicos y
Factores Terapeuticos. Se han realizado diversos estudios con el fin de
determinar la importancia individual de cada uno de ellos. Sin embargo, los

resultados son muy heterogéneos y frecuentemente contradictorios.
1.- Factores Etiopatogénicos.

Diversos factores pueden participar en la aparicion de un Carcinoma
Gastrico. Los mas importantes son de tipo Dietético, Genético y Bacteriano.
Sus mecanismos de actuacidon no siempre son conocidos. Ademds, existen
diversas lesiones de la mucosa gastrica que pueden considerarse como procesos

precancerosos.
1.1.- Factores Dietéticos

La influencia de la migracién en la incidencia del CG ha sugerido el peso
etioloégico de los factores ambientales. Dentro de ellos, la investigaciéon se ha
centrado fundamentalmente en los factores dietéticos. De acuerdo con Correa®?,

las poblaciones de alto riesgo mantendrian el siguiente patrén:

a.- Baja ingesta de proteinas o grasas de origen animal con alta proporcion

de las de origen vegetal.



b.- Alta ingesta de carbohidratos ricos en residuos no digeribles.
c.- Alto consumo de sal, nitritos y nitratos.
d.- Bajo consumo de frutas y verduras.

|_as formas de preparacion de los alimentos también parecen relacionarse
con la aparicion de CG. Asi, en Islandia se ha detectado gran cantidad de 3,4
benzopireno en los alimentos ahumados y, en otros paises, de nitrosaminas en

adobados, salazones y embutidos‘'®.

Aungue no se puede demostrar una clara relacion causa efecto, se sugiere
una cierta influencia del alcohol y del tabaco!'", asi como de la actividad laboral

en trabajadores de mineria, textil y caucho'?.
1.2.- Factores Genéticos

Los factores geneéticos se consideraron como menos importantes que los
ambientales, aunque el descubrimiento de los Oncogenes ha modificado esta

opinion.

No se ha encontrado asociacion del CG con los antigenos HLA™. Se ha
estudiado la relacion con los grupos sanguineos ABO, encontrando una mayor
incidencia en pacientes con grupo sanguineo A. No obstante, posteriormente se
ha relacionado en Japon con personas del grupo sanguineo B™). Se ha
documentado una nfluencia Mendeliana recesiva en 10s niveles gastricos de
nitritos"®. Se ha sugerido una probable base genética de Ia mayor incidencia de

neoplasias gastricas en pacientes afectos de anemia perniciosal'®.

Estudios realizados en gemelos mono y dicigéticos no han demostrado una
mayor incidencia de CG"". Se han descrito varias familias con grupos de

parientes en los gue [a incidencia es doble o triple que la normal'®.

Entre las alteraciones cromosomicas estudiadas en el CG se encuentran

la inestabilidad de los cromosomas 7, 8, 9 y 17, investigados en linfocitos de
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sangre periférica. Los tumores de tipo aneuploide presentarian una mayor
alteracion citogenética™®. De la misma manera, se ha documentado la pérdida
de heterozigotidad en los cromosomas 1q, 59, 17p y 18q en los carcinomas de

tipos intestinal y difuso®,

Se ha observado que los pacientes con Sindrome de Poliposis
Adenomatosa del Colon, actualmente atribuido a mutaciones en el cromosoma
5q, pueden desarrollar adenomas géstricos que pueden progresar a carcinoma®!).
El papel de estos cambios cromosdmicos en el desarrollo del carcinoma gastrico

esta aun por determinar.

En los ultimos afios se discute el papel de los Oncogenes en la iniciacion
de algunos tumores malignos, asi como la inactivacion o pérdida de genes
supresores. En el CG se han estudiado la familia del oncogene ras®®, que jugaria
un papel basico en la regulacion del crecimiento celular siendo activado por

mutaciones puntuales o amplificacién génica.

Se han detectado anormalidades del gen supresor p53 en el tejido tumoral
gastrico y lesiones metastasicas, y se ha sugerido una estrecha relacién con la
supervivencia® Los tumores gastricos avanzados tendrian una mayor

proporcién de anormalidades en el gen p53 que los canceres precoces®.

Ninomiya ha estudiado el proto-oncogene c-myc en una serie de 213 casos
de carcinoma gastrico, apareciendo amplificado en el 24% de los casos y
relacionéndose inversamente con la supervivencia y con la recidiva®. Se han
estudiado también el oncogene C-erb-2® homélogo al receptor del Factor de
crecimiento epidérmico (EGF), y el Her2/neu®”. Yonemura y cols. en un estudio
sobre 260 casos de carcinoma gastrico, identifican la oncoproteina c-erb-2
asociada a la prediccion de un importante incremento en las metastasis

ganglionares?®,



1.3.- Factores Bacterianos

El Heicobacter pylori €s una bacteria gram-negativa, microaeréfila descrita
en 19837 Existe abundante literatura que implica al H. pylori en la

carcinogénesis temprana®*3'32,

En estudios recientes®™ se considera que la colonizacion de la mucosa
gastrica por Helicobacter pylori en presencia de inflamacidn crénica,
fundamentalmente gastritis crénica atréfica, predispone a un cambio maligno. El
Helicobacter pylori estaria presente en los tipos intestinal y difuso de carcinoma
gastrico (formas endémica y epidémica)®. Los datos no son sin embargo
concluyentes. Asi, en China se ha observado una elevada incidencia de
carcinoma gastrico con una alta prevalencia de infeccion por H. pylori®. Sin
embargo, en Africa donde la infeccidn por H. Pylori es muy frecuente, la

incidencia de carcinoma gastrico es muy baja®®

. Por ofra parte, existe una
asociacion muy frecuente de H. pylori con la gastritis antral difusa y con la dlcera

duodenal, que no confiere en absoluto riesgo de carcinoma gastrico®”.
1.4.- Situaciones y lesiones precancerosas.

Diversas lesiones gastricas, de frecuencia variable, se consideran como

lesiones precancerosas y, por tanto, susceptibles de transformacion en CG.

Han sido descritos casos de CG en pacientes con gastropatia hipertréfica
o enfermedad de Menetrier. A causa de su rareza, es dificil estimar la frecuencia

con que se encuentra CG, citdndose cifras de hasta un 10% %%,

Clasicamente, los Pdlipos Gdstricos se han relacionado con el CG*Y. Sin
embargo existen diferencias en funcién del tipo de polipo. Asi, los polipos
hiperplasicos se descubren en el 1.5 al 5% de las exploraciones endoscopicas
y representan del 65 al 90% de todos los polipos*!). Con elevada frecuencia son
polipos multiples, con un tamarno menor de 1.5 cm., asientan en la region antral

o cuerpo gastrico y se consideran sin potencial maligno“?. Por el contrario, los



pblipos adenomatosos son lesiones neoplasicas que constituyen el 25% de los
pélipos gastricos, suelen ser tnicos y menores de 2cm.*®). Tienen un importante
potencial de malignidad, relacionado con el tamafio y aspecto del pélipo.
Yamagata™ encuentra carcinoma en el 1% de los pélipos adenomatosos y
Laxen® en un 3.4%, elevandose la incidencia hasta un 10% en adenomas

mayores de 2cm. y en los de tipo velloso (planos)“®).

La reseccion gastrica por patologia benigna previa se ha relacionado con
la aparicion de un riesgo aumentado de cancer a largo plazo”. La localizacion
preferente es en la boca anastomatica y se acompafia muy a menudo de gastritis
atrofica, metaplasia intestinal, y lesiones polipoideas hiperplasicas. Se invocan
como mecanismos la hipoclorhidria producida por la disminucion de células
parietales y el reflujo biliar junto con el aumento de bacterias productoras de

nitritos™8!

En algunos estudios realizados en EEUU" e Inglaterra ¥ no se ha
enconfrado un aumento de cancer en pacientes sometidos previamente a
reseccion gastrica. A pesar de ello, y en vista de la gran cantidad de estudios
realizados y casos comunicados sefalando la asociacion reseccién gastrica-CG,
parece logico que todo paciente con gastrectomia previa y con sintomas debe ser

sometido a revisidén endoscopica®.

La posibilidad de aparicién de CG sobre ulcera gastrica previa continua
siendo debatida. Actualmente parece aceptarse la existencia de un
“ulcerocancer” presente como tal desde la aparicién de la lesion®?. Su frecuencia
en Ulceras gastricas seguidas clinicamente varia de 1 a 8% segun las series ¥
El mayor riesgo de cancer en esta situacion, parece relacionado con la frecuente
asociacion de la enfermedad ulcerosa gastrica con lesiones de gastritis crénica
y metaplasia intestinal®). La curacién de una Glcera gastrica con tratamiento
médico y el diagnobstico posterior de CG, no ha de presuponer |a benignidad
previa y posterior degeneracion, pues ias ulceras malignas pueden curarse

ocasionaimente con tratamiento médico intensivo®™.



La metaplasia intestinal y la gastritis crénica aparecen como el
denominador comuin de todas las lesiones precancerosas. En el estudio
histolégico de las piezas de reseccion de CG se observa frecuentemente |a
presencia de metaplasia intestinal e inflamacion crénica en la mucosa adyacente,
cambios que podrian considerarse adaptativos a ia agresion inflamatoria cronica

y sensibles a la accion de carcinégenos®™).

Algunas series reflejan la mayor incidencia de CG en una poblacién afecta
de gastritis crénica en relacion a una poblacion testigo™®! y la correlacion entre

la incidencia de CG y la frecuencia de gastritis cronical®®.

La gastritis cronica se define como un proceso inflamatorio localizado en
la mucosa. La introduccién de la endoscopia ha permitido su conocimiento

profundo vy su clasificaciéon: Asi,
- Whitehead (1972)%* |a clasifica en superficial y atréfica.

- Strickland y Mackay®® (1973) en atrdfica tipo A (atrofia de la mucosa

corporal y anemia perniciosa), y tipo B {atrofia antral con hipersecrecién).
- Correa® (1988) en difusa antral, difusa corporal y atréfica multifocal.

La Gastritis Cronica atréfica multifocal se considera el precursor mas
comun de CG, y se distribuye en el antro y cuerpo gastrico con aréas de atrofia,

metaplasia y displasia’®!)

La Gastritis Cronica Autoinmune asociada a Anemia Perniciosa constituye
un caso especial con un riesgo hasta 50 veces mayor de padecer CG. Afecta de
forma difusa a cuerpo y fundus dejando el antro libre en funcién de su mecanismo
de produccién por anticuerpos anti célula parietal. Se heredaria por un caracter

dominante simple®®?

La metaplasia intestinal ocurre asociada a gastritis crénica y consiste en

el reemplazo de la mucosa gastrica normal por un epitelio similar al intestinal con



células mucosecretoras alternando con células cilindricas con funcién de
absorcion. Aunque suele ir asociada a gastritis cronica, se ha identificado en el
estdmago de personas sanas o en aquellos con gastritis superficial. Estudios de
carcinogénesis experimental sobre modelos animales, han observado la aparicién
de gastritis cronica y metaplasia intestinal previamente al desarrollo de CG*®®. Por
otra parte, se ha identificado metaplasia intestinal: en pacientes afosos sanos sin
gastritis, en sujetos fallecidos con tumores extragastricos y en casos de Ulcera

péptica 4,

Dadas la elevada prevalencia de la metaplasia intestinal y la estrecha
relacion de la gastritis cronica y la metaplasia intestinal con el CG, se ha
propuesto que no toda metaplasia es precancerosa y se han establecido

clasificaciones en funcion de datos morfoldgicos e histoquimicos.
Ming en 1967 % divide |la metaplasia intestinal en dos tipos:

* Completa o Tipo | semeja a la mucosa del intestino delgado, con células

columnares que segregan fundamentalmente sialomucinas.

* Incompleta o Tipo I: similar a la mucosa del intestino colénico, que
segrega solo sulfomucinas. Jass y Filipe'® dividen a su vez el Tipo !l en los
subgrupos "a" y "b" en funcion de que la secrecion sea de mucinas neutras o
sulfomucinas respectivamente. Segun estos autores, el tipo "b" seria el mas

frecuentemente asociado al CG.

La Displasia Epitelial se considera una verdadera lesion precancerosa, en
la que coexiste una atipia celular, una anormal diferenciacion y una
desorganizacion glandular de la mucosa'®”. Se asocia con el tipo intestinal de
carcinoma. Existe una gran controversia sobre la nomenclatura y los criterios de
diagndstico y clasificacion de {a displasia. La tabla | muestra las clasificaciones

mas utilizadas.
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No obstante, se han observado cambios regenerativos hiperplasicos en los
bordes ulcerosos y en la gastritis cronica, que es necesario diferenciar de la
verdadera displasia. Ademas, puede haber dificultades para separar la displasia
severa de la neoplasia, habiéndose observado que la displasia severa puede
coexistir con el adenocarcinoma™. Parece existir una clara relacion entre la
importancia de la displasia y el riesgo de carcinoma. Asi, Rugge encuentra
progresion a carcinoma de la displasia leve, moderada y severa en el 19%, 40%

y 75% de los casos respectivamente™

TABLA LI
Autores Grados de Displasia
e
NAGAYO"® No atipias Afipia leve Bordeline Probable
cancer
GRUNDMANN®'Y | Cambios leve moderada severa
LANDSDOWN inflamatorios
OEHLERT"" Grado | Grado Hl Grado lil
CUELLO"™ Hiperplasia- Hiperplasia- Cambio Cambio
displasia leve . adenomatoso- adenomatos
displasia
displasia leve o-displasia
severa
] severa
MORSON'*" Cambio displasia leve displasia moderada | displasia
inflamatorio- severa
regenerativo
MINGT hiperplasia hiperplasia displasia posible
simple atipica carcinoma
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2.- Factores Anatomopatologicos

Varios factores Macroscopicos y Microscopicos tienen una significacion

importante al evaluar la Anatomia Patoldgica.
2.1.- Datos Macroscopicos.

El CG no surge en todas las /ocalizaciones del estdmago con la misma
frecuencia, asentando fundamentalmente en el antro y cuerpo géastrico. También
es mas frecuente su localizacién en la curvadura menor que en la curvadura
mayor”®. En las ultimas décadas se ha observado un aumento en la frecuencia
de los CG situados en la unidn esofago-gastrical’. Se admite que los tumores de

localizacidn antral tendrian mejor pronostico que los proximales”®.

Macroscopicamente se desarrollan en tres formas: Ulcerada, Vegetante e
infiltrante™_ Con cierta frecuencia se observan tipos mixtos, fundamentalmente
en los casos avanzados. Se han propuesto diversas clasificaciones
macroscopicas (Tabla 1.11). Los tumores ulcerados son, a menudo, infiltrantes y
su localizacion mas frecuente es en el antro y en la curvadura menar, lugares
donde asienta el CG con més frecuencia (60%). Los tumores vegetantes o
polipoides se localizan preferentemente en el cardias, en |la curvadura mayor y
en la cara posterior del cuerpo gastrico. Representan el 20% de los
adenocarcinomas aungue se observa una tendencia al aumento de frecuencia'®.
Serian los tumores de mejor prondstico, ya que tienen crecimiento lento y

desarrollo tardio de metastasis®.

E! tipo Infiltrante aparece como lesidn aplanada con engrosamiento de
pliegues. En estadios avanzados afecta a toda |la pared denominédndose "Linitis
Plastica". Se trata de tumores de mal pronostico por la dificultad de diagndstico

en etapas iniciales y las limitaciones del tratamiento quirurgico.
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TABLA LI

[ §
Autores Tipos macroscopicos
Borrmann Tipold Tipollo Tipo ill 6 Ulcerado con Tipo IV
Polipoide Ulcerado extensién superficial L
(1925)7® 6 difuso
circunscrito bien
delimitado
Stout®™” Polipoide Ulcerado Extensién superficial Difuso
(1943) {uleus {Linitis
cancer) plastica)
Ming®! Polipoide Ulcerado Fungoso Extension Infiltrante
. superficial n
{1973) infiltrante difuso
(ulcus {linitis
Cancer) Plastica)

El tamario de los tumores es muy variable. En las series occidentales, el
mayor porcentaje de casos se situa entre los 3 y los 8 cm.®, En los casos de CG
precoz el tamarfio es menor y suele oscilar alrededor de los 2 cm.®). Parece que
el tamano tumoral tiene influencia en el pronédstico, lo que guardaria relaciéon con

la profundidad de invasion®®.
2.2.- Datos Microscoépicos

Multiples aspectos microscopicos tienen importancia en la evolucién del
CG. Los mas frecuentemente empleados son el Grado de diferenciacion, el Tipo
Histolégico y la magnitud de la Extension.

Dependiendo del grado de formacion de glandulas y la capacidad de

producir moco se pueden diferenciar tres grupos:
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* Adenocarcinoma Bien diferenciado: constituido por glandulas atipicas

que recuerdan a las normales.

* Moderadamente diferenciado: las glandulas presentan mayor distorsidn

con luces muy pequenas.
* Pobremente diferenciado: las glandulas se reconocen con dificuitad.

Las formas menos diferenciadas son las mas frecuentes y parecen
asociarse con un peor prondstico®#. No obstante, los criterios de valoracién de!
grado de diferenciacian tumoral son de tipo subjetivo y, por tanto, pueden existir
diferencias en su valoracién en funcidn de ia experiencia del patbiogo. Las
clasificaciones histologicas mas utilizadas son las de W.H.O.(World Health
Organisation), J.5.G.C.(Japanesse Society of Gastric Cancer), Ming y Lauren
(Tabla I.1H).

TABLA LI
—————r——— e —————————__———
Autores Clasificacién Histolégica H
T ———
Lauren Intestinal Difuso
(1965) L
W.H.O. Papilar Tubular Mucinoso Céluias en anillo
(1976)*
de sello
Ming™®" Expansivo Infiltrante
(1977) -
J.5.G.C. Papilar Tubular Poco Mucinoso Células en
(1981)™ diferenciado anillo de
selio
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La clasificacion de Lauren reviste especial interés por sus implicaciones
clinicas y pronésticas (Tabla |.1V). El tipo intestinal estaria formado por células
que se adhieren unas a otras y forman glandulas recordando a la mucosa
intestinal. Se asocia con un mejor prondstico, afectando preferentemente a
pacientes de edad avanzada con predominio del sexo masculino y a tumores

localizados en estémago distal®"

En el carcinoma de tipo difuso las células carecen de uniones
intercelulares, no forman glandulas y tienden a infiltrar [a pared. A veces las
células adquieren configuracion en "anillo de sello" por acimulo de moco
citoplasmatico. Estaria asociado con mayor agresividad y es mas comun en el
sexo femenino y en pacientes de menor edad®. Desde el punto de vista
epidemiologico se cree que la disminucion global de mortalidad por CG es debida
al aumento de la frecuencia de carcinoma de tipo intestinal y a la estabilizacién

de los de tipo difuso®,

TABLA LIV

TIPO INTESTINAL TIPO DIFUSO
HISTOGENESIS METAPLASIA INTESTINAL EPITELIQ GASTRICQ
EDAD > 60 ANOS < 50 ANOS
SEXC VIM | 21 17
EPIDEMICO S NO
GRUPO SANG. "A” 20% 50%
DISEMINACION PERITONEAL INFRECUENTE PERITONEAL FRECUENTE
SUPERVIVENCIA MEJOR PECR
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2.3.- Modos de Extensién del Carcinoma Gastrico

La progresion del CG se hace por extension directa, por contigiidad, por

via linfatica, por via hematdgena y por via peritoneal.

. Extension directa: Se produce crecimiento tumoral en la propia pared
gastrica en profundidad y también en direccion lateral. Los tumores de tipo difuso
pueden extenderse por la submucosa y muscular propia a varios centimetros del
tumor principal, mientras que los tumores de tipo intestinal progresarian
escasamente en direccion lateral®. Por otra parte, puede producirse extension

hacia esdfago y duodeno.

La profundidad de invasion del tumor es uno de los factores prondsticos
de mas peso, teniendo un valor predictivo importante, incluso independiente de
la presencia de metastasis ganglionares. La supervivencia disminuye a medida
que el tumor va invadiendo en profundidad mucosa, muscular y serosa®*358687)
Incluso se sefiala que la invasion serosa localizada, superficie serosa afectada

menor de 4cm?, tiene mejor prondstico que la afectacion mas extensa®).

. Contigiiidad: La extensidon transparietal puede afectar a los distintos
organos vecinos, dependiendo de la localizacion del tumor. Asi no es rara la

afectacion de pancreas, colon, higado, vesicula biliar, epiplon mayor y menor.

. Via Linfatica: La invasién linfatica es precoz y se produce en €l territorio
ganglionar del tumor en funcion de la localizacién, progresando posteriormente
a las grandes cadenas abdominales. Es posible, sin embargo, la afectacion de
territorios mas lejanos sin que o hagan los cercanos al tumor. Asi, pueden

afectarse los ganglios supraciaviculares o los axilares izquierdos.

Si bien el drenaje linfatico del estémago comienza a estudiarse en 19071
es en 1962 cuando la J.R.8.G.C.{Japanesse Research Society for Gastric
Cancer) estudia las areas de drenaje con un objetivo clinico-terapéutico y las

divide en 4 grupos con 16 estaciones ganglionares, de N1 a N4, sentando las
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bases anatdmicas para la linfadenectomia quirdrgica®.

Segun este andlisis, N1 son los ganglios perigastricos; N2 los ganglios del
tronco celiaco y a lo largo de las arterias hepética, esplénica y coronaria
estomaquica; N3 los ganglios retropancreéticos, del ligamento hepatoduodenal,
diafragmaticos y de la raiz del mesenterio; N4 los ganglios paraabdrticos y de la

arteria cdlica media. La presencia de adenopatias tumorales N3 6 N4 se

considera como metastasis a distancia.(Figura 1.1)

Pars que se considere como una diseccidn R2, 83 necasaria axtrpar
A = Extensidn de la bnladenectomia todos los ganglios clasificades como R1 ¥ lambin casi lodos ks
{linea de guiones)
Lesiores
dol lorcio
ndoctor N
3 Curvahura menor 1 De la porcidn derecha del candias ity
4 Curvatura mayor 7 Arteria gastrica izquierda 9 Celacos
Lesiones
del lercxy
medic
| Cardiacos derechos  § Suprapionicos
JCuvaturamenar 8 lnlraploricos
4 Curvalurs mayor B Arteria hepatica 11 Aderia esplenica
Lesiones
del teroe
superior
{que inchuyen
ol cardias)
| Cardhacos derechos 3 Curvatura menor 5 Suprapicricos 10 Hilip esplénico
. 2 Cardiacosizquierdes 4 Curvatura mayor B Infrapiricos 11 Arteria espiénica

Figura 1.1.- Distribucién ganglionar v extensién de la linfadenectomia, en funcién de la
localizacién tumoral. Tomado de Gutiérrez Calvo A., en "Inmunoquimiocrugia en Cancer

¥ pastricos corlos

7 Anteria gisinea iequierda 110 Parsesoldgioos
8 Anteriz hepatica [iesiones del cardias)

Géastrico curable”. Madrid, 1994,
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La presencia de metastasis linfaticas y su numero, asi como la proporcion

entre el nimero total de ganglios resecados con respecto a los afectados®®

,yla
distancia de las adenopatias con respecto al tumor, es uno de los factores que

mas influyen en el pronéstico del Cancer Gastrico.

. Via Hematégena: La invasion sanguinea induce la afectacion, en orden

decreciente, del higado, el pulmon, la suprarrenal, el hueso y la piel®®.

. Via peritoneal: ia difusion peritoneal es frecuente por descamacion de
las células tumorales, siendo clésica la descripcion de afectacidn ovarica en el
sexo femenino (tumor de Krukenberg). Tanto la presencia de metastasis a
distancia como peritoneales, se consideran un elemento de valor pronéstico

fundamental.
2.4.- Estadiaje

El estadio tumoral se considera uno de los elementos de mayor valor
prongstico en el CG. A lo largo de la historia se han descrito diversos sistemas,
siendo sin embargo el mas utilizado y aceptado el TNM, propuesto por la Unidn
internacional Contra el Cancer (U.1.C.C.)®® modificado por la A.J.C.C. (American
Joint Commitee on Cancer) y por la J.R.S.G.C.®*", En él los tumores se clasifican
en funcion de tres parametros: El tumor, la invasidon ganglionar y ia afectacion a

distancia.

T - Tumor primario

TX= No puede determinarse |la existencia de tumor primario.

TO= No evidencia de tumor primario.

T,= Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sin invasion de la |amina propia.
T1= Tumor que invade la ldmina propia o la submucosa.

T2= Tumor que invade capa muscular.

T3= Tumor que invade capa serosa.

T4= Tumor que invade estructuras vecinas.
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N - Ganglios Linfaticos

NX= No puede determinarse la existencia de adenopatias.

NO= Sin afectacion ganglionar.

N1= Afectacion de ganglios perigastricos a menos de 3cm. del tumor.

N2= Afectacién de ganglios a mas de 3cm. del tumor, o de ganglios a lo
largo de las arterias gastrica izquierda, hepatica comun, esplénica o tronco

celiaco.

M - Metastasis a Distancia
MX= No puede determinarse la existencia de metastasis a distancia.
MO= Sin metastasis a distancia.

M1= Con metastasis a distancia.

Posteriormente se procede a la agrupacion de los datos T, N, M y al

establecimiento de cuatro estadios tumorales (Tabla L. V).
TABLA LV

ESTADIAJE. CLASIFICACION T.N.M.

Estadio 0 T, NO 1 MO
Estadio la T1 NO MO
Estadio ib T2 NO Mo
T1 N1 MO

Estadio l T1 N2 MO
T2 N1 Mo

T3 NO MO

Estadio llla T2 N2 MO
T3 N1 MO

T4 NO MO

Estadio litb T3 N2 Mo
[ T4 N1 Mo
Estadio IV T4 N2 MO

S AN M

1%



El estadio evolutivo es ofra de las variables que mayor influencia tiene en
el pronostico. En el CG avanzado la supervivencia media a los cinco afios no
sobrepasa el 20-30%, mientras que en el CG precoz las cifras alcanzarian el 90-
94%'958587) Expresado en estadios, los pacientes con tumores en estadio | y I

tienen mucho mejor pronostico que los pacientes con tumores en estadios il y IV.
2.5.- Carcinoma Gastrico precoz

El carcinoma gastrico precoz fue definido en 1962 por la Sociedad
Japonesa de Gastroenterologia y Endoscopia!’®como aguel adenocarcinoma
gastrico focalizado en la mucosa o mucosa y submucosa, independientemente de
su extension superficial y de la presencia de metastasis. La importancia clinica
de este concepto se basa en que los pacientes con diagndstico de Cancer
Gastrico Precoz sometidos a un tratamiento quirargico adecuado, tienen una tasa

de curacién a los 5 anos del 90%1'%Y,

E! CG precoz se ha clasificado en tres tipos: polipoide, superficial y
excavado. El tipo superficial se subdivide a su vez en elevado, plano y deprimido.
Existen formas combinadas!'®. La localizaciéon mas habitual es en la region
antro-pildrica y la presencia de metastasis linfaticas alcanza entre el 8% y el 15%
en funcion de la profundidad de invasion''®. Tienen una cierta tendencia a ser
multicéntricos"® y a desarroliar un segundo tumor, sobre todo en la mama y en

el colon!'%®.
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3.- Factores Clinicos Y Diagnosticos

La edad de los pacientes en el momento del diagnostico presenta un pico
maximo de frecuencia entre 50 y 70 afios, y no parece influir en la supervivencia
a largo plazo'' aunque algunos autores sefialan que los pacientes menores de

40 afos tienen peor pronostico™?,

La frecuencia de aparicion de CG es aproximadamente doble en el sexo
masculino con respecto al sexo femenino. El sexo tampoco parece influir en
elpronostico de forma significativa® si bien se discute su influencia en la
supervivencia en funcién del predominio en la localizacién tumoral para un sexo

u otro.

El CG precoz suele ser totalmente asintomatico. Muchos pacientes con CG
avanzado presentan sdlo sintomatologia abdominal vaga, dispepsia o pérdida de
apetito. Los sintomas habituales del CG, en orden decreciente serian; dolor
epigastrico o pseudoulceroso, vomitos, disfagia, anemia y hemorragia digestiva.
En ocasiones puede manifestarse como estenosis pilorica o perforacion
gastrica®®. En general, no parece haber una relacion entre un sintoma en
particular y el prondstico, aunque aigunos hallazgos, como por gjemplo la
existencia de una masa palpable, hacen pensar en una menor posibilidad de

realizar una reseccion radical.

El tiempo de evolucion desde la aparicién de la sintomatologia hasta el
momento del diagnostico es muy variable, y tiene una influencia controvertida en
el prondstico. Se pensd que a mayor tiempo de evolucién habria una menor
supervivencial’ pero algunos estudios han mostrado peor supervivencia con

tiempos de evolucion cortos'® y otros no encuentran relacién alguna®,

Como método diagndstico tradicional del CG, se ha utilizado la Radiologia
esofago-gastro-duodenal con contraste. Se han definido con claridad las
caracteristicas de las lesiones tumorales: rigidez y engrosamiento parietal

gastrico, defectos de repleccién, pliegues prominentes e irregulares, grandes
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ulceras con margenes nodulares irregulares y ulceras con bordes elevadosV.
Sin embargo con esta técnica pueden pasar inadvertidos hasta un 14% de
tumores avanzados'?. Se ha propuesto la utilizacién del doble contraste que
permite examinar con mayor detalle la mucosa y facilita el diagnéstico de lesiones
precoces. No obstante, se han descrito tanto faisos positivos"'®, como falsos
negativos''¥. En cualquier caso la radiologia eséfago-gastro-duodenal con doble
contraste es un método diagndstico inicial mas adecuado en el CG, en especial
para pequefas lesiones precoces que alerten sobre la necesidad realizar otras

técnicas diagndsticas.

La Fibroendoscopia flexible es hoy dia la técnica diagndstica fundamental.
Permite |a visualizacién de los tumores gastricos desde su fase mas precoz hasta
ta mas avanzada, y la realizacion de citologia y biopsias para la confirmacién
histolégica. No toda la superficie gastrica tiene la misma accesibilidad, siendo
mas dificil la toma de especimenes en los tumores de fundus-cardias y los
situados por debajo de la incisura angularis. En estos casos las tomas de biopsia
pueden ser tangenciales y por lo tanto no representativas, debiendo realizarse

citologia por cepillado para mayor seguridad diagnostica!''®.

El numero de biopsias tomado aumenta la seguridad en el diagnostico, de
forma que la fiabilidad alcanza el 95% cuando se realizan entre 4 y 8
biopsias''®. En los tumores submucosos se ha utilizado la técnica de puncion-

aspiracién con aguja fina, obteniéndose una seguridad diagndstica del 75%""7.

En algunos centros existe una tendencia a sustituir ta radiologia por la
endoscopia como primer método de evaluacion de pacientes con sintomas
abdominales compatibles con patologia gastrica. Sin embargo, se ha comprobado
que en el carcinoma de tipo infiltrante la endoscopia aislada puede dejar hasta
un 30% de casos sin diagnosticar. Por otra parte se descubre hasta un 2% de
casos de adenocarcinoma en pacientes con una radiologia normal. Por ello,
parece aconsejable la realizacion de ambas técnicas, ya que combinando la

radiologia con endoscopia asociada a citologia y biopsia se obtiene una
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fiabilidad diagnostica superior al 95%'1®.

En la evaluacion preoperatoria debe incluirse una cuidadosa exploracién
clinica y test bioquimicos. La radiografia de torax, ecografia o TAC abdominai
permiten realizar un estudio de extensién. La utilizacién de TAC permite descubrir
la presencia de tumor en el estdmago asi como la afectacion de drganos vecinos,
presencia de adenopatias tumorales y depdsitos metastasicos a distancia
(higado, suprarrenal etc.}"'®. Sin embargo, su valor en cuanto a la resecabilidad,
esta sujeto a falsos resultados ya que los ganglios detectados pueden ser
hiperpiasicos, las lesiones hepaticas pueden ser hemangiomas o nédulos
cirrdticos y la desaparicion de los planos grasos entre los organos vecinos puede
ser debida a la desnutricion y no a la afectacion tumoral'®®. Como informacion
mas segura de extensidn local, se describe la ecografia endoscopica de tiempo
real que revela el grado de afectacidn de la pared gastrica, la invasion de

drganos vecinos y la presencia de afectacion ganglionar!'?",
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4.- Marcadores Tumorales

Existen muitiples marcadores tumorales asociados con el cancer del
aparato digestivo, pero hasta el momento no se ha hallado ningun marcador
diagndstico, de estadio o pronéstico de probada eficacia en el cancer gastrico.
Ello podria explicarse por la peculiar dinamica celular de estos tumores
especialmente en relacidon con la heterogeneidad celular. La existencia de varias
subpoblaciones clonales en el mismo tumor, supone una serie de condiciones
biogquimicas ligadas a ellas que justificarian que el comportamiento biolégico

pueda ser totalmente diferente de unos ciones a otros"'??.

Entre los marcadores mas utilizados y estudiados estaria el_Antigeno
Carcinoembrionarig (CEA}, que es un antigeno de superficie asociado al tumor.
Se han observado niveles elevados de CEA en el 32% de los casos de carcinoma
gastrico, alcanzando hasta el 85% en caso de diseminacion metastasica!'?®. Sin
embargo, niveles preoperatorios elevados de CEA no pueden predecir la
resecabilidad ni la supervivencia. De la misma manera, su monitorizacion
tampoco permite predecir la recurrencia’®. Combinando su uso con los
antigenos CA-19.9 y CA-50 la sensibilidad en los casos avanzados ha

aumentado hasta un 70%129),

La_glucoproteina TAG72, detectable por los anticuerpos monocionales
B72.3 y CA72-4, se encuentra en el 59% de pacientes con cancer gastrico
localizado, pero no en pacientes con Glcera o gastritis!'?” En un estudio
prospectivo reciente, se afirma que la proteina TAG-72 tiene una elevada
significacién pronostica en el cancer gastrico, con alta sensibilidad y

especificidad, sin falsos negativos e independiente del estadio tumoral®'?®,

Nomura ha estudiado la presencia de niveles bajos de Pepsinégeno | en
pacientes con Gastritis Cronica y Metaplasia Intestinal como predictor de la
aparicion de CG"#),

Hackkinem™® ha comunicado la elevacion de la sulfoglicoproteina fetal en
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jugo gastrico de pacientes con CG, pero encuentra hasta un 15% de casos con

procesos benignos en los que la sulfoproteina esta también elevada.

Recientemente se ha comunicado el valor pronostico de la determinacion
preoperatoria del antigeno Sialil Tn en el CG, correspondiendo los valores altos

del citado antigeno con estadios mas avanzados del tumor y peor prondstico!'").

Se han investigado también Antigenos relacionados con la proliferacion

celular; pcna™? kig7"'3¥ p105"**¥ Valoran las células en cicio celular activo,

mediante |a utilizacién de Anticuerpos monoclonales y medicién por Citometria

de Flujo. Se sugiere una relacion con el prondstico.

En los altimos anos el desarrollo de las técnicas de Citometria de Flujo
(CMF) ha permitido conocer el contenido en DNA de los tumores y su ciclo

celular, proporcionando informacién prondstica independiente del estadio!™®,
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§5.- Factores Terapeuticos
5.1.- Tratamiento Quirturgico

El tratamiento quirdrgico es actualmente el Unico método terapéutico
curativo para el CG. Su objetivo es la exéresis completa del tumor y de sus
territorios ganglionares. La reseccién del CG requiere un amplio margen de
estdmago normal mas alla de! limite macroscopico del tumor debido a la
extension microscopica a mucosa y submucosa. La cirugia del CG se basa

esquematicamente, en el empleo de la Gastrectomia y de la Linfadenectomia.
Los tipos de Gastrectomia que se realizan son, fundamentalmente cuatro:
* gastrectomia subtotal
* gastrectomia total
* gastrectomia proximal subtotal
* gastrectomia ampliada

La gastrectomia subtotal supone la exéresis de las 3/4 partes del
estormago con sus correspondientes epiplones y los primeros centimetros del
duodeno. Permite una reseccion suficientemente amplia en la mayoria de los
carcinomas gastricos situados en la regién antropilorica y los pequefos tumores
del cuerpo gastrico™®*" asi como tumores de tipo intestinal'*®!. Sj bien, los
métodos de reconstruccion después de gastrectomia no estan estandarizados,
tras una gastrectomia subtotal la mayoria de los cirujanos realizan una

anastomosis gastroyeyunal Bilroth 1l

La gastrectomia total es necesaria en |los grandes tumores de cuerpo
gastrico y aquellos situados en el fundus. También los tumores de cardias pueden
tratarse por gastrectomia total con excisién de los ultimos 10 cm. del eséfago.
Supone la exéresis completa del estomago. La gastrectomia total ha sido

propuesta por algunos grupos como técnica quirurgica estandar con el fin de
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obtener una mayor radicalidad. No obstante, no se ha demostrado de manera
absoluta y para todos los casos, su superioridad en cuanto a supervivencia*®®.
De hecho la reseccion subtotal puede ser tan curativa como la reseccion total en

determinados casost'®,

La reconstruccién después de una gastrectomia total permite diversas
opciones siendo las mas utilizadas;, esofago-yeyunostomia en Y de Roux,

esofago-yeyunostomia en omega de Brown y la interposicion yeyunal de Hemley.

La gastrectomia sublotal proximal supone la reseccion de la mitad proximal
del estdmago y del 1/3 inferior de estfago, siendo adecuada para tumores de
fundus y cardias en ios que se considera necesario un margen de unos 6-8 cm.
Requiere anastomosis de! remanente gastrico con el eséfago, que se realiza a
nive! abdominal o toracico dependiendo de la altura de la transeccién esofagica.
La mayoria de los cirujanos afiaden una piloroplastia o piloromiotomia para evitar
probiemas de vaciamiento géstrico post-operatorio. Asi mismo puede afadirse

algun gesto quirurgico para prevenir el reflujo biliar.

A veces, es necesaria la extirpacidn en bioque de estructuras adheridas
al tumor o invadidas por el proceso neoplasico procedimiento que recibe la
denominacion de gastrectomia ampliada; los tumores de cara posterior afectarian
a la cola del pancreas, requiriendo esplenectomia y pancreatectomia distal. El
caso de la gastrectomia ampliada con espleno-pancreatectomia distal es
justificado por algunos autores para la extirpacion de los ganglios de |a arteria

hilio esplénicot4!.

El colon transverso y I16bulo izquierdo hepético pueden resultar iguaimente
afectados, precisando su exéresis. Este tipo de resecciones puede considerarse
como paliativa, aunque en un 50% de casos la infiltracion resulta ser

inflamatoria‘*4?,

Aunque el tratamiento quirdrgico no puede considerarse como un factor

independiente, pues puede verse determinado por las caracteristicas del tumor
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o por los hallazgos operatorios e incluso por la morbi-mortalidad de cada técnica
quirargica, se ha discutido la influencia que la extensién de la reseccién tiene en
la supervivencia. Asi, unos grupos encuentran mayor supervivencia tras
gastrectomia total de principio®®'*) mientras que otros tienen mejor resultado
realizando gastrectomia subtotal™'*  Finalmente algunos no encuentran
diferencias entre las dos técnicas de reseccion). Actualmente se considera que
ambas tecnicas tienen parecida morbimortalidad operatoria, con la Unica
desventaja de un peor estado nutricional del paciente sometido a gastrectomia

total, e iguales cifras de supervivencia en el caso de tumores distales!*®.

La invasién del borde de reseccion ensombrece el pronéstico de forma
significativa, dentro del contexto de las resecciones no curativas™’). También, se
ha sefalado la influencia de ia reseccion esplénica asociada a la gastrectomia
en la supervivencia, aunque los resultados no son clarcs. Shehiro afirma que la
reseccién espiénica no aporta nada en aquellos casos sin afectacion de los
ganglios de la arteria o deli hilio espiénico'™®. Sin embargo, Kishimoto, en un
estudio prospectivo, obtiene mejores supervivencias en el grupo de tumores
avanzados sometidos a esplenectomia™*®. Finalmente, Coit y Brennan afirman
gue la esplenectomia juega un papel en el diagnastico de extension y prongstico

y no en el plano terapéuticot®.

El papel de la linfadenectomia y de su extension en el tratamiento
quirurgico del CG potencialmente curable continua siendo controvertido. Los que
se oponen a ella, consideran que la presencia de metastasis en- gangiios
regionales supone la extension a sitios mas distantes, y por tanto enfermedad
generalizada"™. Los defensores, argumentan que muchos pacientes con
ganglios afectos no tienen otros depositos metastasicos y son potenciaimente

curables por linfadenectomig!!$11%2:1%%)

Para ser efectiva, la linfadenectomia debe incluir al menos un escalén
ganglionar mas alla del afectado. Para un cancer antral debe incluir los ganglios

de curvadura mayor y menor, supra e infra piléricos (N1) asi como los territorios
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de la arteria hepatica comun, coronaria estomaquica y tronco celiaco (N2). Para
los tumores de cuerpo y proximales debe inciuir ganglios paracardiales derechos
e izquierdos y ambas curvaduras (N1), los territorios de las arterias hepatica,
coronaria, esplénica, tronco celiaco y ganglios del hilio esplénico (N2). La
extension de la linfadenectomia se denominaria R1 si extirpa los ganglios N1, y

R2 si se extirpan los ganglios N1 y N2157),

Segun Maruyama'® tras el estudio informatizado de mas de 20.000
pacientes, la reseccidn R2 mejora la supervivencia de los pacientes con
enfermedad nodal N1 6 N2. Ademas, en las resecciones de tipo R2, se obtienen
un numero mayor de adenopatias y mas pacientes con ganglios afectados que
de otra forma hubiesen sido considerados N0O"*®. Por otro lado, a realizacién de
la linfadenectomia radical conlleva un tiempo quirdrgico adicional, pero causa
muy poca morbilidad post-operatoria excepto un periodo mas prolongado de ileo

adinamico!"®¥,

Ei problema de la reseccidn radical R2, es si mejora la supervivencia por
su capacidad terapéutica o prondstica. Kodama comprueba el efecto beneficioso
de la linfadenectomia R2 para aquellos pacientes con invasién serosa localizada

y adenopatias positivas!'®?.

Esta filosofia no es ampliamente compartida por los cirujanos occidentales
que obtienen, sin embargo, peores resultados. Las razones de esta discrepancia
se encontrarian en la mayor tasa de diagnostico precoz en Japon que en EEUU
(30% frente a 5%) y en el mejor estadiaje realizado. El niumero de ganglios
estudiados en los especimenes de reseccion en Japén es hasta 6 veces superior
y se examinan ganglios de un tamano hasta 5 mm., practica que no se lleva a
cabo en la mayoria de los centros occidentales "*®. En 1991 grupos Alemanes
han estudiado el nimero de gangtlios obtenidos tras resecciones realizadas
siguiendo las normas japonesas, de manera que deben obtenerse al menos 25

ganglios para considerar una reseccion R2 y menos de 25 para las R11%!
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El German Gastric Cancer Study Group publica el primer estudio
prospectivo Europeo incluyendo gran numero de pacientes, observando que la
reseccion radical R2 mejora el prondstico en tumores estadio Il y llla, explicando

este beneficio en funcién del mayor numero de resecciones curativas

absolutas'!®”.

La linfadenectomia seria pues una forma de obtener mayor informacion
prondstica, valoracion de tratamientos coadyuvantes y, para algunos casos, se

obtendria un beneficio en la supervivencia.

Enel CG precoz la localizacion y extension de |a lesion determinan el tipo
de reseccion a realizar. Si bien es considerado altamente curable, con frecuencia
no despreciable presenta afectacion ganglionar que llega al 0.6-11% para los
canceres de la mucosa y 14-26% en los canceres de la submucosa '*® Por este
motivo, la Japanese Research Society for Gastric Cancer® recomienda la
realizacion de gastrectomia tipo R1 6 R2 como técnica estandar, 10 que implica
gastrectomia subtotal con diseccion en blogue de ganglios linfaticos hasta nivel
2. En los casos con afectacion submucosa, estaria plenamente justificada la

técnica R2, puesto que los resultados son mejores que con la reseccion R1 4%,

La reseccion endoscopica para el CG precoz desarrollada en Japon en ios
ultimos arfos, es factible siempre que cumpla los siguientes criterios: lesion
limitada a la mucosa, tamarfo menor de 1.5-2 cm., macroscopicamente polipoide
e histolégicamente diferenciado. Los resultados iniciales son prometedores,
aunque actualmente solo se esta aplicando a pacientes con elevado riesgo

quirdrgico!'%181),
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5.2.- Tratamiento Coadyuvante

El empleo del tratamiento coadyuvante va enfocado hacia la destruccidn
de micrometastasis no detectadas en el momento del acto quirdrgico intentando
disminuir o retrasar la aparicion de recurrencias"®®. Se basa en el empleo de

Quimioterapia, Inmunoterapia y Radioterapia.

La utilizacion de quimioterapia después de reseccidn curativa del
carcinoma gastrico no ha demostrado mejoras en la supervivencia. Aungue
algunas series mostraron buenos resultados iniciales con 5-Fluoracilo ©
Mitomicina C y Ptorafur®®®, otros grupos no han podido obtener los mismos

resultados!'®4).

Dos trabajos randomizados publicados han sefialado resultados
alentadores que mostraban alguna ventaja notable del tratamiento adyuvante
sobre la cirugia aislada®® En el trabajo de Estapé y cols., en el que se
administra Mitomicina C en cuatro ciclos, se obtiene una supervivencia
significativamente mayor para el grupo de pacientes tratados, con seguimientos

superiores a diez afos!'®,

Actualmente la quimioterapia adyuvante en el carcinoma gastrico se
encuentra en fase de investigacion y no puede pensarse en ella como tratamiento
habitual en la clinica, aunque se aconseja la introduccién de pacientes de aito
riesgo en ensayos clinicos prospectivos!'s™.

Otro camino terapéutico adyuvante en el cancer gastrico es la utilizacion
de inmunomoduladores. El estado inmunitario de los pacientes con cancer suele
estar deprimido en relacidn a la influencia de factores asociados a la presencia
de células tumorales, a la propia agresidn quirurgica y a la posible desnutricién
previa. Se afectarian los mecanismos de la inmunidad celular provocando un
exceso de funcidn de las células supresoras!’®®.
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La inmunoterapia persigue una reduccidn o eliminacion de los factores
supresores y la recuperacion de los sistemas biolégicos de defensa. Para ello se
administran inmunopotenciadores © moduladores como Levamisole, PSK
(preparado de Estafilococo), BCG, OK-432 (extracto de Coriolus versicolor),
interleuguina-2, TP-1 e Interferon"®®. Suga''™ y Niimoto!'™ publican estudios en
los que la utilizacion de OK-432 y Levamiscle asociados a guimioterapia mejora
la supervivencia a largo plazo y el periodo libre de recidiva. No hay criterio

definido sobre los agentes a utilizar, por que via y durante cuanto tiempo!'’®,

La radioterapia tampoco ha conseguido la curacion de estos pacientes
aunqgue puede ofrecer ocasionalmente paliacion sintomatica asi como un menor
numero de recidivas locales!'™. Actualmente el interés se centra en la

radioterapia intraoperatoria y en la combinacién quimioterapia-radioterapia.

La radioterapia intraoperatoria ha sido utilizada por Abe et al. en un
estudio no randomizado gue muestra la mejora de la supervivencia para el grupo
tratado™. Son necesarios estudios prospectivos randomizados para la
evaluacion de la eficacia de la radioterapia. El Gastrointestinal Tumor Study
Group ha publicado algunos trabajos utilizando radioterapia potenciada con 5-
Fluoracilo, seguido por quimioterapia con Doxorubicina y Nitrosureas. No se

encontrd beneficio para los pacientes tratados en términos de supervivencial'’®.
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B.- CITOMETRIA DE FLUJO.
1.- Concepto.

La citometria de flujo (CMF) es un método de analisis automatizado en el
gue celulas individuales, u ofras particulas biolégicas, inmersas en una corriente
fluidica, son sometidas a un haz luminico y examinadas por sensores, que miden
sus caracteristicas fisicas 0 quimicas"’®. Asi, pueden estudiarse grandes
poblaciones celulares midiendo su contenido en acidos nucléicos, su actividad
enzimatica, determinar subpoblaciones en funcidén de antigenos de superficie etc..
Todo sello proporciona una confirmacion objetiva de los datos morfolégicos que
tiene significacion diagnédstica y prondstica en muchos casos. Mediante esta
técnica pueden detectarse de forma automatizada células neoplasicas entre una

gran poblacion de células normales.

Algunas de las aplicaciones clinicas especificas de la CMF incluyen la
determinacion de subpoblaciones linfocitarias, la deteccidén de anticuerpos
antiplaquetas, el analisis de receptores hormonales, la valoracion de los efectos
de los agentes quimioterapicos y el analisis del contenido en ADN-ARN. A su
desarrollo han contribuido numerosos campos de la ciencia, como la
hidrodinamica, la optica, los ordenadores de alta velocidad, la gran disponibilidad

de fluorocromos y la produccion de Anticuerpos Monoclonales.
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El desarrollo de la primera maquina comercialmente disponible para CMF,
Cytofluorograf, se basé en las ideas de Derman y Hoffer (1960), que proponian
un sistema automatizado de analisis celular partiendo de las observaciones de
Caspersson et al. sobre la fluorescencia de los acidos nucléicos!'"™. Si bien
inicialmente fue aplicado a un modelo estatico, Karmentsky!'"®'™ introduce el
sistema de flujo permitiendo estudiar grandes poblaciones celulares. Coons!*®
describi6 el método de los anticuerpos marcados con fluoresceina y Coultert'®"
desarrollo el aparataje que permitia el recuento y medicién de las células

suspendidas en un medio salino.

En los afos setenta la atencién se centro en determinar parametros
funcionales celulares, como la concentracion de Ca®* intracelular, pH y potencial
de membrana®® Todas ellas son determinaciones Utiles para el analisis de
activacion celular pero con relevancia unicamente en células vivas, 1o cual limita
su utilidad clinica. Ademas, pueden determinarse parametros de la propia célula

como tamafo y granularidad, Utiles en la seleccidn de poblaciones celulares'®®),

Las mayores areas de aplicacion clinica de la CMF son la identificacion de
fenotipos inmunologicos-antigenos celulares y el analisis de ADN, aunque se
extiende continuamente su utilizacion con propositos de investigacion y

clinicos!'®,
2.- Principios técnicos. Soporte Instrumental.
Los componentes basicos de un citdmetro de flujo incluyen (Fig:1.2):
A) Colector-transportador de muestras.

L.a suspension celular depositada es impelida por una corriente de aire

hacia la camara de flujo o compartimento fluidico.
B) Compartimento fluidico.

En él, las particulas a analizar son introducidas en el centro de un flujo de
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liquido isoténico, que a gran velocidad es impulsado a través de un estrecho
orificio. Se constituye asi un flujo laminar en el que las células han de mantenerse
en el centro de la corriente regulando para ello la diferencia de presién entre la
parte interna o central del flujo (muestra a analizar) y la parte periférica (liquido

isoténico).

La velocidad de paso de las células individuales ha de ser la adecuada
y, al mismo tiempo, no han de alterarse las caracteristicas fisico-quimicas o
morfolégicas de la muestra. La velocidad de andlisis se sitla como media en
5.000 células por segundo. De esta manera las células son conducidas de una

en una hacia la fuente luminica.
C) Fuente luminica.

La medida de las propiedades de las particulas requiere iluminacion por
una fuente de gran intensidad. Las células interaccionan con el haz luminoso
emitiendo una sefal que es detectada y recogida. Habitualmente, se utiliza una
 fuente laser de argon, enfriado por aire o por agua, con unas longitudes de onda
entre 450 nm. y 515 nm., que es suficiente para excitar la absorcion maxima de
los colorantes utilizados habitualmente. Esta fuente luminica proporciona un haz

de luz de gran potencia, estable y monocromatica.
D) Sistema de deteccion.

Se basa en las propiedades de un flujo de particulas: la conductancia
eléctrica de la corriente, que se modifica localmente de manera proporcional al
volumen de las particulas, y la dispersion de la luz y fluorescencia. Al incidir la luz
sobre la particula en estudio, se produce una dispersidn cuya intensidad y
distribucién espacial esta relacionada con el tamafio, forma y caracteristicas
eléctricas de las particulas. Ademas, las particulas o células tefiidas por un
colorante fluorescente, son excitadas por el haz luminoso y emiten fluorescencia,

es decir, absorben y emiten fotones.
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Figura |.2.- Diagrama esquematico de un citémetro de flujo. Tomado de Riley R.S. y Mahin EJ. en
"Clinical Applications of flow cytometry", Las Vegas, Nevada,1988.

Las tinciones histopatoldgicas clasicas, como hematoxilina-eosina, no
ofrecen buenos resultados para el andlisis de los acidos nucléicos, pues no se
ligan a ellos de forma estequiométrica, es decir molécula a molécula. Los
fluorocromos utilizados en la citometria de flujo se ligan a los acidos nucléicos de
manera gue la unién al colorante es directamente proporcional al contenido en
ADN.

Una serie de lentes colocadas alrededor de la zona de deteccién, filtran
la sefial luminosa y la dirigen hacia un sistema de tubos fotomuitiplicadores que

convierten dicha sefal en un pulso eléctrico.
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E) Sistema electrénico.

Tiene como funcién la amplificacion de las sefales eléctricas analdgicas
producidas y su digitalizacion mediante transformadores, atribuyendo de forma

inequivoca los parametros correspondientes a las particulas en estudio.

F) Soporte informatico.

Los impulsos digitales necesitan ser almacenados y analizados en un
ordenador con potentes programas de software que expongan la informacién en
forma de listados de parametros o en forma de histogramas. La amplitud del pico,
el ancho y drea se convierten también en sefales digitales'"®). La mayoria de los
aparatos utilizados son multiparamétricos, permitiendo el uso de diversos

colorantes y la determinacion de multiples parametros celulares!!®®,

Los datos obtenidos del analisis por CMF, son representados en dos
dimensiones: la frecuencia en el eje de ordenadas y la magnitud de |a variable en

el eje de abscisas (Fig.l.3).

—_

Frequency

DNA Content

Figura 1.3.- Representacién del andlisis de ADN. Tomado de Riley R.S. y Mahin EJ. en "Clinical
Applications of flow cytometry”, Las Vegas, Nevada,1988.
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Las unidades de la magnitud del eje de abscisas se denominan "canales"
de fluorescencia. El histograma expone el ndmero relativo de células que
corresponden a cada canal, representando diferentes intensidades de sefial. Otro
parametro que describe la distribucién es el Coeficiente de Variacion, que puede
definirse como la distancia entre los extremos del pico y la mediana del mismo.
El coeficiente de variacién es constante en todos los canales,de forma que se
utiliza como medida de calidad del procesamiento de las muestras y de la

instrumentacion.
3.- Preparacion de suspensiones Nucleares

La preparacion de suspensiones nucleares puede realizarse por metodos

mecanicos, quimicos y enzimaticos.

Los métodos enzimaticos son los mas utilizados, empleando enzimas como
la tripsina, la pepsina, la colagenasa, ia papaina, la pronasa, la elastasa y la
hialuronidasa, que degradan selectivamente el tejido conectivo. La ruptura de la
membrana celular puede conseguirse mediante soluciones de pH bajo o alto, o
mediante el uso de detergentes no idnicos como el Triton X-100, Nonidet P-40 y
Tween 20-80.

Los primeros estudios de citometria de flujo se realizaban con
componentes hematoldgicos, ya que en los tumores solidos la dificultad evidente
era obtener una suspension de células individuales. Para estudiar los tumores
solidos es conveniente utilizar métodos de disgregacion mecanica y enzimaticos,
realizando la lisis de la membrana celular con detergentes no idnicos. Los
agregados nucleares y los desechos residuales se eliminan mediante filtrado con

malla de nylon.
4.- Tincion del ADN,

Para la tincidén del ADN se utilizan varios tipos de colorantes: intercalantes

y no intercalantes. Entre los intercalantes los mas utilizados son el loduro de
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Propidio y el Bromuro de Etidio. Entre los no intercalantes se usan el 4,6-diamino-
2-fenilindol (DAPI), Hoechsts 33342 y 33258 y otros como mitramicina,
cromomicina, etc. El de uso méas extendido es el loduro de Propidio!**? por los

siguientes motivos:
* Es muy estable y puede ser excitado por un |aser argon convencional.

* Produce histogramas con bajo coeficiente de variacion y permite el

calculo de ia actividad proliferativa.
* Se une estequiométricamente a las bases del ADN.
* Permite el analisis simultaneo de ADN y Antigenos celulares.

Crissman y Steinkamp fueron los primeros en describir un procedimiento
de tincidn usando el ioduro de propidio™®. En 1975 Krishnan!'®® describid un
método de tincidn simplificado, en el que las células enteras se suspendian en
una suspension hipotdnica que contenia 0.1% de citrato sédico y 0.05% de ioduro
de propidio. Fried!"® afiadio a este procedimiento 0.1% de detergente no idnico
(Triton X-100). Vindeiov®® describié un método muy efectivo utilizando una
tincidn de ioduro de propidio sabre la muestra tratada con detergente y tripsina,
afadiendo espermina. Taylor"®" utilizé una técnica rapida de tincién en un solo
paso, que requeria menos de diez minutos de incubaciéon celular con varios
fluorocromos en una solucion gue contenia 0.1% de Triton X-100 con RNAasa

para eliminar la fluorescencia no especifica del ARN.
5.- Aplicacion de la CMF al estudio de muestras tumorales.

La citometria de flujo de los tumores consiste fundamentalmente en el

estudio del contenido en ADN vy del ciclo celular.
5.1.- Contenido en ADN

Las células normales son estables en su contenido en ADN y organizacion

cromosdémica. Por el contrario, las células malignas tienen una gran variabilidad
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genética que puede aparecer en diferentes niveles y puede incluir cambios en el
contenido genémico del ADN.

Una muestra se considera diploide o euploide cuando su contenido en
ADN es de 2n (nimero normal de cromosomas de la célula en reposo),

comparando para ello |la muestra problema con una poblacién control normal.

Una muestra se considera aneuploide cuando presenta contenidos en
ADN diferentes de 2n, es decir menor que 2n (hipodiploide), o mayor
(hiperdiploide), lo cual numéricamente se expresa como Indice_ de ADN. Un
indice de 1 corresponde a una muestra diploide y un indice diferente de 1
corresponde a una muestra aneuploide. La aneuploidia seria pues una desviacion

del contenido diploide de las células en la fase GOG1.

El término aneuploidia de ADN reflejaria mejor las alteraciones observadas
en el analisis cuantitativo realizado por CMF, ya que las alteraciones
cromosomicas especificas son valoradas por estudios de cariotipot'®!. Desde el
punto de vista clinico, la presencia de aneuploidia es el parametro mas utilizado.
Es el valor que tiene mejor reproductibilidad en los distintos laboratorios y fa

caracteristica que mas se ha estudiado en los tumores sélidos!'%%1%),

Otro de los parametros gque se estudia a la vez que el contenido en ADN,
es el ciclo celular aplicando el programa citoldgico del citometro. El numero de
células en cada compartimento (GO/G1, S, G2/M) es determinado valorando la

distribucidén del ADN en cada fase.
El ciclo celular se divide en 4 fases:

G,-G,: es la fase de reposo celular o de latencia antes de la replicacion del
ADN. Se produce la sintesis de ARN y proteinas. Representa el 85-30% de las

células.

S: es la fase de sintesis de ADN, donde tiene lugar la duplicacion.
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G,: es una fase latente antes de la mitosis, no cambiando el contenido de
ADN.

M: es la fase de mitosis. Las células sufren la divisidn mitdtica, volviendo

las células hijas a la fase inicial G,-G,.

La fase S indica la fraccién de células que sintetizan ADN antes de la
mitosis y proporciona otro factor prondstico en el estudio de los tumores: el
porcentaje de Fase S o de proliferacion celular que guarda una relacién directa

con la agresividad tumoral®®,

En resumen, el histograma de ADN informaria sobre:
* La presencia 0 ausencia de una poblacion celular aneuploide.
* El contenido relativo de ADN expresado como indice de ADN.
* La fraccion proliferativa de la poblacién celular en estudio.

6.- importancia Prondéstica

El estudio de |a ploidia en tumores s6lidos ha demostrado ser un factor
pronostico en determinadas patologias, mientras que su significado es discutible
en ofras. Asi se ha sefalado que el prondstico de un tumor aneuploide es peor
que el de un tumor diploide, en los siguientes tumores!'®®: Carcinoma de mama,
Carcinoma de prostata, Carcinoma de vejiga, Carcinoma de ovario, Carcinoma
de endometrio y Carcinoma de pulmon. En el caso de los tumores de contenido
de ADN normal, es decir diploides, los de peor prondstico son aguellos que tienen

una fase de proliferacion (fase S) mas aitat*®".

En el campo de los tumores digestivos existe experiencia en el
Hepatocarcinomal'® y muy amplia en el carcinoma de Colon, considerando en
algunos trabajos que el contenido en ADN seria el factor pronéstico
independiente mas importante!!®®
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En el caso del carcinoma gastrico existen datos contradictorios. Se han
encontrado incidencias de aneuploidia muy variables, siendo mas bajas en el
caso del cancer precoz. Hattori®*® y Macartney®®" encuentran correlacion entre
el estadio tumoral y la ploidia aunque no con el grado de diferenciacién. Sin
embargo Danova®? observa tendencia a la aneuploidia en los tumores bien
diferenciados y Korenaga®®® afirma que los tumores diferenciados con perfil
aneuploide estan asociados con afectacién ganglionar y metastasis a distancia
, incluso en estadios precoces, existiendo correlaciéon significativa entre el

pronostico y la ploidia.

Tosi*™ objetiva una peor supervivencia para ios tumores aneuploides y
Danova®? observa una mejor supervivencia para 10s tumores diploides solo en
algunos estadios. Por el contrario Filipe®® no puede demostrar correlacion
significativa entre la ploidia y la supervivencia, aungue si una tendencia a peor

pronodstico para los casos con un indice de ADN muy elevado.

E! interés de ia determinacion del contenido en ADN de los tumores
gastricos es, también, terapéutico ya que el posible mayor riesgo de metastasis
linfaticas y hematégenas en los casos con mayor aneuploidia, podria conllevar

un determinado tipo de tratamiento.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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La importancia clinica y epidemioclégica del Carcinoma Gastrico y sus
timitados niveles de supervivencia tardia, justifican los esfuerzos para realizar un
diagnédstico precoz. Por otro lado es importante conocer los grupos de pacientes
que puedan beneficiarse de determinados gestos terapeuticos, quirurgicos o
coadyuvantes, y detectar precozmente la aparicion de recidiva o de metastasis

en un momento en que sean susceptibles de tratamiento.

Todos estos datos justifican la importancia del conocimiento de los factores
que influyen en el pronéstico de estos pacientes. Desgraciadamente los
resultados publicados no son, en absoluto, homogéneos ni concluyentes. Por otra
parte, en 10s ultimos afnos se estan determinando otros elementos como los
marcadores tumorales, los oncogenes, o parametros relacionados con las
caracteristicas del tumor, que se consideran de valor pronéstico. La experiencia
es, sin embargo, limitada y los resultados publicados no estan suficientemente

claros.

Todas estas consideraciones han justificado el analisis de los factores que
modifican el pronéstico del Carcinoma Gastrico, persiguiendo los siguientes

Objetivos:
1.- Determinar el valor pronédstico de los datos clinicos y patolégicos.

2.- Cuantificar el contenido en ADN vy de la fase celular proliferativa de los

tumores mediante Citometria de flujo.

3.- Correlacionar el contenido en ADN vy la fase proliferativa con los datos

clinico patoldgicos.

4.- Determinar el valor prondstico del contenido en ADN y la fase

proliferativa en el adenocarcinoma gastrico.
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MATERIAL Y METODOS

45



1.- Material Clinico

Se ha realizado un estudio de todos los pacientes portadores de
Adenocarcinoma gastrico intervenidos quirdrgicamente entre los afios 1986 a
1992 en el Servicio de Cirugia del Hospital General de Segovia. Este centro,
atiende una poblacion de unos 150.000 habitantes. Los pacientes estudiados

procedian del Servicio de Medicina Interna y de nuestras Consultas externas.
Seleccién de pacientes

Para la inclusion en este protocolo se tuvieron en cuenta los siguientes
criterios de seleccion: documentacion clinica completa, tratamiento quirdrgico con
intencion curativa, estudio anatomopatolégico detallado y datos pormenorizados

de segquimiento.

Se considerd que la documentacién clinica era completa cuando constaba
de una anamnésis y exploracion fisica detalladas, exploraciones radiologicas,
endoscopicas y biépsicas determinando el diagndstico de adenocarcinoma
gastrico y, finalmente, estudio analitico basico, radiologia de tdrax y ecografia
abdominal para |a identificacion de enfermedad metastasica. Todos los pacientes
fueron diagnosticados de Adenocarcinoma gastrico previamente a la intervencion
quirargica excepto un caso que debutd como abdomen agudo por perforacion

gastrica.
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Se considerd la cirugia como de intencion curativa cuando la reseccion
gastrica se habia realizado sin evidencia de metéastasis a distancia, de afectacién
peritoneal o de los érganos vecinos, cuando los bordes de reseccion estaban
libres de tumor y cuando no existia tumor residual macroscapico a juicio del

cirujano.

La eleccién del tipo de reseccion quirdrgica se realizé de acuerdo a los
criterios definidos por el Servicio. En general, se utilizd |la gastrectomia subtotal
para los tumores distales y la gastrectomia total en los tumores proximales o en
los del cuerpo gastrico que requerian dicha reseccion para lograr margenes
quirurgicos libres de tumor. En los tumores de la unidn gastroesofagica, se realiz
esdfagogastrectomia polar superior por doble via abddéminotoracica, o bien
gastrectomia total con esofaguectomia distal por via abdominal, segun el criterio

del cirujano y ios hallazgos operatorios.

En todos los casos se llevé a cabo una linfadenectomia de nivel R1. La
reconstruccion de la continuidad digestiva se realizo mediante la anastomosis
gastroyeyunal a lo Billroth i o la eséfago-yeyunostomia en Y de Roux o en omega

de Brown, en funcion del tipo de reseccion gastrica.

Todas las piezas de reseccion fueron estudiadas por el Servicio de
Anatomia Patologica, contando con una detallada descripcidén macro y

microscopica.

El manejo habitual de los estbmagos resecados fue el siguiente: apertura
de la pieza y fijacidn con formol al 10% durante 24 horas; procesamiento de la
pieza y obtencién de bloques parafinados de la tumoracidén, de los bordes
quirurgicos y de los territorios ganglionares, cortado de ios bloques con
microtomo (4-6u); tincidbn con hematoxilina-eosina y finaimente, estudio

histolégico microscopico.

En el momento de iniciar este protocolo, se considerd, de acuerdo a los

resultados de las series Europeas, que el tratamiento estandar del CG era la
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reseccion quirdrgica y la observacidn posterior, asociando el tratamiento
quimioterapico s6lo en centros con protocolos establecidos prospectivos y

estandarizados"%51%7}

El Seguimiento de los pacientes se llevé a cabo en la Consuita externa del
Servicio de Cirugia del Hospital General de Segovia segun un protocolo
previamente establecido. Tras una visita inicial al mes de la intervencién
quirurgica, se han realizado revisiones periddicas con intervalos iniciales de 6
meses y posteriormente de forma anual. El seguimiento minimo ha sido de 24

meses.

Cada control incluia anamnesis, exploracion clinica, analitica general y
radiologia toracica y gastroducdenal. A partir del afio 1990 se incluy6 la ecografia
abdominal. Los datos relativos a |a supervivencia se actualizaron hasta Diciembre
de 1994. Los pacientes con un periodo de seguimiento inferior a los dos arfios

fueron excluidos.

En resumen, se revisaron un total de 280 historias clinicas. De ellas, el 8%
(22 casos) resultaron ser tumores inoperables en base a los estudios
preoperatorios. El 12% (34 casos) fueron irresecables de acuerdo a la
descripcion y a los hallazgos operatorios. El 80% (224 casos) pudieron ser
resecados, si bien solo se consideraron resecciones con intencion curativa el
32.5% (91 casos).

De los 91 casos se excluyeron 3 por muerte post-operatoria, 4 por
dificultades en el seguimiento y 6 por fallecimiento por causa distinta al CG. En

total se consideraron validos para el estudio 78 pacientes.
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2.- Citometria de Flujo

Se llevé a cabo estudio del contenido en ADN en todos los casos,
utiizando las piezas almacenadas en soporte de parafina. Previo a su procesado,
se seleccionaron los blogues parafinados que contenian tumor, desechandose
la parte no tumoral. Este proceso fue realizado por el Servicio de Anatomia
Patolégica de! Hospital Virgen de La Salud de Toiedo tras el estudio con cortes

de control tefidos con hematoxilina-eosina.

La tecnica utilizada para el procesamiento de las muestras corresponde
a la descrita por Hedley®™® modificada por Garcia Delgado®®.

Esquematicamente consta de las siguientes etapas:
2.a.- Proceso de desparafinizacion e hidratacion.

1.- Selecciéon de cortes de 50 u de espesor, que se mantuvieron en
suspension en Xilol (Merck), desde un minimo de una hora hasta un maxime de

12 horas para lograr una completa desparafinizacion.

2 .- Lavado con etanol al 100% durante diez minutos para eliminar el xilol

y proceder a la hidratacion con los alcoholes.

3.- Decantacién del etanol y administracion de etanol al 95% actuando

durante diez minutos a temperatura ambiente.

4.- Decantacidn y lavado del tejido en pasos sucesivos en alcohoies de
70% y de 50%, manteniéndolo diez minutos a temperatura ambiente en cada

paso.

5.- Lavado con agua destilada dos veces, terminando el proceso de

hidratacion.
2.b.- Obtencion de la suspensién celular.

1.- Se realiza la disgregacion mecanica de los cortes con bisturi.
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2.- Digestion de la muestra. En 2 ml. de Pepsina (Sigma) al 0,5%, en una
solucién 0,9% CiNa a pH 1,5 se incuba durante treinta minutos a 37°C con

agitacién ocasional para obtener la suspension celular.

2.- Detencién de la reaccion enzimatica afadiendo Tris 1M a pH 11,
elevando el pH de la solucién hasta valores 7-8. Se afiade medio de cultivo
RPMI-1640 (Boehringer Ingelheim) para diluir la concentracién del enzima. La
muestra se mantiene en hielo durante 30 minutos, con agitacion manual

ocasional.

3.- Filtracién del tejido digerido con malla de poro inferior a 5 u vy

centrifugado a 450 g. durante 5 minutos.

4 .- Decantacion del sobrenadante y resuspensién dei botén ceiular en
medio de cultivo RPMI-1640.

5.- Contaje de las células en camara de Neubauer y medicién de su

viabilidad por tincién con azul Tripan.

6.- Correccion de la concentracion de la suspension celular asi obtenida

con PBS (solucion buffer fosfato) de forma que contenga 1x10° células/m.
2.c.- Tincion del ADN,

1.- Lavado repetido dos veces de 1 mi. de la suspension celular
conteniendo 1x10° células, con solucién salina y tratamiento con 10 pgr/ml de
RNasa (Sigma), para romper €l RNA y evitar su union al colorante. Incubacion

durante 30 minutos a 37°C con agitacién mecanica.

2 .- Lavado de la suspension ceiular 2 veces con solucion salina y tincién
con loduro de Propidio (Sigma), en una mezcla compuesta por loduro de Propidio
100 pgrfml. y Nonidet P-40 (Sigma) al 0,05% en solucion salina. El Nonidet es un
detergente no idnico que permeabiliza la membrana nuclear para la accesibilidad

del colorante al ADN. Agitacién de las células y almacenamiento en frio y
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oscuridad hasta su lectura 30 min. y 24 horas después.

| a lectura se realiza en un citdmetro de flujo EPICS-C (Coulter), dotado
con laser de Argon de 2 watios de potencia, que ha sido ajustado para
fluorescencia, tamano y complejidad mediante esferas fluoresceinadas (DNA-
check Coulter). Como control normal interno de ploidia se emplea una
preparacion de linfocitos de sangre periférica. Una vez obtenidos los datos
relativos a 5.000 células se aplica el programa PARA-1 del citdmetro para la
obtencién del ciclo celular.

2.d.- Valoracion de los resultados

Para la valoracién de los resultados se han estudiado 6 controles de
mucosa gastrica normal parafinada, realizandose el ciclo celular y el Indice de

ADN. Los resultados obtenidos han sido los siguientes:
-G,-G, =75.1%+10.7
-G, #M=78153
-$=16.1+638
-CVv=784+£23
-IDNA=1.01+£0.12
Segun estos resultados, se considero:

- Muestra Diploide cuando tenia un pico simétrico unico y el indice de
ADN estaba comprendido entre 0.9y 1.2. (Figura Ill.1). El valor normal de la Fase
Proliferativa se considerd hasta un 22%, de forma que los tumores diploides con
fase "S" elevada, seran aquellos con un valor de esta fase superior al
22%.(Figura 111.2).
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Figura lll.1.- Gréfica correspondiente a un tumor Diploide.

Figura Ill.2.- Grafica correpondiente a un tumor Diploide con fase S elevada.

- Muestra Aneuploide cuando habia mas de un pico separado del G,-G,

y el indice de ADN es menor de 0.9 y mayor de 1.2.(Figura I11.3)

- Las muestras "casi diploides", es decir , aquellas con indices de ADN
cercanos a los valores normales citados, se han incluido dentro del grupo de

Diploides.
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Figura |l1.3.- Gréfica correspondiente & un tumor Aneuploide.

Se procedid al nuevo procesado de las muestras en aquellos casos en los
que el coeficiente de variacién era elevado o existia discordancia entre los

" hallazgos citométricos y la supervivencia.
3.- DATOS ANALIZADOS

Todos los datos objetivos de cada paciente fueron recogidos en un
protocolo informatizado compuesto por un total de 50 variables en el que se

incluian:
3.a.- Datos administrativos
3.b.- Datos relativos a la Clinica:
- edad
- Sex0
- sintoma predominante; dispepsia, dolor epigastrico, anemia, hemorragia.
- tiempo de evolucién
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3.c.- Datos relativos al Tratamiento Quirdrgico

- gastrectomia subtotal

- gastrectomia total

- gastrectomia total con esofaguectomia distal

- esofagogastrectomia polar superior

3.c.- Datos Anatomopatologicos

Se valoraron las Caracteristicas Macroscopicas del tumor:

- localizacion: proximal (fundus-cardias), media (cuerpo gastrico), y distal

(antro gastrico).

- tamano del tumor. Se agruparon en funcion del tamano mayor o menor

que la media.

- tipo macroscopico: ulcerado, vegetante e infiltrante. Se valoré el tipo

predominante, no teniendo en cuenta los tipos mixtos.
Los datos Histologicos:
- Clasificacion de Lauren: tipo intestinal o difuso
- Grado de diferenciacion: bien, moderadamente o poco diferenciados.
- Infiltracién de la pared gastrica: T1, T2, T3.
- Afectacion de Ganglios Linfaticos y numero de ganglios afectados.
- Estadio tumorat: I, Il It
3.d.- Datos relativos al seguimiento.

- Tiempo de supervivencia
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3.e.- Datos de la Citometria de Flujo
- Tumores Diploides
- Tumores Aneuploides

- Fase S. Con arreglo a sus valores se dividid el grupo de los tumores
Diploides en Diploides normales y Diploides con fase S elevada. La fase S de los
tumores Aneuploides no se considero por las dificultades de valoracion en un

porcentaje alto de los casos.

- Se estudié la correlacién entre la ploidia y la fase S, con los datos clinico
patologicos. Asimismo se determind la supervivencia en funcion de la ploidia y

fase S.

4.- Estudio Estadistico

Se realizaron analisis descriptivos de las variables cuantitativas estudiando
la media y la desviacién estandar y la frecuencia/proporcion en las variables
cualitativas. Para la valoracién de las diferencias entre las medias de las
variables fue utilizado el test de Student para datos independientes en las
variables cuantitativas y la prueba de Chi’ para las variables cualitativas. La
estimacion de la probabilidad de supervivencia se ha llevado a cabo mediante el
test de Kaplan y Meier. Los analisis de las diferencias en la probabilidad de

supervivencia se estudiaron mediante el test log-rank.

Para valorar el efecto de las variables en estudio independientemente de
las variables confusoras, se han llevado a cabo diversos modelos de regresiéon

(Cox), considerando estas variables como covariantes tiempo independientes.

En todos los casos se han rechazado las hipétesis nulas cuando su
probabilidad de ser ciertas es < 0,05 (p < 0,05) siendo este por tanto el umbral de
significacion. En algunos casos se han valorado como casi significativos valores
de p entre 0,05y 0,10.
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Todos los calculos han sido realizados por el paquete SPSS para
Windows, version 6.0.1., SPSS Inc. 1993, en la Unidad de Investigacion del
Hospital de La Princesa de Madrid.
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RESULTADOS
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1.- Resultados Clinicos Y Terapéuticos
Los datos individualizados de cada paciente se sefalan en el Anexo 1.
Edad Y Sexo

Las edades de los pacientes estuvieron comprendidas entre los 36 y los
91 afos, con una edad media de 67.2 + 10.7 anos. Cincuenta pacientes eran
varones (64.1%), con edades entre los 36 y 91 afios, una edad media de 65 +
10.9 afios; veintiocho eran mujeres (35.9%), con edades comprendidas entre 45
y 82 afos, una edad media de 71.2 £ 9.2 aios. La relacion vardn/mujer se situa
en 1.8/1.

Enfermedades Asociadas

Cuarenta y dos pacientes presentaban patologia asociada: 9 pacientes
Hipertension esencial, 4 Diabetes, 8 Broncopatia Crénica, 5 Cardiopatia, 5
Sindrome Prostatico, 3 A.C.V.A. con secuelas, 3 con trastornos Psiquiatricos, 3
Pancreatitis Crénica, 1 Hepatitis Cronica y 1 paciente con Carcinoma de mama

sincronico.

Figura iV.1.- Distribucién segun edad/sexo.
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Sintomas Clinicos

Sesenta y seis pacientes presentaron sintomas digestivos (84.7%) y 12

Sindrome Anémico como Unica manifestacion (15.3%). La figura IV.2 muestra la

distribucion de la sintomatologia.

Epigastralgia 29,5%

Hemorragia 20,5%

e

Perforacion 1,2%

S.Anémico 15,4%
Dispepsia 33,4%

Figura IV.2 - Sintomatologia.

Tiempo de Evolucion

El tiempo de evolucion entre la aparicidn de la sintomatologia y el
momento del diagnostico fue de 5.1 + 4.3 meses, con unos limites entre O y 18
meses. Casi el 80% de los casos fueron diagnosticados en los seis meses

siguientes al inicio de la sintomatologia.

N° MESES N° CASOS PORCENTAJE
0-3 30 38.5%
4-6 31 39,7%

| 7 6 MAS 17 21,8%




- Resultados del Tratamiento

Se llevd a cabo Gastrectomia subtotal radical en 53 casos (68%),
correspondiendo 50 casos a tumores antrales y 3 a tumores de cuerpo gastrico.
En 19 casos se realizé Gastrectomia total (24.3%), sobre 14 tumores situados en
cuerpo gastrico y 5 en la region fundica. En 5 pacientes se llevd a cabo esofago-
gastrectomia total (6.5%) y en uno gastrectomia polar superior con
esofaguectomia distal (1.2%), estando situada la tumoracién en la zona proximal
del estdbmago (cardias-fundus).

Figura IV.3.- Tipo de reseccién gastrica
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2.- Resultados Anatomopatolégicos

2.1.-Macroscopicos

a) Localizacién tumoral. El mayor porcentaje de casos asenté en el antro
gastrico (62.8%) y solo un 14,2% se localizaron en la regidn proximal.

T T

ANTRO CUERPO FUNDUS-CARDIAS

Figura IV.4.- Localizacion tumoral.

c) Tamafio tumoral.

El tamafio tumoral medio fue de 5.1510.2 cm. El tumor méas pequefio midio
1 ecm. y el mas grande 9.5 cm.. El 75% de los tumores fue mayor de 4cm.,

presentandose el 67.4% con adenopatias afectadas y el 100% con afectacion de

la serosa.
H Tamaio cms. | 0-2 2-4 46 6-8 8-10 "
% casos 7,6 18 295 23,1 21,8 "
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b) Tipo tumoral. La distribucion segun la clasificacién de Borrmann
mostré un predominio de los tumores uicerados, seguido por los vegetantes e

infiltrantes.

Figura IV.5.- Tipo tumoral.

2.2.- Microscopicos

a) Grado de diferenciacion. Los tumores moderadamente (47,4%) y poco

(36%) diferenciados fueron los mas frecuentes.

Figura IV.6.- Grado de diferenciacion.
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b) Clasificacién de Lauren

Los tumores de tipo Intestinal fueron los mas frecuentes: 53 casos
(67.9%), frente al tipo Difuso: 25 casos (32.1%). El tipo difuso fue mas frecuente
en estadio i, 40.4%, que en estadios 1,116.6% 6 Il, 25%. El 72.6% de los tumores
difusos fueron poco diferenciados, frente al 18.7% de los intestinales.

c) Infiltracion

En el 79.5% de los casos la tumoracidn alcanzé |la capa serosa (T3), en
el 11.5% afectd la capa muscular (T2) y solo en el 9% la afectacion no sobrepasd

la submucosa (T1).

.

]

g | T19%

T379,5‘/e '

Figura V.7 - Nivel de Infiltracion(T).

d) Metastasis ganglionares

Los casos con ausencia de ganglios metastasicos(NO), fueron 32 (41%)
y aquellos con presencia de ganglios metastasicos{N+) 46 casos (59%). El
numero de ganglios afectados oscild entre 1 y 16, siendo el nimero maximo de
ganglios aisiado de 20. La media de ganglios afectados fue de 4.8+3.5. De los
46 casos N+, 27(63%) tuvieron 4 6 mas adenopatias y 17(37%) entre 1 y 3

adenopatias.
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NO N+ »3<3

Figura |V.8.- Adenopatias y numero.

La frecuencia de afectacién ganglionar segun la infiltracion de la pared fue

de 14.3%, 44.5% y 66.1% para ios casos T1, T2, y T3 respectivamente.

e) Estadio Tumoral

E! estadio tumoral T.N.M. se distribuy6 de forma que la mayoria de los
casos (53.8%) se presentaron en Estadio lll. El 30.8% fueron Estadio Il y sélo el
15.4% fueron Estadio |

Estadio 11 30,8%

i Estadio | 15,4%

| Estadio M 63,8% |

I
|

Figura IV.9.- Estadio Tumoral T.N.M.
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3.- Supervivencia Y Pronéstico

La supervivencia global de la serie fue del 45.86% a los cinco afos. A los
12 meses la supervivencia fue del 79.48%, cayendo a los 24 meses al 61.54%.

Posteriormente el descenso fue mas gradual.
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Figura IV.10. Supervivencia global.
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La supervivencia en funcién de las variables analizadas arrojo los

siguientes resultados:
- Supervivencia en funcién del sexo.

No hubo diferencia significativa en la supervivencia (p= 0.6). A los cinco
afios la supervivencia fue de 42.9% para los varones y de 51.9% para las

mujeres.

14 * muer

0.0 . . . L " ovaren
0 10 20 30 40 50 &0

Supervivencia acumulada

Tiempo {meses!

Figura IV.11. Supervivencia segun sexo.

- Supervivencia en funcién de la edad.

No hubo diferencia significativa en la supervivencia (p= 0.43). Sin
embargo, los pacientes menores de 65 afos tuvieron una supervivencia del
68 57% a los dos afios y del 50.6% a los cinco afos, mientras que aguelios
mayores de 65 afos tuvieron supervivencias del 56.75% y del 40.49% a los dos
y Cinco anos respectivamente. (Fig. IV.12)
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Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada
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Figura IV.12. Supervivencia segun edad.

- Supervivencia en funcién del tiempo de evolucién.

No se encontré relacion entre esta variabie y la supervivencia (p= 0.9).

L
O '
-=-= :
* >7 meses
14 * 3-8 meses
0.0 . . . . . ° <3meses
0 10 20 30 40 50 &80

Tiempo (meses)

Figura IV.13. Supervivencia y tiempo de evolucién.
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- Supervivencia en funcién de la sintomatologia.

No se encontré diferencia significativa entre los sintomas clinicos y la
supervivencia (p= 0.6). No obstante, aquellos pacientes con dolor como sintoma
predominante tuvieron una supervivencia a los cinco afos del 58.3%, superior a
los casos con dispepsia que tuvieron una supervivencia del 46.15%, los casos

con hemorragia un 43.75% y aquellos con anemia un 33.3%.

m .
o |
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o 00; . , . ; , , " Anemia
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Figura I1V.14. Supervivencia segun clinica.
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- Supervivencia en funcién de la localizacién tumoral.

La supervivencia fue mayor para los tumores distales, con significacién

estadistica p= 0.05. Al final del estudio permanecian vivos el 55.1% de los

pacientes con tumores situados en antro, el 33.3% de los situados en cuerpo

gastrico y el 36.3% de los situados en cardias-fundus.

Supervivencia acumulada
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Figura IV.15. Supervivencia y localizacién tumoral.
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- Supervivencia en funcién del tamafo tumoral.

Los tumores de mayor tamafo tuvieron menor supervivencia, de forma

significativa (p=0,001). A los 24 meses, |la supervivencia fue del 84.8% para los

pacientes con tumores menores de 4 cm. y del 43.1% para aquellos con tumores

mayores de 4 cm. Al final del estudio permanecian vivos el 66.67% y el 34.09%,

respectivamente.

Supervivencia acumulada

o} 10 20 30 40 50 60

Tiempo (meses)

Figura IV.16. Supervivencia y tamafio tumoral.
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- Supervivencia en funcién del tipo macroscoépico tumoral.

No hubo diferencias significativas de la supervivencia (p=0.35). La mayor

supervivencia fue para los tumores ulcerados.
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Figura IV.17. Supervivencia y tipo tumoral.
- Supervivencia en funcién del grado de diferenciacién.
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Figura IV.18. Supervivencia y diferenciacion.
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La supervivencia fue peor para los casos poco diferenciados, de forma
significativa (p=0,02), con una supervivencia del 32.14% al final del estudio,
frente a un 38.5% para los bien diferenciados. y un 55.62% para los

moderadamente diferenciados.

- Supervivencia en funcién de la clasificacion de Lauren.

La supervivencia fue significativamente mayor para los casos de tipo
intestinal (p=0.01). La supervivencia al final del estudio fue de 57.41% para los

casos de tipo intestinal y del 25% para los de tipo difuso.
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Figura IV.19. Supervivencia y clasificacién de Lauren.
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- Supervivencia en funcion de la infiltracion tumoral.

Los casos con afectacion de la capa serosa tuvieron peor pronéstico de
forma significativa (p=0,001). Los casos T1 tuvieron una supervivencia al final del
estudio del 100%, los T2 del 80% y los T3 del 36.07%. Las supervivencias a los
24 meses fueron del 100% para los T1y los T2, y del 50.8% para los T3.
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Figura IV.20. Supervivencia e infiltracion parietal (T).
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- Supervivencia en funcién de la presencia de adenopatias tumorales.

La presencia de adenopatias tumorales disminuyd la supervivencia de

forma altamente significativa (p=0,0000). Por otra parte, los casos con mas de

tres adenopatias afectadas tuvieron menor supervivencia que aquelios casos con

menos de tres adenopatias afectadas, de forma significativa (p=0.01).

Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada
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Figura IV.21. Supervivencia y Adenopatias.
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Figura IV.22, Supervivencia y nimero de Ganglios.
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- Supervivencia en funcién del Estadio tumoral.

Los casos en estadios mas avanzados tuvieron peor pronostico de forma
altamente significativa (p=0,0000). Los casos en estadio | tuvieron una
supervivencia al final del estudio del 100%, en estadio Il del 62.5% y en estadio
lil del 23.81%. A los 24 meses las supervivencias fueron del 100%, 87.5% vy

35.71% para los estadios I, Il y lll respectivamente

1.0 = .
8 -
6 T |
@ .
3 -
E [ Y1)
S -
E 4 pE
o Sunsenapnyaonans -
@ - LF)
. Srereene HUT .
g Basvavuansans -
.g 2 * EIN
§ < E
& 00 i i i i . . - E.l
0 10 20 30 40 50 80

Tiempo (meses)

Figura [V.23. Supervivencia y Estadio.
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- Supervivencia en funcién de la técnica quinirgica.

Las diferencias de supervivencia para gastrectomia subtotal vy

gastrectomia total no fueron significativas (p=0.3). La supervivencia para ias

gastrectomias polar superior o eséfagogastrectomia fue significativamente menor

que para las ofras técnicas (p=0.04).(Fig. IV.24)

Supervivencia acumulada

00
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Tiempo (meses)

Figura IV.24. Supervivencia segun tipo de reseccion.
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4.- Resultados de la Citometria de Flujo
4.1.- Ploidia, Fase Proliferativa

.Tumores Diploides: treinta y nueve casos (50%) tenian histogramas que

fueron valorados como diploides. Se dividieron en dos grupos (Fig.1V.25):
- Tumores Diploides con Fase proliferativa normail:

Los tumores valorados como diploides normales fueron 23 casos
(29.48%). La media del indice de ADN fue de 1.06+0.12. La media de la fase S
fue de 14.61£1% vy la del coeficiente de variacion de 8.512.9.

- Tumores Diploides con Fase proliferativa alta:

Los histogramas diploides con fase proliferativa alta fueron 16 casos
(20,51%). La media del indice de ADN fue de 1.02+0.10. La media del coeficiente
de variacion fue de 7.71£1.7. La media de la fase S fue de 30.8+1.3%.

. Tumores Aneuploides

Los histogramas aneuploides fueron 39 casos (50%). La media del indice
de ADN ha sido de 1.610.5. La media de los coeficientes de variacién fue de
8.413.6.

| S elevada
41%
ANEUPLOIDES: .21 DIPLOIDES
50% : 50%
| S normal
59%
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4.2.- Correlacion de la Ploidia con los Datos Clinicopatolégicos.

Los datos correlativos se muestran en la Tabla lll. La edad (p=0.3), tiempo
de evolucion (p=0.24) o sintomas clinicos (p=0.5), no se asociaron con el
contenido en ADN. El sexo de los pacientes tampoco mostré diferencias
significativas en relacién a la ploidia, aunque las mujeres tuvieron tumores

aneuploides en un 60.7% y los varones en un 44%.

—

Bl Diploide . Aneuploide ‘

Figura IV.26.- Distribucion Ploidia-Sexo.
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TABLAII

VALORACION DE LA PLOIDIA
FACTORES Diploides (%) | Aneuploides (%) p Significacién
Edad <65 47 53 0.3 n.s.
>B5 533 46.7
Sexo V 56 44 023 n.s.
M 383 60.7
Loc. Tumoral
Prox. 545 455
Med. 39 61 05 n.s.
Distal 53 47
TamafioTumeor
<4 cm. 40 60 03 n.s.
>4 cm. 543 457
Tipo Macrosc.
Ulcerado 40 60
Vegetante 67 38 0.1 n.s.
Infiltrante 583 417
Diferenciacion
Bien 385 61.5
Moderada 567 433 04 n.s.
Poca 46 .4 5386
Lauren
Intestinal 52.8 47 2 06 ns.
Difuso 44 56
infiltracién
T 57 43 0.8 n.s.
T2 44 4 558
T3 50 50
Adenopatias
No 625 375 0.07 m.s
Si 413 58.7
Estadio
i 50 50 03 n.s.
il 625 375
1] 42.9 57.1

|
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Desde el punto de vista macroscépico, ni el tamano del tumor (p=0.3), ni
la localizacion tumoral (p=0.3), se relacionaron con la ploidia de forma
significativa, aunque los tumores localizados en el cuerpo gastrico, fueron con
mas frecuencia aneuploides (Fig. IV.27).
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Antro Cuempo Fundus-Cardias

Figura IV.27 - Localizacion tumoral y Ploidia.

No se encontré una correlaciéon significativa entre el tipo tumoral y la
ploidia (p=0.1), aunque los tumores vegetantes mostraron escasa tendencia a

la aneuploidia (33.3%), frente a los ulcerados (60%) e infiltrantes (41.7%).(Fig.
IV.28).

B Divloides ] Aneuploiies }

Ulcerado Vegetante Infiltrente

Figura IV.28.- Tipo tumoral y Ploidia.
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Los tumores bien diferenciados fueron con mayor frecuencia aneuploides
(61.5%) que los poco diferenciados (53.6%), pero no hubo diferencias

significativas (p=0.4), como se representa en la figura IV.29.

0~ . —
Bien difersn. Mod. difecen.  Poco diferen.

Figura IV.29 - Grado de diferenciacion y Ploidia.

La clasificacion de Lauren (p=0.6), el grado de infiltracion tumoral (p=0.8)

y el estadio tumoral (p=0.3) no guardaron correlacion con la ploidia.

Il Dipbides . Aneuploides ‘

0y e \
Estadio | Estadio 1| Estadio Il

Figura IV.30 - Estadio T.N.M. y Ploidia.
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La afectacidn ganglionar se asocié con mayor grado de aneuploidia de
manera casi significativa (p=0.07). Asi las muestras con afectacion ganglionar
fueron aneuploides en un 58.74%, y las muestras sin afectacién ganglionar lo
fueron en un 37.5%, como se representa en la Figura 1IV.31. El numero de

ganglios afectados no se relacion¢ con la ploidia (p=0.6).

Figura IV.31.- Adenopatias y Ploidia.

4.3.- Correlacion de la Fase "S" con los Datos Clinicos y Patolégicos

Con respecto a la fase proliferativa, los tumores diploides localizados en
el cuerpo gastrico, mostraron con mayor frecuencia una fase S elevada en
relacion a los situados en los tercios proximal o distal con significacion

p=0,01.(Figura IV.32)
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Antro Cuerpo  Fundus-Cardias

Figura V.32 -Localizacion tumoral y fase S.

Los tumores de mayor tamafno mostraron una fase S elevada con mayor
frecuencia que los mas pequefios, de forma significativa (p=0,01) . El resto de las
variables no se asocié de forma significativa con la presencia de una fase S
elevada (Tabla V). La fase proliferativa de los tumores (21.6£1.1%) fue mas alta

que la de los controles no tumorales (16.612.8%).

— |
B sSnomal || Selevada

Figura IV.33.- Tamafio tumoral y fase S.
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TABLA IV

VALORACION DE LA FASE PROLIFERATIVA "S"

VARIABLES

EDAD 0.6 n.s.
SEXO 0.5 n.s.
TAMANO TUMOR 0.01
LOCALIZACION 0.01
DIFERENCIACION 0.6 n.s.
INFILTRACION 0.6 n.s.
ADENOPATIAS 0.8 n.s.
LAUREN 0.9 n.s.
SUPERVIVENCIA 0.4 n.s.
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4.4.- Supervivencia Y Pronéstico

La supervivencia para los pacientes con tumores aneuploides fue
significativamente menor que para los casos diploides (p=0.04). Actualmente
permanecen vivos el 35,9% de los casos aneuploides y el 58,9% de los casos
diploides. A los 24 meses la supervivencia fue del 69.23% para los casos

diploides y del 53.85% para los casos aneuploides.
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Figura IV.34.- Supervivencia y ploidia.

Al analizar la supervivencia de los tumores distales en funcién de la
ploidia, se observa una diferencia significativa (p=0.03). Los tumores distales de

tipo diploide tuvieron mejor supervivencia que los aneuploides de la misma

localizacion.(Fig. IV.35)
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Figura I1V.35. Supervivencia y ploidia, para tumores distales.

La supervivencia para los tumores diploides en funcién del valor de la fase

S no mostro diferencias significativas (p= 0.5).
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Figura IV.36. Supervivencia y fase S.
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5.- Analisis Multivariado

En los andlisis estadisticos se observa una estrecha relacién de la
supervivencia con el estadio tumoral (p=0.0000), {a presencia de adenopatias
tumorales (p=0.0000) y numero de ganglios afectados (p=0.01), la afectacién de
la capa serosa (p=0.001), el tamario tumoral (p=0.001), el grado de diferenciacion
(p=0.02), la clasificacién de Lauren {p = 0,01), el tipo de reseccion gastrica
(p=0.04), 1a ploidia (p=0.04) y, finalmente, la localizacion tumoral (p=0.05). En el
andlisis multivariado, el estadio tumoral (p=0.0009), |a presencia de adenopatias
(p=0.01) y la ploidia {p=0.08) son las variables que tienen mas influencia sobre
fa supervivencia (TABLA V).

TABLA YV
SUPERVIVENCIA.,

Variables - - -+ | Probabilidad (UWMM

Estadio tumoral 0.0000

Presencia de adenopatias 0.0000

Numero de adenopatias 0.01

infiltracion (T) 0.001

Tamano tumoral 0.001

Clasificaciéon de Lauren 0.01

Grado de diferenciacion 0.02

Ploidia 0.04

Tipo de reseccion gastrica 0.04

Localizaciéon tumoral 0.05 ]

Variables © ' R Proba_bilidad' (Multivariado) ~ - 4
| Estadio 0.0009

Presencia de adenopatias 0.01

Ploidia 0.08
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DISCUSION
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En las ultimas décadas se ha producido una disminucién en la incidencia
de CG a escala mundial si bien las cifras de supervivencia han variado muy poco
(208297 De ahi que se sigan investigando los factores que intervienen en el
prongstico. Durante estos anos se han analizado un gran numero de factores
clinicos, patologicos y terapedticos, buscando determinar su influencia en el
prondstico del cancer gastrico. Hasta el momento, los resultados de estos
estudios, sin duda abundantes, no son totalmente homogéneos v,
frecuentemente, son contradictorios, tanto cuando se comparan unos con otros,

como cuando se comparan entre si.

Los factores mas frecuentemente analizados son: la edad y el sexo, la
clinica y el tiempo de evolucién, la localizacion y el tamano tumoral, el tipo
histologico y el grado de diferenciacion celular, el estadio y, finalmente, la actitud
terapéutica, tanto en relacién a la técnica quirdrgica como a la asociacion de

tratamientos coadyuvantes.

En este estudio, se ha pretendido determinar la importancia pronédstica de
estos factores sobre un grupo de pacientes con carcinoma gastrico intervenidos
con intencién curativa entre 1986 y 1992. Ademas, hemos estudiado |a
importancia de la determinacién, mediante Citometria de flujo, del ADN tumoral
y la fase proliferativa "S", correlacionando los datos con los otros factores
prondsticos. Finaimente, hemos intentado, mediante el uso de test estadisticos

multivariados, conocer la importancia prondstica de los distintos factores.

En la discusidén de nuestros resultados seguiremos, por tanto, este

esquema de exposicion.
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A.- Discusion general de la serie

Los datos descriptivos de nuestra serie, son semejantes a los referidos
en ofros trabajos. En cuanto a la edad del diagndstico, se observa que
actualmente es superior a la referida en la década 1940-1950 ?*® siendo en
nuestros pacientes de 87.2 anos. La distribucion por sexo muestra una
preponderancia del sexo masculino con una relacion de 1.8:1 con respecto al

sexo femenino, como ya ha sido publicado®®®.

La sintomatologia clinica se ha manifestado fundamentalmente como dolor
abdominal o dispepsia inespecifica, siendo menos frecuente la anemia o
hemorragia como muestran otras series (1%62%.21%  Casj el 80% de nuestros

pacientes fueron diagnosticados antes de 6 meses del inicio de |a sintomatologia.

La localizacién tumoral ha seguido una distribucidén con predominio antral
(62.8%) pero con una frecuencia de situacion corporal del 26.9% y en cardias-
fundus del 16.7%. Estos datos son concordantes con otras publicaciones en la
que se pone de manifiesto un aumento de frecuencia para los tumores situados
en la porcién proximal del estomago!”’#'"). El tamafio tumoral medio de nuestra
serie fue de 5 cm, observando que estaba en relacion con la profundidad de

invasion, la presencia de adenopatias y el estadio tumoral.

El tipo tumoral segun la clasificacién de Borrmann™, ha mostrado un
predominio de los tumores ulcerados seguido por los de tipo polipoide e infiltrante

coincidiendo con otros datos ya publicados®2'2),
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Para el estudio histolégico se ha seguido la clasificacién de Lauren(®
(intestinal y difuso), que sirve de base a la mayoria de los trabajos, debido a la
buena correlacion con la diferenciacion y con el prondstico. Asi, el tipo intestinal
suele asociarse con buena diferenciacion y el difuso con los mal
diferenciados™®. En esta serie se encuentran un 67.9% de tipo intestinal y un
32.1% de tipo difuso, con un 64% de tumores moderadamente o bien
diferenciados y un 36% de tumores poco diferenciados. Estos datos contrastan
con los de Armstrong y Elias, que muestran una mayor incidencia de las formas

menos diferenciadas'®8?).

Respecto al grado de infiltracién tumoral, encontramos 62 casos (79.5%)
con afectacion de la serosa, 9 casos con infiltracion hasta la capa muscular
(11.5%) y 7 limitados a la mucosa (8.9%). El niumero de pacientes con metastasis
ganglionares fue de 47 (60.2%). De acuerdo al estadiaje segun la clasificacion
T.N.M.® el 15 4% de nuestros pacientes estaba en estadio |, el 30.8% en

estadio Il y el 53.8% en estadio lli, encontrandose estas cifras dentro de los
 limites de las series publicadas en Occidente®'4?152'®) £n |as series Japonesas,
sin embargo, predominan los casos menos avanzados, Hlegando el numero de

pacientes con cancer gastrico precoz hasta un 40-80%%'",

Al analizar la supervivencia de nuestra serie en funcion de los datos
recogidos, no hemos encontrado diferencia entre los grupos de mayor o menor
edad (p=0.43), aln cuando los pacientes menores de 65 afos tuvieron mejor
supervivencia que los mayores de 65 afos. La literatura muestra controversia al
respecto. Se ha afirmado que: la edad no tiene influencia en el prondstico del
CGU"%®®  que la supervivencia es menor en pacientes jovenes que en
ancianos™? y también lo contrario'®. En nuestra casuistica habia solamente
cinco pacientes menores de 50 arios, 10 que podria explicar la falta de diferencia

en |a supervivencia.
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En relacion al sexo no hemos recogido diferencia de comportamiento
prondstico. Un estudio de Armstrong® muestra mayor supervivencia, de forma
significativa, entre las mujeres, mientras que el trabajo de Moertel refleja unos
mejores resultados en los varones®*'® Finalmente, otros trabajos no describen

diferencias de la supervivencia en relacién al sexo'#5145218)

En cuanto al tiempo de evolucién de la sintomatologia, su influencia en
el prondstico es controvertida. Barber observa mayor sobrevida en pacientes con
sintomatologia superior a seis meses®® y Meyers™ y Holburt'®" por el
contrario, encuentran peor prondstico. En nuestra serie coincidimos con los

grupos que no sefialan diferencias en relacion con el tiempo de evolucion(®108173)

Respecto a la sintomatologia, tampoco hemos observado diferencias
evolutivas, si bien los portadores de dolor como sintoma predominante, tuvieron

mayor supervivencia, como ya se ha sefialado%®.

Los factores relacionados con el tumor son los de mayor importancia
prondstica, especialmente en relacion a la localizacién, el tamaiio, el tipo
tumoral, el grado de diferenciacion, el tipo histoldgico, la invasion parietal,

la presencia de adenopatias y su nimero y el estadio tumoral.

La localizaciéon tumoral en el antro gastrico supone una mejor
supervivencia de forma significativa, como recogen las series de Delgado!®,
Calpena® Diehl®® Moreno'®®" y Lavin'®?._ Nuestros datos mostraron el mismo
resultado. Algunos autores han explicado este hallazgo en base a que los
tumores distales tendrian una sintomatologia mas precoz, o bien a la mayor

facilidad para |a extensién linfatica de los tumores mas proximales (7885223

El tamaiio tumoral medio de esta serie fue de 5 cm.. Hemos encontrando
peores indices de supervivencia, de forma significativa, para los tumores mayores
de esta cifra (p=0.001). Las series consultadas sefialan una relacidn inversa,

estadisticamente significativa, entre el tamafio tumoral y la supervivencia. Sin
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embargo, hay grandes diferencias respecto a los intervalos de medida que
marcan la diferencia pronéstica. Asi, Maruyama®* lo sefiala para los tumores
menores de 2 cm. con respecto a los mayores de 4 cm., y Baba®® para los
tumores hasta 8 cm. y mayores de 12 cm. Sin embargo, otros estudios no
encuentran relaciondel tamario tumoral con la supervivencia’®#4_El tamario del
tumor esta en relacién con la profundidad de la invasién y con ia posibilidad de
metastasis linfaticas. Asi, en nuestra serie, el 100% de los tumores mayores de

4 cm. eran T3 y el 67.4% tenian adenopatias positivas.

En cuanto al tipo macroscépico de tumor, en general se describe una
mayor supervivencia en los tumores ulcerados y vegetantes, respecto a los de
tipo infiltrante®?®, No obstante, las series de Deigado Gomis™ y Arveux?®®no
encuentran influencia del tipo tumoral sobre el prondstico. En nuestra serie no se
han constatado diferencias significativas de la supervivencia en relacion al tipo
tumoral. Es importante sefalar que en nuestra casuistica fueron excluidos los
pacientes con tumores grado IV de Borrmann por considerar que no se realizaba
exéresis con intencién curativa. Este dato, podria variar la influencia de los

tumores infiltrantes en el pronéstico.

En relacién al grado de diferenciacién tumoral, encontramos una
supervivencia significativamente mayor en los tumores bien diferenciados con
respecto a los poco diferenciados (p=0.02), al igual que otros autores!7886.87.144)
No obstante, otras publicaciones no muestran influencia significativa del grado
de diferenciacion®'®_E| factor subjetivo que caracteriza a estos criterios, podria
influir en los resultados. De hecho, el hallazgo en nuestra serie de mejores
indices de supervivencia en los casos moderadamente diferenciados sobre los

bien diferenciados, podria ser explicado de esta manera.

La supervivencia para los pacientes con tumores de tipo intestinal en la
clasificacion de Lauren®, fue significativamente mayor que para los de tipo
difuso (p=0.01), como muestran las series de Mufioz!®*? Davessar®? y

Hermanek!®*"), Este Gltimo autor, encuentra que la influencia prondstica de la
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clasificacion de Lauren es mayor en los casos mas avanzados. En nuestra serie,
la mayor frecuencia del tipo difuso (40.4%) fue para los tumores en estadio HI,
frente al 16.7% para el estadio I. Dato semejante al sefialado por Iriyama®?, que
sugiere que el carcinoma gastrico de tipo difuso es una forma avanzada de
enfermedad, relacionada con la profundidad de la invasion de la pared. Algunos
estudios no han encontrado valor prondstico a la clasificacién de Lauren,
justificando este hecho por que la utilizacion de amplios margenes de reseccion

quirtrgica en los tumores difusos supondria el control local del proceso®*2%4),

También, hemos encontrado una clara relacion entre la clasificacion de
Lauren y el grado de diferenciacion tumoral, al igual que Yu® y Haugstvedt!#”,
de tal forma que el 72.6% de los tumores difusos eran poco diferenciados,
mientras que solo lo fueron el 18.7% de los intestinales. Estos hallazgos

explicarian también las diferencias de supervivencia encontradas.

La invasién en profundidad de la pared gastrica es un factor pronéstico
de primer orden. En nuestra serie, hemos obtenido una significativa relacion entre
la supervivencia y el grado de crecimiento parietal (p=0.001), al igual que han

sefialado otros autoreS(T9,85,86,87.229,234.235,236,237,238]

De la misma manera, la
afectacion ganglionar se acompafa del maximo valor prondstico (p=0.0000),
como sefalan las series citadas. Existe también una significativa relacion
pronéstica en funcién del niumero de ganglios afectados (p=0.01), de tal manera
gue la supervivencia tardia pasa del 45 al 10% en funcién de que el numero de
ganglios afectados sea menor o mayor que tres. Otros autores han obtenido los
mismos hallazgos78%622 Mendes de Almeida®? publica, recientemente, un
trabajo en el que propone grupos de diferente pronéstico en funcién del numero
de ganglios afectados y de la proporcién ganglios totales/ganglios afectados,

independientemente de la localizacion de las adenopatias.

Finalmente, como consecuencia de los datos antes referidos, el estadio

tumoral, de acuerdo a la clasificacién T.N.M., es un criterio de valor pronédstico
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absoluto (p=0.0000), coincidiendo nuestros resultados con los descritos en otros
estudi0s(79,85,88,87.229,234,235.236.237,238)

La técnica quirargica ha obtenido también valor prondstico en este
estudio (p=0.04). Al igual que otros autores®'®1472%) hemos obtenido una
supervivencia claramente superior en el grupo de los pacientes tratados con
gastrectomia subtotal, que en su mayoria corresponden a portadores de tumores

localizados a nivel antral.
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2.- Discusion de la Citometria de Flujo

En los Ultimos afos se vienen realizando numerosos estudios de citometria
sobre tumores soélidos como herramienta para deteccidon y como potencial
indicador del pronéstico®®. La principal aplicacion clinica de la citometria en el
campo de los tumores sélidos, es el estudio del contenido de ADN y el ciclo
celular, relacionando la aneuploidia y la presencia de una fase proliferativa "S"
elevada con una supervivencia pobre, mayor riesgo de recidiva y menor intervaio
libre de enfermedad!'®. Asi, se ha confirmado para el carcinoma colorectal®®
de mama®" de vejiga®?, de prostata®® el melanoma®¥, de ovario y de
endometrio®® Parece haber una correlacion mas débil, que se continda
estudiando, en los tumores del sistema nervioso®® de pulmén®”, de tiroides®®,

de pancreas'®®y otros.

En cuanto al carcinoma gastrico, hay datos contradictorios en las series
publicadas respecto a la correlacion entre los datos anatomopatoldgicos, la

supervivencia y el analisis del contenido de ADN y fase S #01:206:260261,262,263)

En los estudios publicados se ha puesto de manifiesto una cierta falta de
acuerdo en cuanto a la metodologia y a la interpretacion de los histogramas , lo
que puede suponer un impedimento para un amplio uso de la citometria de
flujo®®¥. En los ultimos afos se trabaja en la direccidén de la unificacion de
criterios y aplicacion de controles de calidad estandar®®, habiéndose lievado a

cabo Conferencias de consenso para algunas patologias®@®2%").
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Quizas los aspectos mas importantes se refieran al uso de material fresco
o parafinado, a la técnica de laboratorio, a la interpretacion de los
histogramas y al uso de técnicas estaticas o dinamicas para el estudio

celular.

El tipo de material tumoral, fresco o parafinado, ha sido objeto de
discusion, por el riesgo de que la mayor cantidad de detritus celulares pudiera
alterar el histograma y el valor de la fase proliferativa. Sin embargo, los trabajos
de Hedley demostraron la viabilidad de las muestras parafinadas solucionando
el problema de los detritus celulares!®42%) | a utilizacion de material parafinado
permitiria el estudio de grandes series de pacientes con caracteristicas clinicas,
histoldégicas y evolutivas conocidas. Este dato tiene gran importancia en el
estudio de tumores poco frecuentes, en los que es dificil reunir un grupo de
pacientes suficientemente numeroso para ser estudiado de forma prospectiva con
CMF (268

La seleccidn del tejido parafinado a analizar puede realizarse tras la
evaluacion histologica de los blogues seleccionados. Asi, es posible escoger las
mejores areas de la muestra tumoral®®. Se ha comprobado la buena
preservaciéon morfoldgica de los nucieos obtenidos de material parafinado,

mediante centrifugado de la suspension nuclear®?

En el caso de muestras en fresco, la biopsia puede ser demasiado
pequefia o0 no representativa y el patdlogo puede no estar seguro de que el
material elegido contenga células tumorales con relevancia diagnostica®®). Sin
embargo, el uso de material parafinado tiene también algunas limitaciones. La
fijacion con formol disminuye la fluorescencia del ADN nuclear, pudiendo
dificultar la obtencién del estandar diploide®®®. Los coeficientes de variacién de
los histogramas pueden ser algo mayores que los obtenidos utilizando material
en fresco, haciendo el estudio del ciclo celular menos preciso®®. El citoplasma
y la membrana celular se pierden durante la preparacion, limitando las

caracteristicas celulares que pueden ser evaluadas'?®®,
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Pese a estas limitaciones, los estudios comparando resultados del analisis
de muestras pareadas, utilizando material parafinado frente a material en fresco,
han obtenido resultados equivalentes para ambos tipos de muestra®2™®
Recientemente Dressler ha comprobado la concordancia del contenido de ADN
de muestras parafinadas estudiadas por citometria de flujo, con la técnica de

Hedley, con el analisis citogenético®"!,

El andlisis de muestras en fresco parece proveer de mayores posibilidades
de estudio utilizando marcadores biogquimicos y superioridad en |a valoracion de

la fase S?7

Un tema controvertido es la eleccion del método de laboratorio para el
manejo de las muestras tumorales. Vindelov!™™ mejoré la técnica de material en
fresco evitando la fijacion en etanol y utilizando espermina y dimetilsulfoxido que
permiten |la congelacion de las muestras a -80°C. Recientemente se ha descrito
un método que utiliza formol y subtilisina-Calsberg sin desagregacion ni
centrifugacion que parece obtener mejores resultados en la medicion de la fase

S y en la deteccion de aneuploidias®®!

El método de Hedley supone la utilizacién de pepsina para digestion
enzimatica, afirmando algunos autores que la tripsina obtiene menor presencia
de detritus celulares®™. En este trabajo se ha utilizado el método de Hedley

modificado por Garcia R. et al?™®.

Como colorante para la tincién del ADN se utilizé loduro de Propidio,
procedimiento descrito inicialmente por Crissman y Steinkamp!'®” y que con
diversas modificaciones se ha convertido en el fluorocromo mas utilizado en
todos los trabajos'®®. Entre sus ventajas se encuentran su gran estabilidad, su
excitabilidad por un laser de argon estandar y 1a produccién de histogramas con
bajo coeficiente de variacion. Se han utilizado también el bromuro de etidio y el
naranja de acridina, entre los fluorocromos intercalantes. Entre los no

intercalantes, se han descrito procedimientos que usan la Mitramicina,
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Chromomicina, Hoechsts 33342, DAPI y otros®"®.

Se ha discutido el tipo de fijador y el tiempo de fijacién de las muestras,
puesto que una mala fijacién puede acarrear alteraciones en el ADN. Wresto
afirma que el mejor fijador es el formol frente a la solucién Bouin o B5#@"
Esteban'®® describe menos alteraciones en la muestra si el tiempo de fijacién es
menor de 24 horas. En el presente estudio se ha utilizado formol como fijador
durante 24 horas al tratarse de piezas de reseccion quirurgica. Se comprobd la
presencia de células tumorales mediante citoespin y la preservacién nuclear

mediante tincién con azul Tripan.

La definicién de criterios para la interpretacion de los histogramas es

objeto de continua discusién en funcién de la terminologia utilizada por cada

laboratorio o grupo y la variabilidad de los valores normales!'%.

En 1984 Hiddeman y cols. definieron el Indice de ADN como el resultado
de dividir el valor del pico G0-G1 de la muestra y el valor del pico GO-G1 del caso
control®4. Los indices de ADN iguales a 1, reflejarian muestras diploides y los
distintos de 1, muestras aneuploides. Pese a la claridad de este criterio, se ha
observado una no despreciable variabilidad interlaboratorios en la valoraciéon
numérica'®. Algunos autores han sugerido el uso de otros conceptos de tipo
citogenético, como los de hipo o hiperploidia, para la mejor comprension del

histograma. Sin embargo Shankey®® desaconseja el empleo de estos términos.

El problema de la variabilidad de resultados en funcidén de la
heterogeneidad intratumoral, ha sido estudiado particularmente en el cancer de
mama®™. En el cancer gastrico®®#" se ha observado que la mayor variabilidad
celular estaria presente en |los tumores avanzados y, sobre todo en las capas
profundas. En consecuencia, se ha sugerido que las muestras superficiales
deben ser evaluadas cuidadosamente y se haria necesaria la utilizaciéon de
muestras multiples para evitar pasar por alto poblaciones aneuploides®?®?. El

problema se acentua, al comprobar gue no existe concordancia de la
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heterogeneidad histoldgica con la del ADN nucleart, siendo por tanto dificil 1a

valoracion morfoldgica de la muestra.

Para obviar estos inconvenientes, en el presente trabajo se han
practicado, por un lado, el analisis repetido de las muestras (8 casos)
comprobando la concordancia de los resultados y la reproductibilidad del método
y, por el otro, se han utilizado controles de mucosa gastrica normal, como
recomienda Shankey?®* y como control interno de ploidia se utilizaron linfocitos

normales?®,
Para el estudio de nuestra serie se han establecido los siguientes criterios:

a.- Indices de ADN entre 0,9 y 1,2 se han considerado diploides, ya que
cuando se mezclan estas muestras con los controies, el pico diploide se obtiene
en el mismo canal. La variacién de canal de una misma muestra oscila en torno
al 10%.

Las muestras con indices de ADN de 1.1 pero con dos picos separados
G0/G1, fueron considerados aneuploides®®. Con este criterio se obvian las
muestras "casi diploides” que en el presente trabajo se agrupan dentro de las
diploides.

b.- El coeficiente de variacion de las muestras diploides normales se situa,
como media, alrededor del 8%, coincidiendo con los valores recomendados en
la literatura®®®. Los coeficientes de variacion altos pueden afectar la valoracion
de lafase S y del pico GO-G1. Las muestras tumorales pueden tener coeficientes
de variacion mayores por la presencia de varias poblaciones celulares. En los
casos con coeficiente de variacion elevado se procedid a repetir la muestra,
desechando el caso si no hubiese material suficiente para la repeticion. Si se
observan dos picos claramente diferenciados objetivamente, el histograma se

considera valorable a pesar del coeficiente de variacion elevado.
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Otra cuestion controvertida, se refiere a la eleccion entre la citometria
estatica, en la que se examina un pequefio numero de células con tincidén de
Feulgen, y la citometria dinamica. Algunos estudios publicados sobre carcinoma
gastrico realizados mediante citometria estatica(?58269260261.262) o6 han
comparado sus resultados con la citometria de flujo, muestran resuitados

semejantes®®?.

Aplicando los criterios expuestos anteriormente, se obtuvieron 39 muestras
aneuploides {50%) y 39 diploides (50%). Los casos diploides se agruparon en
diploides con fase S normal, 23 casos (29.5%) y diploides con fase S elevada, 15
casos (19.2%). Las cifras de aneuploidia para material parafinado osciian en las

series publicadas entre el 34 % y e| 72% 292,

En cuanto a la correlacion de las caracteristicas macroscopicas e
histolégicas del tumor con la ploidia o la actividad proliferativa, existen datos

contradictorios.

lL.a localizacién del tumor en las zonas proximal, media o distal del
estémago no guarda relacion con la ploidia segun Filipe?®® y Lee®®. Otros
autores si encuentran correlacion entre la localizacion proximal y un mayor grado
de aneuploidia (Nanus®® Baretton®®? Tsushima®)). En la presente serie, no
se encontrd asociacion significativa entre localizacion tumoral y ploidia, si bien
los tumores proximales fueron con mas frecuencia aneuploides. Hemos
observado que los tumores distales diploides tuvieron una supervivencia
significativamente mayor que los aneuploides. Nanus describe l0s mismos
hallazgos® en una serie de 27 pacientes, sugiriendo distinta actitud terapéutica

para los tumores distales aneuploides.

Los tumores de tipo vegetante tuvieron menor tendencia a la aneuploidia
que los infiltrantes o ulcerados, aunque no de forma significativa. Pocos autores

estudian el tipo macroscépico como variable. Unicamente Tsushima®” ha
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observado, como nosotros, que los tumores ulcerados son con mayor frecuencia
aneuploides.

No hubo correlacién de la ploidia con los tipos intestinal y difuso de Ia
clasificacion de Lauren. Filipe®® y Baretton® constatan aneuploidia
significativamente mayor en los tumores de tipo intestinal que en los difusos.
Petrova y Wyatt®®" reportan datos similares pero no significativos, y
Ballantyne®, Tosi?* y Suh®® no refieren ninguna correlacién con el tipo

histolégico.

Los datos relativos al grado de diferenciacion no revelaron la presencia de
una asociacion significativa con el contenido de ADN, aunque los tumores bien
diferenciados tuvieron mayor tendencia a la aneuploidia. En sus respectivas
series, Korenaga?, Filipe®® y Lee®® encuentran que los tumores
moderadamente y bien diferenciados tienen mayor tendencia a la aneuploidia.
Por el contrario Suh®® observa mayor aneuploidia en los tumores poco
diferenciados y Baretton®? ngo encuentra correlacion entre la ploidia y el grado

histologico.

Con respecto a la profundidad de infiltracion tumoral, Lee®®® vy
McCartney®" no observan correlacion significativa con la ploidia mientras que
Rugge®® y Kimura®®® relacionan la aneuploidia con mayor infiltracion y un
estadio mas avanzado. Nuestros resultados no mostraron correlacién del grado

de invasion parietal con la ploidia.

L.a presencia de adenopatias tumorales se asocié¢ en nuestros pacientes,
con un elevado grado de aneuploidia, de manera casi significativa (p = 0.07), con
respecto a los tumores sin invasion ganglionar. Nanus®® Kimura®®® y
Yonemura'®" obtienen en sus series los mismos resultados, mientras que Lee®*®
y McCartney®" no encuentran ninguna correlacién entre ia ploidia y la afectacién
ganglionar.
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Finalmente, no hemos comprobado que exista relacién significativa entre
la ploidia y el estadiaje tumorai, como ha sido comunicado en ofras

serieg!201:202.260)

La valoracién de la fase proliferativa "'s™ en el cancer gastrico, esta sujeta
a controversia. Se ha publicado [a superioridad de las muestras en fresco, para
la valoracion del porcentaje de células en fase proliferativa®®?, debido a la menor
presencia de defritus celulares. También, se ha discutido la dificultad de la
valoracion de la fase "S" en los tumores aneuploides en funcion de |a existencia
de una gran poblacidon aneuploide en la fase GO/G1 cuyo pico citométrico
habitualmente se solapa con ia fase S del pico diploide. Por otra parte, la
presencia de coeficientes de variacidbn anchos puede enmascarar un pico

aneuploide de poca magnitud en la fase S del primer pico®2,

Shankey propone que, dada la gran variabilidad que se observa en los
diferentes laboratorios, se especifiquen claramente las técnicas utilizadas y los
valores normales, medios y altos de la fase S para los tumores diploides y

aneuploides™®.

En nuestra serie, se obtuvo un valor de la fase "S" de 16.612.8% para los
controles de mucosa gastrica normal, y de 21.6+1.1% para la totalidad de los
tumores. El valor mas alto se obtuvo para los tumores diploides con fase "S"
elevada (30.711.3%) con diferencias significativas respecto al grupo control y al
grupo de tumores diploides con fase "S" normal (p<0.001). Iguales resultados
obtiene Danova en una serie de 42 casos de CG realizados con material

parafinado®?.

Al examinar los valores de la fase "S" de los tumores diploides, hemos
observado que los tumores situados en la porcion distal del estdbmago tienen los
menores valores, con diferencias significativas respecto a los situados en la
porcién proximal, o en la porcibn media. Asi mismo, se ha encontrado una

diferencia significativa de los valores de la fase "S" en los tumores con tamano
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mayor de 4 cm. con respecto a los menores de 4 cm. (p<0.01 ). Sin embargo, no
se ha encontrado relacidon con otras caracteristicas histolégicas ni con la
supervivencia. Estos resultados parecen entrar en contradiccién con los datos
previamente referidos, en los gue se ha encontrado una relacién clara de la
supervivencia con el tamario y la localizacién tumorales. Creemos que podria
explicarse por la metodologia empleada, asi como por el nimero de casos

analizados. Otros autores reflejan estas mismas contradicciones.

Filipe?®® en una serie de 116 casos de CG con material parafinado, no
estudia la relacion de la fase "S" con las caracteristicas histolégicas y no

encuentra relacion con la supervivencia.

Danova®? tampoco observa relacién de la fase "S" con las caracteristicas
histolégicas o con la supervivencia, aunque si aprecia una tendencia de los

tumores con mayor diferenciacion a menores valores de la fase proliferativa.

Lee®™® en una serie de 165 tumores, estudiados en fresco, encuentra una
correlacion significativa de |a fase "S" con el grado de diferenciacion y con la
supervivencia. Sugiere un comportamiento clinico mas agresivo de los tumores

con fase proliferativa elevada.

Ante la dificultad de valoracion de la fase "S", se han realizado varios
estudios utilizando técnicas diversas asociadas al analisis por citometria de flujo.
Yonemura®' utiliza la incorporacion "in vivo" de Bromo-Desoxi-Uridina para
valorar la fase "S" junto con el contenido en ADN. Concluye que los mayores
valores de la fase proliferativa y la presencia de aneuploidia, son indicadores
significativos del prondstico y que la valoracidn de la fase "S" por medio de la

incorporacion de BrdUrd es superior a la obtenida por CMF.

Varios autores han comunicado la utilizacion de Antigeno de Proliferacion
Celular Nuclear (PCNA) como medida mas exacta de la proliferacion
celulart'32133299:34) En estos trabajos se relaciona la proliferacion celular con la

profundidad de invasion, el comportamiento metastasico y el prondstico:
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los tumores con un indice mas elevado, serian los menos diferenciados,
afectarian mas en profundidad la pared gastrica y tendrian mayor posibilidad de
metastasis linfaticas. Iguaimente, se ha utilizado el anticuerpo monoclonal Ki-67
para medir la proliferacion nuclear aunque su eficacia parece menor que la

obtenida con PCNA y no puede usarse con material parafinado!?,

Serian necesarias nuevas y mas amplias investigaciones en este campo
para aclarar el significado de la proliferacién celuiar en el campo de los tumores
solidos y valorar los métodos mas fiables, reproductibles y eficaces para su

valoracion.

Las alteraciones del contenido de ADN celular, parece influir
significativamente en el prondstico. Asi, los casos diploides tuvieron una mayor
supervivencia que los aneupioides de forma estadisticamente significativa
(p=0.04). Encontramos una supervivencia mas alta para los tumores distales de
tipo diploide con respecto a los aneuploides con significacion p=0.03. Estos datos
coinciden con ios de Nanus'?® en una serie de 50 pacientes con cancer gastrico
operable, empleando material en fresco. A la vista de sus resultados, sugiere

distintas actitudes terapéuticas para los tumores distales en funcion de la ploidia.

En las series de Suh®®® Tsushima™®”, Yonemura®", Haraguchi®® y

Kimura®® dtilizando microespectrofotometria, se obtiene una mejor

supervivencia para los tumores diploides. En las series Europeas, por contra, no
encuentran una relacidn significativa: Filipe en una serie de 116 casos,
Ballantyne!®® 56 casos, Macartney®' 56 casos. Stipa®®® considera que el
contenido en ADN puede ser un marcador de enfermedad avanzada, pero no
existe evidencia de su valor pronostico significativo como predictor de
supervivencia a largo plazo en pacientes que han recibido una reseccion radical.
Obtiene una significacion marginal al relacionar la ploidia con la supervivencia,

sobre todo en los tumores distales.

105



Otros autores europeos como Rugge®? o Tossi®”, si han encontrado
relacién entre la ploidia y la supervivencia, aunque solo en algunos estadios.
Baretton®®? encuentra peor supervivencia para los tumores aneuploides sélo en
los casos avanzados con metastasis linfaticas, pero no especifica si se realizd
exéresis curativa. Danova ?* tampoco especifica si se realizé cirugia curativa
en su serie de 42 casos, aunque encuentra peor supervivencia para los tumores

aneuploides.

En el caso del CG precoz, parece mas clara la influencia de la ploidia en
la supervivencia segun algunos autores'?22%2%9) mientras que otros solo la

relacionan con algunos tipos especificos de tumort?523%9)

Con arreglo a los datos obtenidos del estudio estadistico multivariado,
realizado con las variables que habian resultado estadisticamente significativas
en el estudio univariado, las unicas variables con significacion prondstica fueron:
el estadio tumoral, la presencia de adenopatias metastasicas y la ploidia, si bien
la significacién de ésta Ultima se encuentra dentro de los limites marginales
(p=0.08). Sin embargo, ninguna otra de ias variables estudiadas alcanzé ese p

vatlor.

Wyatt?®) encuentra que la ploidia influye en la supervivencia de forma
significativa en el analisis univariado, pero no en los modelos multiples de Cox,
donde la presencia de adenopatias y la afectacion del margen de reseccion

fueron las unicas variabies significativas.

Stipa®®. que obtiene una significacion p=0.08 para la pioidia en el analisis
univariado de [a supervivencia, observa en el estudio multivariade gque el Unico

factor independiente significativo es el estadio tumoral.

Korenaga®? estudia el contenido en ADN de los carcinomas gastricos por
microespectrofotometria, y concluye, tras el andlisis multivariado de la
supervivencia, que la ploidia es un factor pronéstico de primer orden junto a la

profundidad de invasién tumoral y la presencia de adenopatias. Yonemura@®!
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llega a la misma conclusion utilizando citometria de flujo con incorporacion de

bromodesoxiuridina.

En resumen, en nuestro estudio, realizado sobre pacientes con cancer
gastrico sometidos a cirugia curativa, hemos encontrado que los factores
prondsticos mas importantes son el estadio tumoral, la presencia de adenopatias
metastasicas, el nivel de afectacion parietal, el tamafio tumoral, |a clasificacion
de Lauren, el grado de diferenciacion tumoral, la ploidia, el tipo de reseccion
gastrica y la localizacién tumoral. En el estudio estadistico multivariado las
variables significativas fueron el estadio tumoral, la presencia de adenopatias v,
marginaimente, la ploidia. Por tanto, los parametros morfolégicos usados para
valorar el comportamiento del tumor que son de naturaleza subjetiva y cualitativa,
como el grado de diferenciacion, Lauren etc., no son factores pronosticos

independientes, como ya ha sido publicado®®.

En la valoracidn de la ploidia, hemos objetivado un 50% de casos
aneuploides. Los casos diploides con fase "S" elevada han sido el 19,2% y
aquellos con fase "S" normal, el 29.5%. Estos valores se encuentran en los

rangos publicados por otros autores!?":202:206280)

La correlacion de la ploidia con los datos clinico-patolégicos, solo fue
marginalmente significativa en relacion con la presencia de adenopatias, aunque
mostraron mayor tendencia a la aneuploidia los tumores diferenciados, ulcerados,
de tipo intestinal y de localizacidén proximal. El mal prondstico de los tumores
aneuplioides que hemos obtenido, no estaria pues claramente relacionado con
otros factores, sino en funcion de un comportamiento bioldgico diferente. Sin
embargo, existe una gran variabilidad de datos en cuanto a la relacion de la

ploidia con los factores ciinicos e histopatologicos!?0!:202.204.208,.260.262,263,266,287.288)

{ a valoracion de la fase "S", no ha permitido demostrar una relacion con
la supervivencia, y solo se ha asociado con la localizacién y el tamario tumoral.

Probablemente, la utilizacidn de material en fresco y la aplicacién de otras
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técnicas (Brdu, PCNA, Ki 67 etc.) pueda conducir a una mejor comprensién del

valor de la fase proliferativa como predictor evolutivo!'32133.134}

La determinacién de la ploidia tumoral, aportaria una informacion de tipo
bioldgico que podria ayudar a explicar las diferencias de comportamiento
evolutivo de tumores con idénticas caracteristicas clinico-patoldgicas®®®. Asi, en
nuestra serie, los tumores de localizacion distal tuvieron mejor pronéstico si eran

de tipo diploide.

A pesar de los datos contradictorios, ponemos de manifiesto la posible
utilidad del estudio de la ploidia con vistas al tratamiento quirdrgico y
quimioterapico del cancer gastrico: ayudaria a establecer que pacientes pueden
beneficiarse de tratamientos coadyuvantes, de una cirugia mas agresiva y de la
diseccion ganglionar extensa que propugnan los autores Japoneses®®™. Estudios
de este tipo se han llevado a cabo para el cancer de mama, intentando establecer
gue tipo de casos se beneficia de una diseccion ganglionar en funcidén sus

factores de riesgo incluyendo contenido en ADN y fase proliferativa®®?,

En cualquier caso, el uso del andlisis de la ploidia tumoral en el CG, debe
interpretarse  dentro del contexto del estudio de los factores clinicos,
diagnodsticos e histopatologicos, al igual que sucede para la utilizacién de otras

técnicas histoquimicas, ultraestructurales o inmunopatolégicas®®®.
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CONCLUSIONES
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1.- En la serie de pacientes con Carcinoma Gastrico estudiada, ninguno
de los datos clinicos analizados tiene valor pronéstico. El tipo de reseccién

gastrica, influye en el pronostico.

2.- Los factores anatomopatoldgicos con significacién pronédstica
estadistica son: la localizacion y el tamafio tumorales, el grado de diferenciacion,
la clasificacion de Lauren, el grado de afectacidon parietal, la presencia de

adenopatias y su numero y el estadio tumoral.

3.- En el analisis de ADN por citometria de flujo, un 50% de los tumores
son diploides y un 50% aneuploides. Un 59% de los tumores diploides tienen una

fase proliferativa "S" normal y un 41% elevada.

4.- Ninguno de los factores clinicos o patolégicos estudiados se
correlaciona significativamente con la ploidia. Unicamente, la presencia de
adenopatias metastasicas alcanzd un cierto grado de significacion estadistica
(p=0.07).

5.- La actividad proliferativa tumoral se relaciona con el tamafo y la

localizacién del tumor (p=0.01).

6.- La presencia de aneuploidia se relaciona con una peor supervivencia

de forma estadisticamente significativa (p=0.04).
7.- Los valores de la fase proliferativa "S" no influyen en la supervivencia.

8.- En el analisis muitivariado de |a supervivencia, las variables con mayor
significacion estadistica son: el estadio tumoral (p=0.0009), la presencia de
adenopatias (p=0.01) y, marginalmente, |a ploidia (p=0.08).
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CLINICA

—— —_— e
No CASO ~ | EDAD" | SEXO - | "CLINICA | T'EVOL. | SUPERV. 1 EXITUS
1 V.LY. 59 m dispepsia F‘.5 67 no
2 A.G.O. 79 Vv dolor epig. 3 22 Si
3 M.S.H. 79 m dolor epig. 1 | 60 no
4 MM.P. 67 v dispepsia 18 53 no
5 | GHR 67 v hemorragia | 2 48 no
6 G.0.A. 81 m dolor epig. 20 40 no
7 FV.R. 68 m anemia 6 63 no
8 M.G.S. 82 m anemia 2 9 Si
9 (JVH 43 v hemorragia | 3 34 Si
10 | MRE 67 v hemorragia | 12 8 si
11| BMF. 59 v hemorragia | 2 41 no
12 | ED.B. 76 m dispepsia 3 45 no
13 | CRP 72 v hemorragia | 3 39 no
14 | RL.P. 63 v dispepsia 2 1 67 no
15 | EST. 96 v dolorepig. [ 4 40 no
16 | JMO. 48 v dolr epig. 2 7 Si
17 | J.G.S. 72 m anemia 4 20 no
18 | MGM. 80 m dolor epig. 2 51 no
19 | JMG. 80 v dolorepig. |2 12 si
20 | RGS. 74 v _ ]dolorepig. |2 40 | si
21 L.G.G. 75 v dolorepig. |2 48 no
22 | 1.B.B. 74 v anemia 6 44 no |
23 | P.P.E. 85 v dispepsia 4 50 no
24 | ERM. 64 v dispepsia 6 46 no
25 B.E.O. 61 v dolor epig. 12 13 si

26 P.B.E. 60= m dolor epig. 6 68 no
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CLINICA

N° "] "CASO" | EDAD  } SEXO | 'CLINICA | T"EVOL. | SUPERV. | B
SRS St R Tt B P e
| 27 | D.P.G. 75 m dispepsia 1 19 si
| 28| S.G.G. 73 v dolorepig. |2 41 Si
29 | AAC 63 v dolorepig. |2 35 si
' 30 | RM.S. 83 v _| dolorepig. |3 65 no
31 B.H.H. 68 v dispepsia 12 75 no
32 | JNL 76 m dolor epig. 12 27 si
33 | PS.L 65 m dolor epig. | 6 16 si
34 | LS.G 64 m dolor epig. 12 70 no B
35 [ NAM. 63 v dispepsia 84 no
36__| V.G.F. 66 v dispepsia 6 70 no
| 37_| FCZ 66 v dolor epig. 20 70 no
38 F.H.A. 50 v hemorragia | 1 36 si
3¢ | FEA 23 | v _|_hemorragia | 4 72 no N
40 | ARS. 36 v dispepsia 7 80 no
41 | MG.G. 64 v hemorragia | 1 8 Si
42 | L.G.G. 81 m anemia 12 15 Si
43 | LAH 56 m dolor epig. 2 16 Si
44 | J.LS, 49 v dispepsia 1 18 Si
45 | FG.L 80 m anemia 6 g si
46 | APG. 57 v hemorragia | 1 19 si |
47 | OMV. 70 ' dispepsia 2 7 Si
48 | G.A.C. 91 v hemorragia | 1 15 Si B
49 | CDG 81 m anemia 6 48 no
50 | F.F.P, 60 v dispepsia 4 36 si
51 | MM.T. 76 v anemia 1 48 Si
=5=2= | T.M.M. 61 vy dolor epig. 2 96 no
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CLINICA
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ne | caso | epap | sexo MA v —
53 | S.G.P. 45 m anemia
54 | CAS. 76 m hemorragia | 1 90 no
55 | T.H.H. 56 ' anemia 4 84 no
56 | E.B.N. 73 m dispepsia 10 32 | si
57 | S.B.M. 62 v dispepsia 1 48 no
58 E.M.G. 67 v hemotragia | 3 44 no
59 D.O.P. 73 m dispepsia 3 40 no
60 | V.ES. 55 m hemorragia | 1 41 no
61 | FGH. 56 v dolorepig. | 12 5 si
62 J.EV. 54 v dispepsia 2 94 no |
63 | AH.F. 67 v dispepsia 12 20 Si
64 | D.AF. 76 m dolorepig. |2 96 | _no
65 | AS.G. 61 v dolor epig. | 18 92 no
66 | EL.C. 75 v hemorragia | 3 22 Si
67 | CF.M. 69 v dispepsia 4 70 no
68 | C.S.R. 72 m anemia 12 21 si
69 | JMR. 61 v dispepsia 12 11 si
70 C.AA 81 v hemorragia | 2 6 si
71 LV.P. 58 v dispepsia 1 12 si
| 72 B.V.A. 79 m dispepsia 5 9 Si
73 JEV.C. |70 m dolor epig. 4 14 Si
74 M.M.M. 58 v perforado 0 si
75 {MGH |74 m hemorragia | 1 si
76 | EH.V. 76 v dispepsia 4 11 Si
77 | H.P.G. 66 v anemia 6 Si
L F.F.G. 70 m_ dolor epig. 5 7 Si




MACROSCOPIA

| N°CASO | LOCALIZACION | TIPO MACROSC. | *“mmﬁo*(ém.}- ‘ CIRUGIA
1 V.LY. distal “ulcerado 4 GST
2 A.G.O. distal | _uicerado 5 GST
3 M.S.H. distal infiltrante 8 GST
4 M.M.P. distai | _ulcerado 2 GST
5 GHR distal ulcerado S GST
6 G.O.A. distal ulcerado 2 GST
7 | FVR distal ulcerado 1 GST
8 | MGS. distal | _vegetante 7 GST
9 V.G.H. proximal | _ulcerado 4.5 GT
10 | M.R.E. media ulcerado 9 GT
11 B.M.F. media _vegetante 3 GST
12 | E.D.B. | proximal | _ulcerado 1.2 GT
13 | CRP. proximal _vegetante 7 GT
14 | RLP. distal ulcerado 6 GST
15 | ES.T. media ulcerado 5 GT
16 | J.M.O. media ulcerado 9 GT
17 [J.GS. | distal | _vegetante 9 GST
18 | MGM. | distal ulcerado 3 GST |
19 [ JM.G. distal ulcerado 6 GST
20 | RG.S. distal uicerado 6 GST
21 1 LGG. distal ulcerado 8 GST
22 | LB.B. distal ulcerado 4 GST
23 | PP.E distal vicerado 6 GST
24 | ERM. media ulcerado 6 GT
i_ B.E.O. media ulcerado 9: GT
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MACROSCOPIA

_— ————— =
N'CASO | LOCALIZACION | TIPOMACROSC. | TAMARO (CM) | CIRUGIA jl
26 | P.B.E. distal ulcerado 3.5 GST
| 27 | D.P.G. distal infiltrante 5 GST
28 | S.GG. distal infiltrante 4 GST
29 | AAC distal ulcerado 3 GST
30 | RMS. distal _vegetante 4 GST
31 B.H.H. distal ulcerado 6.5 GST
32 J.N.L. media ulcerado 4 GST
33 | PSL media infiltrante 9 GT
34 | LSG. distal ulcerado 4 GST
35 N.AH. media infiltrante 2 GST
36 V.G.F. distal ulcerado 4 GST
37 F.C.Z distal infiltrante 2 GST
38 F.H.A. proximal vegetante 9 EGT
39 | FEA media ulcerado 55 GT
40 | ARS. distal ulcerado 1.5 GST
41 M.G.G. distal ulcerado 6 GST
42 LG.G. distal _vegetante 6 GST
43 1 LAH distal ulcerado 6.5 GsT N
44 | J.L.S. media infiltrante 2.5 GT
45 | F.G.L distal _vegetante 7 GST
1 46 | APG. proximal _vegetante 9 EGT
47 O.M.V. proximal _vegetante 5 GPS
| 48 | GAC. distal ulcerado 7 GST
49 1 G.D.C. media _vegetante 4 GT
50 F.F.P. distal _vegetante 3 GST
51 | MM.T. distal infiltrante 6 GST
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MACROSCOPIA

[- weaso | Locauzacion | weowmacrose. | Tamakoem | cruci’ n
52 | TMM. distal infiltrante 5 GST
53 | S.G.P. distal | infiltrante 4 GST
54 | CAS. distal _vegetante 5 GST
55 | THH. distal | vegetante g GST

| 56 | E.B.N. media ulcerado 9 GT
57 | SBM. _proximal infiltrante 2 GT
58 | EMG. distal ulcerado 1.5 GST
59 [ D.O.P. distal ulcerado 4 GST
60 [ V.SS. proximat _vegetante 7 EGT

| 61 | F.GH proximal _vegetante S EGT
62 | JEV. distal ulcerado 1 GST
63 | AH.F. distal _vegetante 6 GST
64 | DAF. distal infiltrante 3 GST
| 65 | ASG distal ulcerado 2 GST
| 66 | E.L.C. distal ulcerado 4 GST
| 67 | CFM. distal _ulcerado 3 GST
68 | CSR media _vegetante 6 GT
69 | JMR. _proximal vegetante 9 EGT
70 [ CAA media _vegetante 8 GT
71 LV.P. _proximal _vegetante 7 EGT
| 72 | BV.A distal ulcerado g GST

73 | EVC distal | _uicerado 2 | GST

| 74 | MMC. distal ulcerado 1 GST
75 | MG.H. media ulcerado 7 GT
76 | EH.V. distal infiltrante 5 GST
77 | HPG. media ulcerado 2 GT
78 | F.F.G. media ulcerado 8 GT
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HISTOLOGIA

=; e ———
N*CASO | LAUREN | *DIFERENC. | INFILTRAC. ‘| METAST. | o = ;]

1 V.LY. i mod. muscular no %

2 A.G.O. | mod. serosa Si 1

3 M.S.H. I mod. serosa no

4 M.M.P. | bien mucosa no

5 G.HR. i mod. serosa no

8 G.OA. | bien muscular no

7 F.V.R. | bien | ___serosa no

8 M.G.S. | mod. serosa Si 1

9 J.V.H. D poco serosa no ]

10 | M.R.E. I poco serosa Si 10 |

11 B.M.F. | bien mucosa no

12 E.D.B. ! mod. mucosa no

13 |__C.RP. I mod. serosa Si ]

14 R.L.P. | mod. serosa no

15 E.S.T. D poco serosa Si 7

16 J.M.O. I poco serosa Si 16

17 J.G.S. ! mod. serosa no

18 | M.G.M. I mod. Serosa no

19 | J.GM. I mod. serosa Si 5

20 R.G.S. D poco serosa no

21 LG.G. | mod. Serosa no

22 1.B.B. | mod. muscular si 2 |

23 | P.PE | bien serosa si 2

24 E.R.M. i mod. | serosa no

25 B.E.O. D poco serosa si 5
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—

| N°CASO | LAUREN | °*DIFERENC. | INFILTRAC. | METAST. N
26 P.B.E. 1 poco muscular si 5
27 | D.P.G. D mod. serosa no
28| S.G.G. D mod. serosa Si 2
29 | AAC, D mod. serosa Si 2
30| RMS. | mod. serosa no
31 B.H.H. [ mod. serosa no
32 J.N.L. D bien muscular si 4
33 PS.L D poco serosa si 7
34 L.S.G. | mod. muscular no
35 | NAH. | bien muscular no
36 | VGF. [ poco serosa Si 1
37 F.C.Z I mod. muscular Si 3
38 | F.HA I bien serosa no
39 F.E.A. | poco serosa si 3
40} ARS. D poco mucosa no
41 | MG.G. | poco serosa Si 5
42 | LG.G. I poco serosa si 6
43 L.AH. | mod. serosa Si 3
44 J.L.S. D poco serosa no
45| FG.L I poco serosa si 2
[ 46 | AP.G. D poco serosa si 7
| 47 | OM.V. I poco serosa si 1 .
48 | G.A.C. D mod. serosa si 1
49 | G.D.C. [ mod. serosa no
| 501 FFP D bien serosa no
MMT. | bien serosa St 4
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HISTOLOGIA
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N°CASO | LAUREN | *DIFERENC. | INFILTRAC. |  METASY. .

521 T.MM. D poco serosa Si 2
53 [_S.G.P._| D mod. serosa Si 7
54 C.A.S. I mod. serosa no

55 T.H.H. ] poco serosa no

56 E.B.N. | bien serosa Si 5
57 | S.B.M. I bien serosa Si 1
| 58 | EM.G. | bien muscular no

59| D.O.P. ] mod. serosa si

60 V.S.8. D poco serosa si 4
61 F.G.H. I mod. serosa si 2
62 J.EV. | mod. mucosa no

63 AH.F, D poco serosa no

64 D.AF. D mod. serosa Si 1
651 AS.G. D poco mucosa no

66 E.LC. I mod. serosa si 6
67 C.F.M. [ mod. mucosa Si 1
68 | CS.R. [ mod. serosa si 5
69 | JMR. | mod. serosa si 10
70 ] CAA. D poco serosa si

71 |.V.P. I mod. serosa Si 4
72 B.V.A. D poco serosa si 11
73 E.V.C. | mod. serosa Si 7
74 | M.MM. D poco serosa si 5
75| MG.H. | poco sefrosa si 14
76 E.H.V. D poco serosa 5i 8
| 77 | HPG. D poco serosa Si 5
_'f__g_ F.F.G. I mod. serosa si 14




CONTROLES

Ne G,-G, G,+M K eV 1.LADN |

CASO - & B

1 61 13 2 1.04

2 87 3 10 8 1.04

3 80 16 11 0.87

4 77 4 18 5 1

5 63 15 20 6 0.95

6 83 9 7 10 1.16
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DIPLOIDES NORMALES

N° CASO GG, G,+M s | oV 1. ADN
3 M.S.H. 90 1 8 | s 0.8
4 MM.P. 91 2 6 6 0.8
5 G.H.R. 90 2 7 11 0.8
13 C.R.P. 73 4 22 12 0.8
14 R.L.P. 80 2 17 8 1.08
19 J.M.G. 77 5 18 17 0.8
26 P.B.E. 75 3 21 | 8 1
28 S.G.G. 79 1 20 5 1.1
30 R.M.S. 80 7 13 5 1.3
35 N.A.H. 80 10 10 9 1.2
36 V.G.F. 72 7 22 9 1.1
47F.C.Z 84 1 14 7 1.1
38 F.H.A. 72 9 17 |8 1.1
50 F.F.P. 80 2 18 9 1
54 C.A.S. 75 2 22 6 1.08
62 J.E.V. 84 6 {9 11 1.3
63 A H.F. 85 4 10 9 1.3
64 D.AF. 81 1 17 8 1.3
65A.S.C. 85 2 12 7 1.2
66 E.L.C. 75 7 14 14 1.2
69 J.M.R. 80 6 12 10 0.8
72 B.VA. 81 2 16 8 1.1
76 E.H.V. 86 3 11 6 1.1
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|

|

DIPLOIDES CON FASE S ELEVADA

——
N°CASO | G,G, GtM s | ov | LADN_ H
VLY. | 70 4 25 7.7 1
JVH. 51 9 | 39 11 091 |
B.M.F. 55 10 33 1.08
E.S.T. 63 6 29 3 1.08
LG.G. 71 3 25 10 1.1
P.P.E. 60 3 37 8 0.8
B.H.H. 63 5 32 7 1.04
O.M.V. 69 7 24 8 i1
G.A.C. 59 6 35 11 1
C.D.G. 66 3 31 6 1.1
T.M.M. 62 10 27 6 1.1
CSR. 74 1 25 7 1.2
C.AA. 64 3 32 6 1
LV.P. 51 |10 38 7 0.87
F.F.G. 66 4 29 7 0.8
J.G.S. 64 7 28 11 1.08
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ANEUPLOIDES

| N°CASO | GG, GAM s | _ov L. DNA

2 AG.O. 65 24 9 5 1.35
2.2

6 G.O.A 87 5 7 8 1.3
7 FVR. 69 | =5 25 9 0.83
8 M.G.S. 80 1 18 | 14 0.7
10MRE. 50 12 37 15 0.9
12 E.D.B. 64 11 24 6 1.1
24

16JMO. | 71 11 16 5 1.37
18 M.G.M. 59 32 9 20 0.7
i | | 13

20R.GS. 72 7 19 16 0.6
22 1.B.B. 66 12 21 8 0.8
1.16

24 ERM. 57 7 34 9 12
25 B.E.O. 61 2 35 8 1.08
| 1.2

27 D.PG. 64 20 16 5 1.1
| 1.7

29AAC. 75 14 11 5 1.1
23

32 J.N.L. 68 2 30 7 1.08
33PS.L 33 6 61 7 1.3
_ 1.8

34 LS.G. 47 22 31 8 1.4
39 F.EA. 69 24 5 9 1.2
16

40ARS, 68 23 9 6 0.9
14

41 M.G.G. 57 36 6 5 1.2
1.7

421LGG. 73 6 21 8 0.9
| , 1.8
43 LAH. 77 2 20 17 1.7

156



ANEUPLOIDES
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N° CASO GGy G, +M ' 8 cv 1. DNA
44 JLS. 62 6 32 10 1.08
22
45F.G.L. 60 8 32 9 1.1
2.2
46 A.P.G. 49 12 39 7 1
2.2
51 MM.T. 72 6 22 9 1.2
53 S.G.P. 48 29 21 4 1.37
2.8
55 T.H.H. 34 49 16 5 1
r 1.5
56 E.B.N. 47 32 19 6 1.2
2.08
57 S.B.M. 62 23 14 6 1.4
2.2
58 E.M.G. 82 7 9 9 1.3
59 D.0.P. 75 3 21 8 1.2
60 V.S5.8. 67 5 28 10 0.87
61 F.G.H. 74 12 13 6 1.07
2.2
67 C.FM. 79 6 14 6 1.2
2.8
73EV.C. 77 14 10 6 11
1.5
74 M.M.M. 60 5 35 12 0.8
75 M.G.H. 36 1 62 6 1.4
77 H.P.G. 70 T 22 10 ?g
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