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RESUMEN

El Cancer Gastrico (CG), es la tercera causa de mortalidad por cancer en el mundo y
podria ser considerado como una patologia curable si es detectado de forma temprana.
Sin embargo, dado que no existen programas de deteccion precoz, la mayoria de los
casos son diagnosticados en etapas avanzadas, lo que trae como consecuencia una
sobrevida global baja. Por lo que se debe enfatizar en la prevencion del CG, dando

prioridad al estudio de lesiones precursoras de CG.

Con la intencion de contribuir al estudio de estas lesiones, esta unidad de
investigacion se baso en el analisis de 40 biopsias gastricas de pacientes asintomaticos
pertenecientes a la region del Maule, obtenidas del proyecto titulado “Caracterizacion y
validacion de marcadores de autofagia como determinantes terapéuticos y de prondstico

en lesiones tempranas de cancer gastrico en la poblacion de Molina”.

Las biopsias gastricas fueron procesadas y analizadas mediante tincion
Hematoxilina/Eosina (H/E), para poder clasificar las lesiones preneoplésicas de CG en
base a estadios OLGA. Posteriormente para poder evaluar la expresion de un potencial
marcador gastrico, el gen supresor tumoral Reprimo (RPRM), se utilizd la técnica
Inmunohistoquimica (IHQ) con el fin de demostrar los cambios de expresion a lo largo

de la cascada de lesiones preneoplasica de CG.

La relacion existente entre el marcador RPRM vy los estadios OLGA fue evaluada
mediante el método de analisis estadistico ANOVA, con el cual fue posible obtener
resultados que describen a la poblacion en estudio de manera heterogénea, con

tendencias variables de expresion IHQ de RPRM, vinculadas principalmente al tamafio



muestral. Detectamos una fluctuacién en el comportamiento de RPRM en los estadios
OLGA, y permitiendo sugerir a la metaplasia intestinal (MI) como uno de los factores

influyentes en su deteccion en la cascada preneoplasica.



INTRODUCCION

El cancer gastrico (CG) es uno de los tumores malignos mas frecuentes y la tercera
causa de mortalidad por cualquier tipo de cancer en el mundo (Torre et al., 2015). CG es
una enfermedad heterogénea que resulta de interacciones complejas entre factores
ambientales y genéticos, que puede contribuir a los resultados dispares observados entre
diferentes poblaciones de pacientes (van Beek et al., 2018). Segun lo reportado hasta el
afio 2012 la tasa de muertes sobrepasa los 700 mil individuos, siendo los paises ubicados
en el extremo oriental del continente asiatico los que presentan mayor nimero de casos
(Ferlay et al., 2012). En nuestro pais el CG es uno de los mas comunes y representa un
alto porcentaje de mortalidad principalmente en hombres (MINSAL, 2014; Ferlay et al.,
2012). Los datos méas alarmantes se observan en algunas comunas de la regién de Los

Lagos, las cuales destacan por presentar alta prevalencia de CG (MINSAL, 2014).

Debido a su alto grado de malignidad y metéstasis temprana, la sobrevida global a 5
afios es solo de aproximadamente 10 a 15%. Aunque el tratamiento integral con cirugia,
radioterapia y quimioterapia se actualiza constantemente, la tasa de supervivencia global
aun no ha mejorado. Todavia hay una falta de objetivos terapéuticos especificos e
indicadores prondsticos independientes (Choi et al., 2015). Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de realizar estudios para identificacion de biomarcadores de deteccion

temprana (Bernal et al., 2008).

El CG es considerada una neoplasia propia de la mucosa gastrica, que tiene como
punto de inicio la expansion de células epiteliales (Avital et al., 2011). Existen dos tipos
histoldgicos descritos por Lauren el adenocarcinoma de tipo difuso, observado

mayoritariamente en poblacién de bajo riesgo y sujeto a factores genéticos (Fuchs,



Mayer., 1995; Adachi et al., 2000) y el adenocarcinoma de tipo intestinal, el cual
predomina en poblacion de alto riesgo, principalmente en hombres de edad avanzada
(Luebke et al., 2005; Dimitrios et al., 2002). A diferencia del CG de tipo difuso, el de
tipo intestinal es precedido por una cascada de lesiones preneoplésicas de prolongada
data, la que inicia con una respuesta inflamatoria crénica como consecuencia de la
infeccion por Helicobacter pylori (Correa et al., 1970; Correa, 2013), hallada

principalmente en la region estomacal antral (Carrasco et al., 2013).

Dicha cascada preneoplésica va progresando desde gastritis cronica no atrofica, a
gastritis atrofica multifocal, metaplasia intestinal, displasia llegando finalmente a

carcinoma invasivo (Correa et al., 2007).

La identificacion de estas lesiones se llevd a cabo mediante la obtencion de biopsias
gastricas guiadas por endoscopia digestiva alta (EDA), basandose en el protocolo

sugerido por el sistema Sydney (Dixon et al., 1996).

Con la finalidad de realizar la unidad de investigacion y contribuir en el estudio
“Caracterizacion y validacion de marcadores de autofagia como determinantes
terapéuticos y de prondstico en lesiones tempranas de CG en la poblacion de Molina”, se
decide realizar el estudio prospectivo de muestras endoscépicas gastricas, obtenidas de
una cohorte de pacientes asintomaticos provenientes de la region del Maule. Esta unidad
de investigacion sera llevada a cabo en los Laboratorios de Ciencia Aplicada a
Tecnologia Médica (CATEM) de la Universidad Nacional Andrés Bello, ademas del
Centro de Estudios Avanzados de Enfermedades Crdnica (ACCDIiS) perteneciente a

Pontificia Universidad Catélica de Chile.

En esta oportunidad las muestras endoscépicas fueron estudiadas bajo el sistema de

estadificacion de la evaluacion operativa de gastritis (OLGA) (Rugge et al., 2007), que



se basa en la evaluacion de cambios atroficos en la mucosa gastrica, los que resultan ser

caracteristicos de la cascada preneoplasica.

Dado que la carcinogénesis gastrica implica una acumulacién de alteraciones
genéticas y epigenéticas, que conducen a una desregulacion en la expresion de ciertos
genes supresores de tumores (TSG) encargados de inhibir la proliferacion celular

excesiva (Bass, 2014).

Se evalud la expresion de reprimo (RPRM), considerado gen supresor de tumor
putativo (Morris et al., 2010; Xia et al., 2010), por su contribucién en la detencion del
ciclo celular (Ohki et al., 2000). Dada su asociacion a la carcinogénesis gastrica
(Schneider et al., 2010), estudios demuestran que la expresion de RPRM esta
fuertemente asociada a un estado de metilacion, lo que sugiere un silenciamiento de la

expresion de este gen, alterando el producto proteico a nivel tisular (Luo et al., 2010).

A nivel clinico, los cambios en la expresion de supresores tumorales tales como
RPRM han sido poco estudiados en la progresion de lesiones preneopléasicas, pudiendo

haber cambios en la expresion de este marcador.



CAPITULO 1

1.1Marco teorico

1.1.1 Incidencia Cancer Gastrico

El cancer gastrico (CG) es el cuarto cancer mas comun y la tercera causa de muerte
relacionada con el cancer en ambos sexos en todo el mundo (Torre et al., 2015), con un
estimado de 951,000 casos nuevos y 723,000 muertes por afio hasta el 2012 (Ferlay et
al., 2015). La incidencia de CG tiene una variacion geografica caracteristica,
encontrandose las tasas mas altas en Asia, principalmente China, Japon, Corea del Sur y
Mongolia (Ferlay et al., 2012), las regiones andinas de América del Sur y Europa del
Este, en comparacion a las de América del Norte, el norte de Europa y la mayoria de los
paises en Africa y en el sudeste de Asia que presentan las tasas mas bajas (Parkin et al.,
1997).

En Chile es el cuarto cancer mas comun, constituye la primera causa de muerte por
tumores malignos en ambos sexos; afectando mayoritariamente a hombres, con una
proporcion de 2:1 en relacion a las mujeres (MINSAL, 2014; Ferlay et al., 2012).

Algunas regiones de Chile poseen las tasas mas altas de mortalidad, como son las
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regiones de Aysén, Araucania, Los Lagos, Los Rios, Bio-Bio y el Maule (MINSAL,
2014).

1.1.2 Generalidades Cancer Gastrico

Debemos tener en cuenta que el estbmago se divide en cuatro regiones anatomicas
fundamentales: el cardias, el fondo, cuerpo y antro. Estas areas se distinguen tanto por su

distribucion anatdmica como diferencias histologicas.

El GC es una neoplasia de origen epitelial, que se caracteriza por presentar una
proliferacion descontrolada de células neoplasicas en la mucosa del estémago,
aproximadamente el 90% son de origen glandular, denominados adenocarcinoma (Avital

etal., 2011). Por lo que nuestro interés en CG se centra en adenocarcinomas.

La clasificacién mas utilizada estadifica a los adenocarcinomas de CG en dos tipos
histoldgicos principales: difuso e intestinal (Lauren, 1965). Estos difieren en morfologia,
marcadores moleculares, género, edad y otras caracteristicas epidemiolégicas (Henson et
al., 2004).

El adenocarcinoma de tipo difuso, se caracteriza por presentar un patrén de
crecimiento infiltrante de células neoplasicas no cohesivas, con un marcado componente
estromal y con una apariencia tipica de “células en anillo de sello” (Yamashiro et al.,
1977), predominante en poblaciones de bajo riesgo; generalmente con antecedentes
familiares relacionados con factores genéticos (Fuchs, Mayer., 1995; Adachi et al.,
2000). En cambio, el adenocarcinoma de tipo intestinal, que se caracteriza por un
crecimiento de células neoplasicas cohesivas que tienden a la formacion de glandulas

(Correa, Piazuelo., 2012); predomina en poblacién de alto riesgo, con una ocurrencia
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mayor en hombres y pacientes de mayor edad (Luebke et al., 2005; Dimitrios et al.,
2002). El adenocarcinoma de tipo intestinal es de interés, ya que presenta ciertos rasgos

epidemioldgicos y de evolucion relevantes.

1.1.3 Factores de riesgo Cancer Gastrico

Existen varias condiciones asociadas al CG, debido a que se considera una patologia
multifactorial (Piazuelo, Correa, 2013), entre las que se describen el tabaquismo (IARC,
2004), bajo consumo de frutas y verduras (Bonequi et al., 2013), consumo excesivo de
sal (Joossens et al., 1996), alcohol, alimentos ahumados, carnes procesadas (Gonzalez et
al., 2006), factores ambientales, genéticos y agentes infecciosos, principalmente la
infeccion crénica por Helicobacter pylori (H. pylori) (Burgess et al., 2002; Murphy et
al., 2009).

1.1.3.1 Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria gram negativa, en forma de espiral y microaerofilica
(Warren, Marshall., 1983), de 3 um de largo con un didmetro de 0,5 um; que coloniza
preferentemente la mucosa del antro estomacal (Carrasco et al.,, 2013). A nivel
patoldgico, se ha demostrado que H. pylori induce los cambios fenotipicos que conducen
al desarrollo de adenocarcinoma (Rugge et al., 1996), principalmente aquellas cepas que

presentan expresion proteica de vacA y cagA (Queiroz et al., 1998).
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1.1.4 Lesiones preneopléasicas de Cancer Géstrico

Se postula que el adenocarcinoma de tipo intestinal es el resultado final de cambios
progresivos en la mucosa gastrica (Bonne et al., 1938), principalmente de la pérdida de
células parietales y la sustitucion posterior de tejido gastrico normal por tejido
metaplasico. (Jain et al., 2006; Goldenring et al., 2000) dichos cambios se deben

principalmente a la infeccidn cronica por H.pylori (Correa et al., 1970; Correa, 2013).

El proceso es descrito en el “modelo humano de carcinogénesis gastrica” (Correa et
al., 2007), donde se establece que el CG de tipo intestinal esta precedido por una cascada
de lesiones preneoplasicas, la cual inicia con una transformacion de la mucosa normal
gastrica a una mucosa anormal con gastritis crénica no atréfica (GCNA), la que se
caracteriza histolégicamente por conservar estructuras glandulares gastricas, que
inicialmente presentan una mayor infiltracion de leucocitos mononucleares y neutréfilos
polimorfonucleares en la ldmina propia y que debido al proceso inflamatorio cronico,
evoluciona a gastritis cronica atréfica multifocal (GCAM), con pérdida de glandulas
gastricas, donde se destaca la pérdida de las células parietales como un punto de apoyo
clave en el proceso preneoplasico debido al papel que desempefian como células
secretoras de acido y fuente coordinadora de varios factores de crecimiento, que
incluyen TGF-alfa, HB-EGF (Jain et al., 2006 ; Abe et al., 1997), ademas de la
infiltracion de leucocitos mononucleares, seguida por una fibrosis de la lamina propia. A
medida que avanza la lesion, la atrofia desencadena una serie de cambios en las células
que recubren la mucosa gastrica, generando el proceso de metaplasia intestinal (Ml), en
el cual la mucosa gastrica es reemplazada por un epitelio histologicamente maduro, con
presencia de células caliciformes intestinales, similar a la mucosa intestinal (Goldenring
et al., 2010); expresando marcadores intestinales apropiados que incluyen Muc2 y TFF3,
asi como otros marcadores intestinales del borde en cepillo que incluyen sacarasa-

isomaltasa, Villina, Muc13 y proteina de union a acidos grasos (Lee et al., 2010). La Ml
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puede ser de dos tipos: la M1 completa y/o la MI incompleta, las cuales se diferencian en
que la MI completa esta constituida por células caliciformes bien formadas e
intercaladas entre los enterocitos con produccién activa de enzimas digestivas, por otra
parte, la MI incompleta posee células caliciformes mal formadas con escasa produccion
de enzimas digestivas (Correa, Piazuelo, 2012) (Figura.l1).

La presencia de MI incompleta y mayor proporcién de esta se asocia con alto riesgo
de desarrollar CG (Filipe et al., 1994; Rokkas et al., 1991).

Gastritis
. no atrofica
Mucosa H. pvlori

gastrica

normal
Gastritis |y Gastritis atrofica
no atrofica multifocal

l Metaplasia
intestinal
Ulcera
duodena \A

Cancer

FIGURA 1. Representacion esquematica de la cascada preneoplasica de CG (Extraido
de Correa, Piazuelo, 2012).

Los cambios inflamatorios pueden persistir durante toda la cascada, pero estos
pueden variar en intensidad a medida que avanza el proceso, lo que se relaciona de
manera directa con un conjunto de factores etioldgicos asociados a la susceptibilidad
genética (Wroblewski et al., 2010).

A pesar que no existe una estrategia global de tamizaje. La endoscopia se ha
convertido en el método de eleccion, sin embargo, no existe un método estandarizado.

(Pérez-Mendoza et al., 2018), siendo el mas utilizado el protocolo Sydney.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez-Mendoza%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29526386
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1.1.5 Protocolo Sydney

El diagnostico de las lesiones gastricas se realiza mediante una endoscopia digestiva
alta, donde se obtiene como minimo 5 biopsias de tejido, utilizando el protocolo Sydney,
que involucra la toma de biopsia de las zonas de antro, cuerpo e incisura angularis. Esto
permite la evaluacion de lesiones histoldgicas como la gastritis, atrofia gastrica y

metaplasia intestinal en los respectivos sectores del estdmago (Dixon et al., 1996).

Como resultado de diversos estudios que sugieren a estas lesiones gastricas como
acompafantes del adenocarcinoma de tipo intestinal, se han desarrollado los sistemas
OLGA y OLGIM que permiten el analisis y clasificacion de las mismas (Rugge et al.,
2007).

: Curvatura mayor del antro distal.

: Curvatura menor del antro distal.

. Curvatura menor en la incisura angularis.
. Pared anterior del corpus proximal.

. Pared posterior del corpus proximal.

FIGURA 2: Protocolo de muestreo de biopsia gastrica segun protocolo Sidney
(Modificado a partir de Rugge et al., 2011).
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El sistema de estadificacion de la evaluacion operativa de gastritis (OLGA), que se

basa en criterios internacionales de analisis de gastritis, mediante una escala visual

analégica (EVA) la que evalia los cambios atroficos; estratifica los fenotipos

histoldgicos de gastritis en una escala de riesgo progresivo del GC, siendo el estado mas
bajo OLGA 0y el mas alto OLGA 1V (Rugge et al., 2011) (Tabla 1).

Cuerpo

Puntaje de atrofia

No atrofia

Atrofia leve

Atrofia
moderada

Atrofia severa

(Puntaje 0)"

(Puntaje 1)"

(Puntaje 2)"

(Puntaje 3)"

No atrofia
Antro | (incluye incisura angularis) Estadio 0 Estadio I Estadio II Estadio II

Atrofia leve puntaje 1

(incluye incisura angularis) Estadio I Estadio I Estadio II Estadio III
Atrofia leve puntaje 2

(incluye incisura angularis) Estadio I Estadio II Estadio III Estadio IV
Atrofia leve puntaje 3

(incluye incisura angularis) Estadio III Estadio III Estadio IV Estadio IV

! Mediante Escala Visual Anéloga (EVA), de acuerdo al Protocolo Sydney.

Tabla 1: Etapificacion del riesgo de cancer gastrico segun histologia: Sistema OLGA

(Operative Link for Gastritis Asessment) (Modificado a partir de Rugge et al., 2011).
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1.1.7 Marcadores de lesiones preneoplasicas

Existen marcadores que se relacionan con la inestabilidad genética en canceres
humanos, incluyendo tumores gastrointestinales (Sato et al., 2006; Ooki et al., 2013).
Dentro de estos marcadores se encuentra la proteina RPRM; que cumple una funcién de

supresion tumoral.

1.1.7.1 Reprimo

El estudio de las alteraciones gastricas 0 marcadores es esencial para el diagnostico
precoz del CG. La carcinogénesis gastrica implica una acumulaciéon de alteraciones
genéticas y epigenéticas, que conducen a una desregulacion en la expresion de ciertos
genes supresores de tumores (TSG) (Bass, 2014).

El gen Reprimo (RPRM) codifica a una proteina altamente glicosilada localizada en
el citoplasma. Dicho gen se ubica en el cromosoma 2, especificamente en el locus
2023.3 (Bernal, 2008), y se considera responsable de inducir detencion del ciclo celular
en la fase G2/M, sugiriendo que tiene una funcion supresora tumoral (Ohki et al., 2000),
lo que permite considerarlo como un gen supresor de tumor putativo (Morris et al.,
2010; Xia et al., 2010). La proteina normalmente se expresa en personas sanas y se
describe que la pérdida de su expresion seria un marcador de agresividad en pacientes
con CG (Saavedra et al., 2015).

El gen RPRM estd fuertemente asociado a un estado de metilacion aberrante
(Takahashi et al., 2005) de su region promotora, lo que produce un silenciamiento de su
expresion, alterando el producto proteico (Saavedra et al., 2015). Diversos resultados

sugieren a RPRM como un posible biomarcador de deteccion temprana del CG en la
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poblacidn, pudiendo ser detectado de forma primaria mediante test no invasivos (Bernal,
2008). En base a estos antecedentes sugerimos que RPRM en estadios OLGA bajos se
expresa notablemente y a medida que aumenta el estadio OLGA (lIl) disminuye su

expresion por la posible progresion a CG.
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1.2 Hipdtesis

“Lesiones preneoplasicas de Cancer Gastrico con estadios altos de OLGA muestran

disminucion en la expresion de RPRM”.

1.3 Objetivo general

Evaluar los niveles de expresion de RPRM en lesiones preneoplésicas de CG en

poblacion de alto riesgo de la region del Maule.

1.4 Objetivos especificos

1.1.1 Analizar la morfologia del epitelio gastrico de muestras endoscopicas, tefiidas

con Hematoxilina/Eosina.

1.1.2 Evaluar los estadios de OLGA en muestras endoscépicas con tinciones

Hematoxilina/Eosina.

1.1.3 Evaluar el grado de expresion proteica de RPRM en muestras endoscopicas,

mediante técnicas de inmunohistoquimica.
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CAPITULO 2

2.1 Metodologia

2.1.1 Tipo de estudio y disefio general

La investigacion se baso en un estudio prospectivo de una cohorte de 934 pacientes
asintomaticos, pertenecientes a cuatro postas rurales (Tres Esquinas, Itahue, Pichingal y
Lontué) provenientes de la region del Maule, que forman parte del proyecto titulado
“Caracterizacion y validacion de marcadores de autofagia como determinantes
terapéuticos y de prondstico en lesiones tempranas de cancer gastrico en la poblacion de
Molina” dirigido por el Dr. Nelson Brown y su director alterno Dr. Alejandro Corvalan.
El proyecto es patrocinado y financiado por la Universidad de Talca, el Hospital de
Curic6 y el Gobierno Regional del Maule, bajo el formato del concurso publico “Fondo

de Innovacion para la Competitividad” (FIC-R).

Estos individuos fueron reclutados via encuesta telefonica, a los cuales se les realizd
en primera instancia un analisis sanguineo mediante la técnica MethyLight (ver Anexo
A), con la cual se obtuvieron datos binomiales para la expresién de RPRM. De estos 934

individuos, 180 resultaron positivos para este marcador, siendo convocados para la
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segunda etapa del estudio, donde se realizd la toma de biopsia gastrica, obtenida
mediante una endoscopia digestiva alta (EDA), utilizando el protocolo Sidney, mediante
un sistema de recoleccion de informacion basado en consentimiento informado (ver
Anexo B).

En esta unidad de investigacion se disefid un estudio agrupado en caso-control, el
cual se basa en la seleccion de un nimero especifico de casos, emparejados con un

grupo control de la cohorte en estudio, ya que este modelo resulta ser ventajoso para el

estudio de precursores bioldgicos como es el caso de RPRM.

2.1.2 Criterios de inclusién y exclusion

Para el presente estudio fueron incluidas solo muestras endoscépicas gastricas de los
individuos que en primera instancia resulté positivo el estudio del marcador RPRM, en

andlisis sanguineos (técnica MethyL.ight).

El dnico criterio de exclusién utilizado abarcé a todos aquellos individuos que no

presentaron positividad en el marcador RPRM en muestras sanguineas.

2.1.3 Variables a estudiar

2.1.3.1 “Estadificacion OLGA”

Se realiz6 un analisis histolégico para evidenciar gastritis en muestras endoscdpicas

gastricas, a través del sistema de estadificacion OLGA, que permitié evaluar cambios
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atroficos asociados a la cascada de lesiones preneoplasicas, utilizando una notacién
basada en nimeros enteros del 0 al 4.

2.1.3.2 “Expresion RPRM”

Se cuantifico la positividad de marcacion IHQ de RPRM, mediante el método Quick
score (Q), basado en un sistema de puntuacién de numeros enteros del 1 al 12,

permitiendo cuantificar los resultados de la inmunohistoquimica.

2.1.4 Tamaro muestral

De las 180 muestras incorporadas en la segunda fase del estudio, se seleccionaron
aleatoriamente 40, incluyendo pacientes de ambos sexos cuyas edades fluctian entre los
36 y 84 afios. De estos 40 casos seleccionados se obtuvo muestras con estadios de
OLGA bajos (0, I, 1) y OLGA altos (Ill, 1V) en una proporcion de 3 es a 1
respectivamente, encontrando en la segunda categoria solo casos de OLGA de estadio
I11, por lo que el estadio més severo de gastritis atrofica (OLGA 1V) queda fuera de este

estudio.

El n muestral seleccionado es estadisticamente significativo y 6ptimo para el tiempo

asignado a esta unidad de investigacion.
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2.1.5 Procesamiento histolégico de muestras endoscépicas.

Las muestras endoscopicas analizadas en el presente estudio, previamente fijadas en
zinc buffered formalin, THERMO SCIENTIFIC, (REF 5701zf) y almacenadas en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a 4°C en las dependencias del Hospital de
Curico, fueron trasladadas para su almacenamiento a los laboratorios de la Pontificia

Universidad Catolica de Chile.

Tras su fijacién las muestras fueron procesadas con métodos de histologia
convencional en un equipo automatico MICROM modelo STP120, ubicado en los
laboratorios CATEM de la escuela Tecnologia Médica, Universidad Andrés Bello. En
dicho equipo se realizo la deshidratacion progresiva de los tejidos, para posteriormente
infiltrar las muestras con un medio de inclusion anhidro (Paraplast®) con la finalidad de

entregar mayor consistencia a dichas muestras (ver protocolo anexo C).

2.1.6 Inclusién y corte de muestras endoscopicas.

Las biopsias procesadas fueron incluidas en parafina para obtener un bloque
histoldgico firme que prevenga la distorsion del tejido durante el corte en micrétomo.

Una vez obtenido el bloque de parafina con el tejido en su interior, se procedio a
cortar en un micrétomo de rotacion (Accu-Edge, SAKURA), para generar cortes de 3
um, regulares y homogéneos de tejido (Carson, 2009). También fueron necesarios
insumos como navajas desechables Accu-Edge, SAKURA, bafio de flotacion, platina
fria, ademas de portaobjetos cargados CITOGLAS, (REF0313-3171), que otorgan una
mejor adhesién del tejido, lo que resulta atil al realizar técnicas IHQ.
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2.1.7 Tincion Hematoxilina/ Eosina (H/E).

Los cortes histoldgicos fueron secados a 60°C por 12 horas y sometidos a la
tincion de rutina H/E (ver protocolo anexo D), donde se realizd una tincion nuclear y
citoplasmatica de los componentes tisulares. Una vez realizada la tincién se procedio a
visualizar en microscopio Optico, con el fin de evidenciar la conservacion de

caracteristicas morfologicas del epitelio gastrico.

2.1.8 Método de analisis de morfologia gastrica.

Con el fin de evaluar la morfologia del epitelio géstrico, ademas de su adecuada
conservacién y buen procesamiento analizamos caracteristicas tintoriales de cortes
tefiidos con H/E, se evalud la conservacion adecuada de estructura nuclear,
citoplasmatica, tanto del tejido estromal, como del componente epitelial. Permitiendo
establecer un control de calidad tanto de la muestra como de la conservacion y ubicacion
del antigeno de interés.

Dichos criterios se organizaron en la tabla 2, que fue aplicada a la evaluacion

morfoldgica del epitelio gastrico de las 40 muestras géstricas:

Caracteristicas histologicas generales

Continuidad del epitelio y estroma

Ausencia de centros hemorréagicos

Hiperemia fisiol6gica conservada

Ausencia de autolisis
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Ausencia de vacuolizaciones

Ausencia de retraccion tisular excesiva

Mantenimiento de las criptas gastricas (Foveolas)

Conservacion de componentes celular: Polimorfonucleares, linfocitos,

plasmocitos

Conservacién nuclear, con distribucion de cromatina normal

Mantencion de la polaridad celular

Conservacion de propiedades tintoriales

Tabla 2: Criterios de evaluacion histologica tisular general (extraido de Robbins 92

edicion).

2.1.9 Método de analisis estadios OLGA

Las muestras endosclpicas gastricas a estudiar fueron analizadas bajo el sistema de

estadificacion OLGA, con la asesoria de un anatomopatélogo.

El andlisis se realizo en base a la organizacion de fenotipos histolégicos de la gastritis
a lo largo de la cascada preneoplasica, desde el mas bajo (estadio 0 de OLGA) hasta el
mas alto (estadio IV de OLGA). La gastritis se estadifico al combinar el grado de atrofia
(en base a rasgos histolégicos mas comunes de inflamacion gastrica), con su ubicacion
topografica (resultado del protocolo Sydney), segun el modelo establecido en la tabla 1.
La descripcion histologica utilizada para caracterizar los distintos estadios OLGA, se

describe en la tabla a continuacion:
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Estadios OLGA

Hallazgos

OLGADO

Se caracteriza por presentar mucosa no atréfica (normal), sin presencia
de grados de atrofia glandular, con conservacion de epitelio simple
cilindrico alto, ocasionalmente se pueden encontrar células metaplasicas
(caliciformes) de focos minusculos, particularmente en el epitelio
foveolar pero la densidad total de las glandulas apropiadas no se ve

afectada.

OLGA I

Se caracteriza por ser una etapa con mucosa atréfica mas baja, donde
puede existir una contraccion o desaparicion leve y poco evidente de las
unidades glandulares normales. Puede coexistir con lesiones

inflamatorias con presencia de polimorfos e infiltrado linfoide.

OLGAII

Caracterizada por la presencia de mucosa atréfica mas elevada que un
estadio OLGA |, dichas transformaciones atréficas pueden presentarse
en diferentes ubicaciones dentro de la mucosa gastrica. Puede coexistir
con lesiones inflamatorias con presencia de polimorfos e infiltrado

linfoide.

OLGA Il

Caracterizada por la presencia de mucosa atréfica moderada
principalmente en la mucosa antral, asociada a dos posibles causas:

@ una expansion fibrética de la lamina propia circundante con una
masa glandular reducida, pero que no implica ninguna modificacion del
fenotipo del epitelio original.

(b) Producida por un reemplazo metaplasico de las glandulas
normales por glandulas que presentan un nuevo compromiso celular
(metaplasia intestinal y/o pseudopilorica).

Resultado de esta atrofia moderada, el subtipo histologico mas frecuente
de transformacion atréfica es la variante metaplasica, con presencia de
células caliciformes y células de Paneth. Puede coexistir con lesiones

inflamatorias con presencia de polimorfos e infiltrado linfoide.
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OLGA IV Caracterizada por la presencia de mucosa atréfica severa que afecta tanto
a cuerpo y antro estomacal, asociada a dos posibles causas:

(@) Una expansion fibrotica de la ldmina propia circundante con una
masa glandular reducida, pero que no implica ninguna modificacion del
fenotipo del epitelio original.

(b) Producida por un reemplazo metaplasico de las glandulas
normales por glandulas que presentan un nuevo compromiso celular
(metaplasia intestinal y/o pseudopilorica).

Resultado de esta atrofia severa, el subtipo histoldgico mas frecuente de
transformacion atrofica es la variante metaplasica (células caliciformes),
gue se presenta de manera extensa en el epitelio glandular y presencia de
células de Paneth. Puede coexistir con lesiones inflamatorias con

presencia de polimorfos e infiltrado linfoide.

Tabla 3: Tabla representativa de los criterios histologicos descritos para cada estadio
OLGA (extraido de Rugge et al., 2008).

De acuerdo a este analisis se seleccionaron 40 casos, basados en el disefio de
investigacion caso-control. Se seleccionaron muestras clasificadas en OLGA alta (111) y
OLGA baja (0, I, ).

La seleccion establecida permitié comparar la expresion de RPRM a medida que

avanza la cascada preneoplasica.

2.1.10 Técnica Inmunohistoquimica (IHQ)

Los bloques histologicos cortados y adheridos a portaobjetos con carga CITOGLAS,
(REF0313-3171), fueron utilizados para la técnica de IHQ, la que se basa en la
interaccion antigeno-anticuerpo. Esta técnica presenta mayor especificidad y
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sensibilidad que una técnica histoquimica, puesto que requiere una menor cantidad de

moléculas de interes presentes en la muestra en estudio para identificarla.

El inmunomarcaje va dirigido a un antigeno especifico (molécula de interés), con un
anticuerpo puntual, capaz de reconocer esta molécula, ademas de un sistema de

deteccidn, que permite la visualizacion de dicha interaccion.

Se realiz6 un protocolo de IHQ indirecta (ver protocolo Anexo E), la que se describe
como un meétodo de deteccion de antigenos in situ, en el cual se utilizé un anticuerpo
primario abcam (ab213961) contra el antigeno de interés (RPRM). Como sistema de
deteccion se utilizd6 metodologia de sistema de polimero conjugado (EPOC), el que
conjuga anticuerpos secundarios unidos a un polimero de alto peso molecular (vector,
Imn PRESS™ HRP reagent, MP7500), unido covalentemente a moléculas de
peroxidasa, que al oxidar el cromégeno (DAB) nos permite visualizacion de la reaccion,

mediante el depdsito de un sustrato coloreado e insoluble.

La técnica IHQ incluyd la utilizacién de controles paralelos (control positivo y

negativo) (ver protocolo anexo F).

2.1.11 Método cuantitativo de analisis IHQ

En el presente estudio se evalud la positividad de marcacion IHQ de RPRM vy se
cuantifico mediante el método Quick score (Q), con el analisis en ciego de 4
evaluadores, anatomopatdlogo, profesor co-tutor y alumnas autoras de unidad de
investigacion de carrera Tecnologia Médica. El analisis realizado por las alumnas se

considero valido, ya que fueron capacitadas por el anatomopatoélogo.
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Dicho método permite cuantificar los resultados de las tinciones

inmunohistoquimicas, bajo un sistema de puntuacion basado en dos variables, descritas a
continuacion:

Proporcion de 0-25% 25-50% 50-75% 75-100%
células

positivas (P)

Score 1 2 3 4

Tabla 4: tabla representativa de la variable proporcion de células positivas (P),
involucrada en el método Q-score.

Intensidad Negativo Débil Moderado Fuerte
de marcaje | (sintinciona [ (solo visible a | (facilmente visible | (sorprendent
Q) gran aumento) | gran aumento) | a bajo aumento) emente
positivo a
bajo
aumento)
Score 0 1 2 3

Tabla 5: Tabla representativa de la variable de intensidad de marcaje, involucrada en el
método Q-Score.

Las variables presentadas en la tabla 4 y tabla 5 son sometidas a la siguiente formula
Q=P * 1, el producto (Q) de las variables (P, I) es un valor continuo entre 0 - 12, donde
0 indica ausencia de expresion y 12 indica el nivel méas alto de expresion obtenido en
base a este método.
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Figura 3: Representacion de los niveles de expresidn obtenidos mediante el método Q-

Score.

2.1.12 Método estadistico de analisis de la informacién.

Las medidas de expresion proteica del marcador biolégico RPRM fueron analizadas
mediante el test de normalidad D" Agostino-Pearson y el test Ordinary one-way

ANOVA, utilizando el programa Graph Pad Prism.

El test D" Agostino-Pearson permitié determinar la normalidad de la distribucion de
los datos en estudio y el posterior analisis a través del test Ordinary one-way ANOVA,
que permitio estudiar las dispersiones de los grupos, ademas de evaluar la significancia,
con valores P establecidos (0,1234 (ns); 0,0332 (*); 0,0021 (**); 0,0002 (***); <0,0001

(****)), facilitando el analisis estadistico de las variables en estudio.
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CAPITULO 3

3.1 Resultados

3.1.1 Analisis de la morfologia del epitelio gastrico de muestras endoscopicas,

tefiidas con Hematoxilina/Eosina.

De un total de 40 muestras endoscépicas analizadas mediante la técnica
Hematoxilina/Eosina, el 100% presentd una conservacion adecuada del epitelio gastrico,
la representacion histoldgica y tabla de criterios morfoldgicos se detallan en la figura 4,
con una imagen representativa del epitelio gastrico y la conservacion de este, bajo los

criterios descritos en la tabla 5.



Foveola

Vasos sanguineo

linfocitos

Glandulas
gastricas

Figura 4: Tincidon hematoxilina/Eosina, Mucosa gastrica, (400x).

En esta imagen se aprecia la vista panoramica de la mucosa

—
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Mucosa

S

= Submucosa

gastrica. Es posible

reconocer 2 capas histologicas que constituyen la pared del érgano. (1) Mucosa, formada

por un epitelio simple cilindrico alto que forma pliegues compactos;
foveolas donde desembocan las glandulas gastricas. (2) Submucosa

que dan forma a las
, formada por tejido

conectivo laxo con numerosos linfocitos, células plasmaticas y vasos sanguineos.



32

Caracteristicas histoldgicas generales Sl NO
Continuidad del epitelio y estroma X
Ausencia de centros hemorragicos X
Hiperemia fisioldgica conservada X
Ausencia de autolisis X
Ausencia de vacuolizaciones X
Ausencia de retraccion tisular excesiva X
Mantenimiento de las criptas gastricas (Foveolas) X
Conservacion de componentes celular: X
Polimorfonucleares, linfocitos, plasmocitos

Conservacion nuclear, con distribucion de cromatina X
normal

Mantencion de la polaridad celular X
Conservacion de las capacidades tintoriales X

Tabla 6: Criterios de evaluacion histoldgica tisular general, aplicados a las 40 muestras

endoscopicas gastricas.
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3.1.2 Evaluacion de los estadios de OLGA en muestras endoscdpicas con tinciones

Hematoxilina/Eosina.

La distribucion de las 40 muestras gastricas estratificadas segun sus caracteristicas

histoldgicas dentro de los distintos estadios OLGA se presenta a continuacion.

Clasificacion OLGA Numero de muestras %
OLGA 0 12 30%
OLGA 13 325%
OLGA II 5 12.5 %
OLGA III 10 25 %
Total 40 100 %

Tabla 7: Cuadro de clasificacion de muestras endoscopicas seleccionadas (n: 40), seguin

el sistema de estadificacion OLGA, con su respectivo porcentaje (%), divididas segln

estadios O, I, 11 'y Il

El analisis de los niveles de gastritis basado en estadios OLGA, arrojé que el 75% de

los casos se distribuyen en estadios OLGA bajos (0, I, 1) y un 25% en estadios OLGA

alto (I11). EI detalle de los rasgos histolégicos de gastritis presentes en los diferentes

estadios OLGA se describe a continuacion:
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FIGURA 5: Tincién hematoxilina/Eosina, tejido gastrico, con estadio OLGA 0,
aumento original para imagen A es de 100X, el recuadro superior derecho A" presenta

un aumento de 400X.

Muestra endoscopica con estadio OLGA 0 (Fig.5): Se observan glandulas de
carécter normal, la estructura foveolar consiste en células de secrecion mucosa de las
gue podemos observar el epitelio monocapa de células altas, las cuales presentan ndcleos
parejos con cromatina homogénea, citoplasma con tincion pareja, sin presencia de
vesiculas, no se observan componentes inflamatorios, hemorragias o necrosis, ademas

no se observa ninguna modificacion del epitelio original.
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FIGURA 6: Tincion hematoxilina/Eosina, tejido gastrico, con estadio OLGA |, aumento
original para imagen A es de 100X, el recuadro superior derecho A" presenta un
aumento de 400X.

Muestra endoscopica con estadio OLGA | (Fig.6): Podemos observar atrofia leve,
una mucosa corporal normal, con buen desarrollo glandular, presencia de componentes
inflamatorios, células que asemejan caracteristicas de células caliciformes. Este hallazgo

no representa una metaplasia intestinal que afecte una unidad glandular completa.
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FIGURA 7: Tincion hematoxilina/Eosina, tejido gastrico, con estadio OLGA I,

aumento original para imagen A es de 100X, el recuadro superior derecho A" presenta
un aumento de 400X.

Muestra endoscopica con estadio OLGA Il (Fig.7): Podemos observar la mucosa
de cuerpo con sustitucion metaplasica focal del epitelio foveolar superficial por células
caliciforme y células de Paneth (con granulos citoplasméticos eosinofilos),
asemejandose a criptas intestinales. Esto afecta a la unidad glandular completa y
constituye marcador de atrofia moderada, observandose disminucion del componente

glandular normal.
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FIGURA 8: Tincion hematoxilina/Eosina, tejido géastrico, con estadio OLGA I,
aumento original para imagen A es de 100X, el recuadro superior derecho A" presenta
un aumento de 400X.

Muestra endoscopica con estadio OLGA Ill (Fig.8): Podemos reconocer
reemplazo metaplésico de las glandulas géstricas nativas, con presencia de células
caliciformes, Opticamente vacias, con parte apical mas ancha, por acumulacion de
vesiculas de secrecion, estas estan presentes en todo el espesor glandular. También se

observa atrofia severa y presencia de células inflamatorias en estroma.

3.1.3 Evaluaciéon del grado de expresion proteica de RPRM en muestras

endoscdpicas, mediante técnicas de Inmunohistoquimica.

La técnica IHQ realizada para evidenciar la expresion de RPRM en los diferentes
estadios OLGA, fue empleada simultaneamente a controles (negativo y positivo), lo que
nos permite confirmar la especificidad del anticuerpo y calidad del sistema de deteccion,
obteniendo resultados mas confiables. A continuacion, se presentan muestras

representativas de los pardmetros comentados anteriormente.
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Figura 9: Tincion IHQ para el anticuerpo RPRM. En rifidn humano, control
negativo. Contraste nuclear con Hematoxilina. El aumento original para la imagen A fue

100X, con recuadro de aumento superior derecho (400X) (A").

Hallazgos: Se aprecia ausencia de marcacion citoplasmatica de RPRM en glomérulos
y tlbulos renales.



39

Figura 10: Tincion IHQ para el anticuerpo RPRM. Rifion humano, control

positivo. Contraste nuclear con Hematoxilina. EI aumento original para la imagen A fue
100X, con recuadro de aumento superior derecho (400X) (A").

Hallazgos: se observa una marcacion citoplasmética positiva de intensidad
moderada, en células de tubulos renales del marcador RPRM.
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Figura 11: Tincion IHQ para el anticuerpo RPRM. Tejido géstrico. Contraste
nuclear con Hematoxilina. EI aumento original para la imagen A fue 100X, con recuadro
de aumento superior derecho (400X) (A").

Hallazgos: Se observa una marcacién positiva, para RPRM en células de glandulas
géstricas, representativa de una muestra endoscépica con estadio OLGA 0.
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Figura 12: Tincion IHQ para el anticuerpo RPRM. Tejido gastrico. Contraste
nuclear con Hematoxilina. EI aumento original para la imagen A fue 100X, con recuadro

de aumento superior derecho (400X) (A").

Hallazgos: Se observa una marcacién positiva, para RPRM en células de glandulas

géstricas, representativa de una muestra endoscépica con estadio OLGA 1.
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Figura 13: Tincion IHQ para el anticuerpo RPRM. Tejido géstrico. Contraste
nuclear con Hematoxilina. El aumento original para la imagen A fue 100X, con recuadro

de aumento superior derecho (400X) (A").

Hallazgos: Se observa una marcacion positiva, para RPRM en células de glandulas

gastricas, representativa de una muestra endoscépica con estadio OLGA 1.
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Figura 14: Tincion IHQ para el anticuerpo RPRM. Tejido gastrico. Contraste
nuclear con Hematoxilina. El aumento original para la imagen A fue 100X, con recuadro
de aumento superior derecho (400X) (A").

Hallazgos: se observa una marcacién positiva, para RPRM en células de glandulas

gastricas, representativa de una muestra endoscopica con estadio OLGA I1I.

El promedio simple obtenido entre los resultados de Q-Score realizados en ciego por
4 observadores, entre los que se encontraba un Anatomopatélogo, Tecnélogo Médico
(Co-tutor) y alumnas autoras de la presente unidad de investigacion, se detalla a

continuacion:
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Tabla 8: Cuadro representativo de promedios Q-score realizado por 4 observadores,

mediante el analisis IHQ de RPRM en 40 muestras endoscépicas (ver tablas

completarias en anexo G, H, 1, J).

La tabla 8 presenta los Q-score obtenidos por cada evaluador y el promedio final

simple (Q-Score final) para las 40 biopsias gastricas analizadas mediante la técnica IHQ

para RPRM. Se observa una distribucion homogénea de promedio de datos (Q), con

pequefias desviaciones en los valores individuales obtenidos por cada evaluador, que son

considerados validos, dado que el promedio final de datos no se aleja de la opinion del

experto (anatomopat6logo).
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En base al Q-Score obtenido de la IHQ de RPRM vy la clasificacion segin sistema
OLGA de las 40 muestras endoscopicas, se realizo analisis estadistico representativo de

ambas variables en estudio, graficado a continuacion:

Expresion RPRM
NS
104 | -
¥ 8
o
o
c 67
L
e 4
(@]
3
c &
0 \ N N
\
OV.Q > N 0?"\\
o o o ov

Estadios OLGA

Figura 15: Anélisis de expresion IHQ de reprimo (RPRM) vs estadios OLGA.

El siguiente grafico muestra como se distribuye la expresion de RPRM analizada por Q-
Score, en los distintos estadios OLGA. Segun analisis Ordinary one-way ANOVA P=
0.2128, no significativo (NS).

Se observa una dispersion de los niveles de expresion de RPRM en los distintos
estadios OLGA, con un P value estadisticamente no significativo. Es posible visualizar
que en los estadios OLGA 0 y OLGA IlI el Q-Score representativo de los niveles de
expresion de RPRM present6 un comportamiento similar. En el estadio OLGA 1| se
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aprecio una leve disminucion de los niveles de expresion en comparacion a los demas
estadios. Ademas, se observa que el estadio OLGA 11 comparado al resto de los estadios
registré niveles de expresion levemente mayores, ademas de una dispersion de datos

mayor.
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CAPITULO 4

4.1 Discusién

En esta unidad de investigacion se estudié el comportamiento del marcador gastrico
RPRM a lo largo de la cascada preneoplasica de cancer gastrico en los diferentes
estadios OLGA, en individuos asintomaticos, pertenecientes a regiones con mayor

poblacion de alto riesgo de generar CG.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se establecio que
las muestras cumplieron con los criterios histol6gicos aptos para ser consideradas en
estudios morfolégicos e IHQ, asegurando que no existia dafio del antigeno en estudio
(RPRM).

El andlisis histologico de 40 muestras endoscopicas, permitié confirmar la presencia
de lesiones precursoras de CG como lo describe Correa en el “Modelo humano de
carcinogénesis gastrica” (Correa et al., 2007), donde se identifico atrofia gastrica y MI.
Estos hallazgos permitieron evaluar los posibles cambios en la expresion proteica de
RPRM a través del analisis IHQ.

El analisis estadistico Ordinary one-way ANOVA, realizado en base a los promedios

simples de Q-score obtenidos por los 4 evaluadores, se realizd con el fin de evitar una
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cuantificacion sesgada al momento de evaluar la marcacion IHQ de RPRM, este dato
entregd un valor cuantitativo no significativo (P= 0.2128). Como consecuencia de esto
es aceptada hipotesis nula (HO); lo que sugiere que las variables en estudio no se
comportan como variables dependientes, por lo que no es posible establecer el

comportamiento del marcador en los distintos estadios OLGA.

Una de las variables consideradas como posible causa de la obtencion de valores no
significativos entregados por el analisis estadistico ANOVA, es el volumen muestral
utilizado (n=40), el cual se comporté de manera heterogénea producto del muestreo al
azar de los distintos estadios OLGA, como se evidencia en OLGA Il que presenta un N
muestral igual a 5, lo que no influye en la significancia total de las muestras, dicho
volumen resulta ser bajo en comparacion a otros estudios realizados en la misma area de
investigacion, los cuales constan con un n muestral mayor al establecido en esta unidad
de investigacion. Dicha variable; se considera un factor influyente al momento de

determinar si el descenso en la expresién de RPRM dentro de este estudio se ve sesgado.

No se encontré una asociacion entre estadios OLGA y la expresiéon del producto
proteico de RPRM en lesiones preneoplésicas de CG. Lo que se contrasta con la
correlacién clinico patoldgica de la pérdida de expresion de RPRM asociada con etapa
invasiva de CG (Saavedra et al., 2015).

Si bien la gastritis es un factor de riesgo a desarrollar CG, las lesiones presentes en la
cascada preneoplasica no presentan un comportamiento estable, lo que puede contribuir
a que los niveles de expresion de RPRM fluctuen a lo largo de esta cascada. Por lo que
se sugiere el estudio de este marcador con una variable que sea mejor caracterizada en la

cascada preneoplasica.

Analizando el grafico (Figura 15), podemos observar una tendencia poco clara del
comportamiento de la proteina RPRM en los distintos estadios OLGA que se utilizaron
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como representacion de la cascada preneoplasica. Teniendo en cuenta esta tendencia, se
considera que el sistema OLGA pudiese ser poco representativo de la cascada, por lo
que se realizo el andlisis basdndose en el sistema OLGIM, que permitié clasificar las
muestras gastricas segun la presencia de metaplasia intestinal. Por esta razon se realiz6
un cruce de datos entre la expresion de RPRM (Q-score) y la presencia o ausencia de Ml
(ver figura 16), donde se obtuvieron valores de significancia (**).

Al realizar el andlisis de estas variables, el N muestral no resultd ser
contraproducente, debido a que la expresion de RPRM se distribuy6é de manera
homogénea entre dos variables. Ademas es posible observar que los individuos con Ml
presentan mayor expresion de RPRM que aquellos que carecen de M, lo que sugiere a
la MI como una variable a tener presente al momento de evaluar la expresion de

marcadores en pacientes con lesiones preneoplasicas.

RPRM
10' %

Q-Score IHQ RPRM

& &

&

ey

é\(‘

Metaplasia Intestinal

Figura 16: Analisis de expresion IHQ de reprimo (RPRM) versus metaplasia

intestinal.
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El siguiente gréfico muestra el comportamiento de la expresion de RPRM analizada
por Q-score, en tejidos de muestras gastricas con y sin metaplasia intestinal. Segun

analisis t-test P=0.0027, con significancia **.
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CAPITULOS5

5.1 Conclusiones

Para todos es claro que el CG continta siendo un problema de salud publica, ya que

la tasa de supervivencia sigue siendo baja por su tardia deteccion.

Nuestros resultados indican que no es posible establecer una diferencia significativa
en los niveles de expresiébn de RPRM para cada estadio OLGA en los pacientes

asintomaticos de la region del Maule.

Se sugiere realizar el estudio de poblaciones asintomaticas con un N muestral mayor,
para poder complementar el vacio existente en el estudio de biomarcadores géastricos de

deteccion temprana de CG.

El marcador RPRM considerado supresor de tumor putativo no necesariamente esta

vinculado con los niveles OLGA, ni con su progresion a malignidad del CG.

Ademas, nuestro estudio sugiere la incorporacion de estadificacion de MI bajo el
sistema OLGIM, como una de las variables a tener en consideracion al momento de

realizar el analisis de marcadores gastricos.
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ANEXOS

Anexo A. Técnica Methylight

Para estudiar el estado de metilacibn del Gen Reprimo se realiz6 un PCR
cuantitativo en tiempo real (MethyLight), que se basa en la utilizacion de sondas
secuencia especificas que tienen un fluoroforo unido, y permiten detectar de manera
sensible y cuantitativa la metilacion del ADN por medio de la utilizacion de partidores
especificos que estan disefiados para solapar el sitio CpG de interés, lo que permite
detectar el estado de metilacion del ADN, ya que solo amplifican aquellas regiones que
poseen citocinas que se encuentran metiladas. Las sondas utilizadas son sondas de
hibridizacién, que se basan el principio de transferencia de energia de resonancia
fluorescente (FRET). Este principio consiste en que el fluor6foro dador (fluoresceina en
extremo 3") es excitado por una fuente de luz LED vy transfiere su energia al fluoréforo
aceptor adyacente (LC Red 640 en extremo 5°), cuya luz es detectada en canales
especificos (Manual LightCycler 480 Real-Time PCR Instrument). Se utilizan a menudo

para la sensibilidad y cuantificacion del patrén de metilacion.

Para realizar el PCR se utilizd el kit Lightcycler FastStart DNA Master HybProbe
(Roche Applied Science). EI mix de PCR con concentracion 1X se prepard con 4 ul de
ADN modificado en un volumen final de 10 pl [Buffer 10 X, MgCI2 25mM, agua libre
de nucleasas (Roche Applied Science), partidor forward 4uM, partidor reverse 4uM,
sonda 10 uM (Integrated DNA Technologies)].
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TALCA

IVERSIDAD
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto: "Caracterizacion y validacion de marcadores de autofagia como
determinantes terapéuticos y de prondstico en lesiones tempranas de cancer gastrico
en la poblacién de Molina”

Patrocinante: Universidad de Talca, Hospital de Curico, Gobierno Regional del Maule,
Centro de Estudios Avanzados de Enfermedades Cronicas

Investigador Principal: Dr. Nelson Brown

Estimado Sr. (Sra., Srta.):

El propésito de este documento es entregarle toda la informacion necesana para
que usted pueda decidir libremente si desea participar en la presente investigacion
médica relacionada con cancer gastrico, Por favor, lea cuidadosamente este documento
y haga cualquier consulta al personal del estudio si lo estima conveniente. Este estudio
cstd siendo financiado con fondos del Gobierno Regional del Maule. Su participacion ea
absolutamente voluntaria y se hara efectiva solo después que firme este consentimiento
informado. A continuacion se describe en forma resumida la investigacion que se

pretende realizar
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Resumen

El cancer de estomago, también conocido como cancer gastrico, es una
enfermedad muy comun en Chile. A diferencia de otros tipos de cancer, la deteccion del
cancer de estdbmago ocurre de manera tardia. cuando la posibilidad de curar la
enfermedad es baja. Este estudio tiene como fin la validacion de "marcadores’ que
puedan ser utilizados en el futuro para la deteccion o tratamiento temprano del cancer
de estbmago. Con el término “marcadores’ nos referimos a sustancias que estan
presentes en el cancer o que son liberadas por el cancer a la sangre. La idea es que la
simple medicion de los niveles de un marcador en la sangre de una persona nos pueda
indicar si esa persona esta o no en riesgo de desarrollar cancer de estéomago. Si
tuviéramos uno de estos marcadores podriamos prevenir e incluso curar el cancer de
estomagoe.

Para saber si un marcador funciona como tal debemos estudiar personas sanas
que habiten zonas donde el cancer de estémago es comun, como lo es la comuna de
Molina. Segun nuestros registros, usted es uno de los 934 individuos pertenecientes a
cuatro postas rurales (Tres Esguinas, Itahue, Pichingal y Lontue) que en el afio 2013
participaron en un estudio destinado a validar “reprimo” como marcador no invasivo
para la deteccion precoz de cancer de estomago. De estos 934 individuos, 180
resultaron positivos y 754 resultaron negativos para ese marcador. El presente estudio
es un esfuerzo de completar dicho estudio a través de la incorporaciéon de otros
marcadores en los 180 individuos que resultaron positivos. Se incluirdn, ademas, 60 de
Ins 754 individiing negativns como grupo control (240 indwviduos en total).

Se espera gue un porcentaje de los participantes alberguen en sus estémagos
lesiones que predisponen a cancer de estomago. Estas lesiones “pre-malignas” seran
evaluadas en el laboratorio para la presencia de ofros marcadores (llamados
marcadores de autofagia), esta vez en la biopsia misma.

1. Procedimientos: ;En qué consiste mi participacion? £

&
Si usted decide participar, se le realizara una breve encuesta/gu
o
minutos llenar. Luego se le realizara una endoscopia digestiva
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biopsias. La endoscopia digestiva aita es un procedimiento en el que un tubo flexible,
con una pequena camara en su extremo, es introducida por la garganta hasta el
estémago. Con este tubo también es posible extraer una 0 mas biopsias. Una biopsia
es un trozo muy pequeno de la parte interna del estébmago. La biopsia se envia a un
laboratorio donde la examina en busca de signos de cancer u otros problemas.

Junto con la endoscopia digestiva alta, se le solicitara una muestra de sangre
para la deteccion de dos marcadores, pepsinogeno y reprimo. No se realizaran pruebas
en sangre diferentes a la deteccién de los marcadores antes mencionados

2. Beneficios: ;Qué beneficios obtengo si participo en el estudio?

Usted podra acceder a tres examenes nuevos que le indicaran como esta su
estdmago. Si alguno de estos examenes estuviera alterado, se podra detectar y tratar
precozmente, evitando asi que la lesidon avance a cancer. Asimismo, su participacion
contribuira a que en el futuro el cancer de estomago pueda ser detectado en etapas
tempranas y a que se puedan encontrar nuevas formas de tratar esta enfermedad.

En caso que sus biopsias indiguen lesiones pre-malignas o malignas, usted sera
evaluado y tratado en el hospital de Curicé. Por otro lado, en caso que los marcadores
en su sangre resulten positivos, aunque las biopsias sean normales, usted entrard en
un programa de seguimiento anual también en el hospital de Curico.

3. Riesgos: ;Tiene algun riesgo participar en este estudio?

La toma de muestra de sangre a veces produce dolor o hematoma (moretén) en
el sitio de puncion. Por otro lado. la endoscopia digestiva alta tiene un riesgo bajo de
complicaciones (1 por cada 10.000 examenes), gque incluyen infeccion vy
desgarramiento. Durante la toma de biopsias se puede producir perforacion y
hemorragia, aunque estas complicaciones son también poco frecuentes (1 por cada
10.000). La sedacion utilizada en la endoscopia podria producirle una sensacién de
mareo al despertar. De manera muy infrecuente podria sufrir una depresion respiratoria,
esto es, una respiracion lenta o débil que hace dificil Ia llegada de oxigeno a los
pulmones. En la mayoria de los casos la depresion respiratoria es mapej

medicamentos. En casos muy raros podria requenr hospitalizacion.
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En el caso de que ocurra cualquiera de los eventos adversos mencionados,
estos seran inmediatamente evaluados y tratados en el hospital de Curico.

4. Usos potenciales de la investigacion: ;De qué forma se van a usar los
resultados de este estudio?

Los resultados de esta investigacion podrian utilizarse en el futuro para la
generacion de un examen de deteccion temprana de cancer de estomago, disponible
comercialmente para ser usado en clinicas y hospitales de nuestro pais.

5. Costos: ;Tengo que pagar algo para participar?

No existe costo por el analisis de las muestras de sangre requeridas en este
estudio. Dado que usted pertenece a FONASA, la endoscopia digestiva y los
procedimientos de toma y procesamiento de biopsias no tendran ningun costo para
usted. Si ocurriera alguna complicacion derivada directamente de su participacion en
este estudio, el costo asociado sera asumido por €l investigador.

6. Compensaciones: ;Voy a recibir algun pago por participar?

Usted no recibira compensacion economica por participar en este estudio
Tampoco se compensaran los gastos en que usted deba incurrir (movilizacién, entre
otros) durante este estudio

7. Confidencialidad: ;Como me aseguro de que mi informacion sera manejada de
forma confidencial?

Tanto su informacion personal como la obtenida de sus muestras de sangre y
biopsias seran mantenidas en forma absolutamente confidencial y solo seran utilizadas
con fines cientificos. El Director de este proyecto (Dr. Nelson Brown), su Director
Alterno (Dr. Alejandro Corvalan) y la institucion de salud participante (Hospital de
Curico) seran los custodios de los datos obtenidos. El remanente de muestra de sangre
que no se utilice en el estudio sera almacenade por § afos en el Laboratorio de
Patologia Molecular de la Pontificia Universidad Catélica, bajo responsabilidad del Dr.
A. Corvalan. Después de ese periodo, las muestras de sangre seran des
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Asinisinu, lds biupsids Ue esitinayu se dinduendidn en el depdiidingniv de paluioyld
del Hospital de Curicd y seran utilizadas solo con los fines diagnésticos y cientificos
asociados a este estudio. En caso de otros estudios en el futuro se le solicitara una
nueva autorizacion para participacion en estos estudios,

Eo posiblo que loo rooultadoc do ooto octudio coon preoontadoo con roviotao o
1euniunes cienuncas. Sin gmbdigo, Sus Udlus persengdies no Seran gugos d conoseer. sl
usted decide retirarse en algiin momento del estudio, tanto sus muestras de sangre y
biopsias como la informacién recogida por la encuesta seran eliminadas. Finalmente,
los resultados de la investigacion seran informados a usted al término de esta (fines del
2017) o trovoo do una oarta confidonoial. Mo ebstanto, uctod tondré ol dorosho do
[HfONMdrse de manerd coninug geeicd de oy 1esullEdus del esiudio.

8. Contacto: jCon quién me debo comunicar si tengo alguna pregunta?

6i uotod doooa obtonor mas informasion sebre les alsansos y preyoesienos do
BYlE BSlUYD pusde conldeidise dieetdmente con su dieeiu (D Neison siown,
Teléfono. 071-2-418822; correo electronico. nbrown@utalca.cl). Si desea saber acerca
de sus derechos como participante de este estudio, puede comunicarse con el Comité
Ftico Cientifico de la Universidad de Talea (St Javier Barra correos electrénicos
{barra@utaloo ol comitodobiootica@utalea o), Teléfene; 671 2 2004181)

Estimado participante, recuerde que fla decision de participar €5
absolutamente suya. Puede aceptar o rechazar la investigacion, e incluso
arrepentirse de si primera decision, sin ningiin problema o represalia para

usied.
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Declaracion de consentimiento

He recibido una explicacion satisfaclonia sobre el propdsito de la investigacion, asi
como de los beneficios sociales que se espera 8stos produzean

He sido informado/a sobre las eventuales riesgos de mi participacion en la
investigacion.

He sido informadofa que los procedimientos que se realicen no implican un costo
que yo deba asumir.

Estoy en pleno conocimiento que la informacion obtenida en este estudio sera
absolutamente confidencial. ESto significa que soélo el equipo investigador lendra
acceso a mis datos. En caso de que la informacién obtenida sea publicada, ésta se
mantendra anénima. Esto significa que no aparecera ningln dato con el que puedan
identificarma an libros  ravistas y ofros medios de publicidad denvadas de la
investigacion ya descrita.

Sé que la decision de participar en esta investigacion es absolutamente voluntaria.
3i nu deseo participar en ella, o una vcr iniciada la inveotigacién no doooco ooguir
colaborando, puedo hacerlo sin problemas y sin tener que dar ninguna explicacion.
En ambus vasus, se me asegura que mi ncgativa no implicara ninguna
consecuencia negativa para mi. Para esto Ultimo solo debo presentarme en la
Escuela de Medicina de la Universidad de Talca, Avenida Lircay S/N, entre las 9:00
y 18.00 horas y contactarme con el Dr. Nelson Brown (Teléfono: 071-2-418822,
comae slactronice: nhrown@ulalea,cl), para firmar la heja de revecacion,

I ns investigadares responsables (Dr. Nelson Brown. Dr. Aleiandro Corvalan) han
manifestado su voluntad de aclarar cualquier duda que me suna, antes, durante y
después de mi participacion en el estudio. Ademas, si deseara realizar consultas
personalmente, el domicilio para estos efectos es Campus Lircay sin, Escuela de
Medicina, en Talca, con el investigador Sr. Nelson Brown (Teléfono: 071-2-418822;
correo electrénico: nbrown@utalca cl), en el horario comprendido entre las 9.00 y las
18:00 horas. lambien se me ofrece la posibilidad de contactarme con el Comité
Elite Cientificy, g iaves de | Direction de lnvestigacion de la Universidad de Talca
(Or. Javier Darra, correos electronicoa: jbarra@utalca.cl; comitedebioctica@utalce cl;

Toléfono: 071 2 200184), do Lunos a Jueves de 10:00 1300 y de 16; 7 E_'@O
horas. A e
— b g
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ACEPTACION

He leido el documento, entiendo las declaraciones contenidas en él y la
necesidad de hacer constar mi consentimiento, para lo cual lo firmo libre y
voluntariamente, recibiendo en el acto copia de este documento ya firmado,

4 {4 R O O K Ry W P RS20 TV S

Cédula de identidad N°...................ococovevrennnn, de nacionalidad............ccooveeens,
mayor de edad. con domicilio en

consiento en participar en la investigacion denominada: “Caracterizacion y validacion
de marcadores de autofagia como determinantes terapéuticos y de prondstico en
lesiones tempranas de cancer gastrico en la poblacion de Molina”, autorizo al Sr.
Nelson Enrique Brown Vega, investigador responsable del proyecto y/o a guienes
éste designe como sus colaboradores directos y cuya identidad consta al pie del
presente documento, para realizar el (los) procedimiento (s) requerido (s) por el
proyecto de investigacion descrito

Fecha: ....... y - S Hora: .......

Firma de |a persona que consiente:

VeSO S PO RO L. o S S A S L 3asaran s
Nombre Firma

Co-investigador: ..., HSASAOOY A PP e AT A DR Meu A e mararp o8 o RS AT LT
Nombre Firma
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RECHAZO

He Igide ¢! documentn, entiendn las declaracinnes econtanidas an @l Sin
cmbargo, rochazo otorgar mi concentimiente, para le cual fime likre y veluntanaments
cl aiguicntc dooumento, rooibiondo on ol a6t sepia de este ya firmade.

Yo

Cédula de identidad N°..........ccccomiiimiiniiiiis, de nacionalidad...... .........o....,
mayor de edad, con domicilio en ... A I PN RN S & No
consiento en participar en la investigacion denominada: “Caracterizacion y validacion
de marcadores de autofagia como determinantés térapauticos y dé pronssucs &n
lesienes tempranas de sancer gastrice en la peblacién de Malina” y N antonza al
Sr. Nelson Enrique Brown Vega, investigador responsable del proyecto y/o a quienes
éste designe como sus colaboradores directos y cuya identidad consta al pie del
prasante ASCUMERS, para realizar &l (lvs) procedrnientu (8) 1requeidy (s) pur el
provecte de investigacion descrito

Fecha: ... Lol Hora: ...

Investigador reapanealbla: | o om iy R G SR 5 s (LGS boaaa babaags

Membre Firma

Co-investigador 1 ... e A A G B S i e R i
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REVOGAGION

Medignie & presente revoee o anleriormente firmado, para lo cual firmo eate
peyy  docunenio libre v ovoluntariamente, recibicnde en el oote oopia do ooto
dooumonto ya firmado.

O R R e e

Cédula de identidad N ... ....cccviiiinnreenen, de naciomalidad.............ooo
mayor de edad, con domicilio 8N ..., REVOCD
[y e nenle fnado.

Fecha: ...... A | — Hora: ............

Investigador responsable: i 773 T T O RO A Coamo 36

Mombra Firma

Co-investigador 1
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Anexo C. Protocolo de procesamiento histolégico de muestras endoscépicas.
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Etapa |Reactivo Tiempo
Lavado |PBS 1X 2 horas
Alcohol 70° 1 hora 30 minutos
=
-‘g Alcohol 95° 1 hora 30 minutos
"
g Alcohol 95° 1 hora
r Alcohol 100° 1 hora
(=]
Alcohol 100° 1 hora
Xilol 1 1 hora
$-)
2
-E Xilol 2 1 hora 30 minutos
s
S
,ﬂ"‘ Xilol 3 1 hora 30 minutos
2 Parafina 1 1 hora
‘s
(4]
E; Parafina 2 1 hora
=
'E Parafina 3 1 hora
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Anexo D. Protocolo tincion Hematoxilina/Eosina

1. Proceso de desparafinacion, se realiza con una bateria de Xilol, donde se procede a
retirar la parafina excedente de la lamina.

Xilol I (5 minutos).

Xilol Il (5 minutos).

Xilol 11 (5 minutos).

2. Proceso de rehidratacion, se realiza con alcoholes en forma decreciente para ir
agregando el agua a los tejidos. Esto se realiza para ayudar a la posterior tincion.
Alcohol de 100° (5 minutos).

Alcohol de 100° (5 minutos).

Alcohol de 95° (5 minutos).

Alcohol de 95° (5 minutos).

Alcohol de 70° (5 minutos).

3. Se realiza un lavado en agua corriente para retirar el alcohol y detener el proceso
anterior.
Lavado en agua corriente.

Lavado en agua destilada.

4. Coloracién con hematoxilina.
Hematoxilina (5 a 7 minutos).

Agua destilada para eliminar el exceso.

5. Diferenciacion.
Alcohol acido OH-CL (1 diping).

Agua corriente.
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Agua destilada.

6. Viraje o azulamiento.

Borato de sodio al 2% (30 segundos a 1 minuto).

7. Lavado en agua destilada para detener el proceso de azulamiento y pasar a otro
colorante.

Lavar en agua destilada (2 a 3 minutos).

8. Coloracién con eosina Y.

Eosina (5 minutos).

9. Deshidratacion en alcoholes ascendentes, para retirar el exceso de agua y para poder
hacer el posterior montaje en un medio anhidro.

Alcohol de 70°, para retirar el excedente de eosina.

Alcohol de 70° (5 minutos).

Alcohol de 95° (5 minutos).

Alcohol de 95° (5 minutos).

Alcohol de 100° (5 minutos).

Alcohol de 100° (5 minutos).

Alcohol de 100° (5 minutos).

10. Aclaramiento, en xiloles consecutivos para retirar el alcohol y también hacer ain
mas favorable el posterior montaje.

Xilol I (5 minutos).

Xilol 11 (5 minutos).

Xilol 11 (5 minutos).

11. Montaje con medio anhidro.
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Entellan.

Anexo E. Protocolo IHQ

1. Desparafinar cortes hasta hidratar con agua destilada.

2. Realizar recuperacion de antigenos en las placas en olla a alta presion por 20 minutos
en buffer EDTA a pH 9.

3. Dejar enfriar cortes por 5 minutos y llevarlos al agua destilada por 10 minutos.

4. Secar las placas y remarcar los bordes del tejido con lapiz hidrofobo.

5. Lavar con buffer PBS-Tween20 por 3 minutos.

6. Realizar bloqueo de peroxidasa endégena con perdxido de Hidrégeno 4% diluido en
PBS 1X por 20 minutos.

7. Lavar con PBS Tween por 5 minutos, 3 veces.

8. Realizar bloqueo de proteinas con BSA universal (anti Mouse igG/Rabbit igG) por 25

minutos.

9. Sin lavar, remover solucion sobre una toalla de papel y aplicar anticuerpo primario o
RPRM abcam (ab213961) en una dilucion 1:1000 con solucion de dilucién comercial de
anticuerpo. Dejar dentro de camara himeda por 1 hora a temperatura ambiente,
protegida de la luz.



75

10. Lavar placas con PBS Tween por 5 minutos 3 veces.

11. Incubar con Anticuerpo secundario polimero marcado HRP (vector, Imn PRESS ™

HRP reagent, MP7500) durante 20 minutos.

12. Lavar placas con PBS Tween por 5 minutos 3 veces.

15. Realizar el revelado con Diaminobencidina (DAB) por 1 minuto.

16. Detener reaccion con agua destilada.

17. Contrastar con Hematoxilina de Mayer por 10 segundos.

18. Lavar con agua Yy dejar por 15 minutos hasta que la placa tome un color azul.

19. Deshidratar en bateria ascendentes de alcoholes 70°,95° y 100° por 5 minutos cada

uno.

20. Aclarar en xilol 3 cambios de 5 minutos cada uno.

21. Montar en resina hidréfoba.
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Anexo F. Protocolo IHQ para control negativo

1. Desparafinar cortes hasta hidratar con agua destilada.

2. Realizar recuperacion de antigenos en las placas en olla a alta presion por 20 minutos
en buffer EDTA a pH 9.

3. Dejar enfriar cortes por 5 minutos y llevarlos al agua destilada por 10 minutos.

4. Secar las placas y remarcar los bordes del tejido con l&piz hidrofobo.

5. Lavar con buffer PBS-Tween20 por 3 minutos.

6. Realizar bloqueo de peroxidasa enddgena con perdxido de Hidrogeno 4% diluido en
PBS 1X por 20 minutos.

7. Lavar con PBS Tween por 5 minutos, 3 veces.

8. Realizar bloqueo de proteinas con BSA universal (anti Mouse igG/Rabbit igG) por 25

minutos.

9. Sin lavar, remover solucion sobre una toalla de papel y aplicar solucion de dilucion
comercial de anticuerpo, en ausencia de anticuerpo primario. Dejar dentro de camara

himeda por 1 hora a temperatura ambiente, protegida de la luz.
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10. Lavar placas con PBS Tween por 5 minutos 3 veces.

11. Incubar con Anticuerpo secundario polimero marcado HRP (vector, Imn PRESS ™

HRP reagent, MP7500) durante 20 minutos.

12. Lavar placas con PBS Tween por 5 minutos 3 veces.

15. Realizar el revelado con Diaminobencidina (DAB) por 1 minuto.

16. Detener reaccion con agua destilada.

17. Contrastar con Hematoxilina de Mayer por 10 segundos.

18. Lavar con agua Yy dejar por 15 minutos hasta que la placa tome un color azul.

19. Deshidratar en bateria ascendentes de alcoholes 70°,95° y 100° por 5 minutos cada

uno.

20. Aclarar en xilol 3 cambios de 5 minutos cada uno.

21. Montar en resina hidr6foba.



Anexo G. Tabla complementaria

Muestra RPRM [+/-) |

FIC-16-001 | + 1 4 4
FIC-16-006 | + 2 4 8
FIC-16-009 | + 3 4 12
FIC-16-014 | + 3 4 12
FIC-16-017 | + 2 2 4
FIC-16-020 | + 3 4 12
FIC-16-025 | + 2 4 8
FIC-16-026 | + 1 2 2
FIC-16-029 | + 3 4 12
FIC-16-031 | + 2 3 5]
FIC-16-032 | + 2 3 5]
FIC-16-033 + 2 4 8
FIC-16-036 | + 2 4 8
FIC-16-037 | + 2 4 8
FIC-16-047 | + 2 4 8
FIC-16-071 | + 1 4 4
FIC-16-087 | + 3 4 12
FIC-16-091 | + 2 4 8
FIC-16-095 | + 2 4 8
FIC-16-097 | + 1 4 4
FIC-16-098 | + 2 4 8
FIC-16-107 | + 1 4 4
FIC-16-108 | + 1 4 4
FIC-16-110 | + 2 4 8
FIC-16-111 | + 1 4 4
FIC-16-117 | + 2 3 5]
FIC-16-118 | + 2 4 8
FIC-16-123 + 2 1 2
FIC-16-129 | + 2 4 8
FIC-16-130 | + 2 4 )
FIC-16-132 | + 2 4 8
FIC-16-133 + 1 4 4
FIC-16-134 | + 2 4 8
FIC-16-141 | + 3 4 12
FIC-16-144 | + 2 4 a
FIC-16-145 | + 2 4 )
FIC-16-148 | + 1 4 4
FIC-16-155 | + 3 4 12
FIC-16-158 | + 2 4 8
FIC-16-165 [ + 1 4 4




Anexo H. Tabla complementaria
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Anexo I. Tabla complementaria
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RPRM [+/-)
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Anexo J. Tabla complementaria

Muestra RPRM [+/-) I P Q
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