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RESUMEN

OBJETIVOS E! adenocarcinoma gastrico es la segunda neoplasia maiigna mas
frecuente en el mundo Se ha propuesto que €l cancer gastrico esta precedido por
lesiones precursoras y se han sugendo al menos dos modelos eprdemioclogicos de
carcinocgéness gastrnica Los citocromos P450 (CYPs) nenen uno ae los papeles
mas mportantes en la activacion oxiaativa y detoxificacion de xenobidticos. asi
mismo se les na mphcaao como un factor de riesgo para et desarrollo de cancer
desde la mucosa gastnica normal pasando por 1os pracesos inflamatorios (gastntis
crémca acuiva v Zasinius oromca  mmactva)l  metaplasia ntestunal atrofia y
adenocarcinoma gastrico En este estucio se investigaron por mmunohistoquimica.
la presencia y la locanzacion celular en la mucosa gastrica de los CYPs que
intervienen en el metanohsmo de carcinogenos Asi mismo. se correlacionaron
factores que influyen en la expresidn de estas enzimas el género la inflamacion,

la ingesta de medicamentos |a presencia de Helicobacter pylort y el tabagquismo

METODOS Se reaiizo un estucdio prospectvo longituamnal y expenmental con 285
casos de biopsias y piezas gquirurgicas con tendo gastrico de la zona antral, por
dos patologos con protocoto doble ciego para obtener concordancia inter-
observacional utilizando los criterios de la clasificacion de Sydney para gastritis y
de la clasificacion de Lauren para adenocarcinoma gastrico se encontraron 51
casos de mucosa gastnica normal 50 de gastritis cronica superficial inactiva., 50
de gastritis cronica folicular activa. 46 de gastritis atrofica. 50 de metaplasia

intestina! tipo {1l y 48 de adenocarcinoma de tipo intestinal




tipo intestinal La inmunorreactividad a CYP se reahzo utihizando anticuerpos
policlonales que reconocen CYP1A2 CYP2B6 CYP2E1 y CYP3A de Chemicon
International. Inc Temecula CA Los anticuerpos fueron seleccionados por su

especificidad a las enzimas estudiadas

RESULTADOS La =s«wresion de CYPs en la mucosa normal es un hailazgo
importante en este trabajo el CYP1A2 se encontrdo en el 76% y el CYP2E1 en el
73% mientras gue =1 CYP2B6 en el 55% asi como CYP3A4 en el 49%. esta
expresion disminuye ccn la flamacidn En la metaplasia intestinal upo Ll se
observo expresicn 2t CYPRET e el 100% de las muertes analzadas. el género
femernnrc &s un facter importante para la expresién de CYP3A4. la mnflamacion
aguda para CYPZE1 ia cresencia ae H Pylort para CYP1A2 CYP2B6 y CYP3A4,
2] ingesta de medicamentos inductores de CYP3A4 se asocia de forma positiva a
la expresion de CYP3A4 y el tabaguismo podria asociarse a la expresion de

CYP1A2

CONCLUSIONES En nuestro estudio encontramos que existe una expresion de
CYPs en la mucosa gastrica normai En general esta expresion se ve afectada
por la nflamacidn gque disminuye de forma significativa el porcentae de las
muestras investigadas con expresion pesitiva particularmente para CYP2B6 y
CYPZE1 Lapresencia de CYPs en la mucosa gastrica no es scrprendente. ya que
estas enzimas uensn funciones Muy IMportant2s en el metabolismo de sustancias
endogenas como las prostaglandinas y prostacichinas. gue se han considerado

como agentes de citoproteccion gastnca




SUMMARY

AIMS The gastric adenocarcinoma 1s the second more frequent wiched neoplasia
in the world It has intended that the gasinc cancer s preceded by lesions
precursors and they have been suggested two epidemic models of gastric
carcinogenesis at least The cytochromes P450 {CYPs) they have one of the most
mportant papers in the actiwation oxidativa and xencobidoticos detoxification.
hkewise thney have been moliea as a factor of risk for the development of cancer.
from the normal gastric mucesa Zcirg by the inflammatory processes (active
chronic gastntis anag inachnve chrenic gasin .t intesunal metapiasia atrophues and
gastric adenocarcimema  In this study were investgated by iNnmMunomistoguimica.
the presence ana the cellular lccahzaton N the gastric mucosa of the CYPs that
intervenea in the metabohsm of carcinogen Likewise factors were correlated that
influence 1N the expression of these enzymes the gender the inflammation. the

ingest of meaications. the presence of Helicobacter pylorn and the smoking

METHODS VVere carriea a prospective longituaginal and experimental study with
295 cases of biopsies and surgical pieces with gastric fabric of the area antral. for
two pathologists with blind doutte protocol to obtan Inter-observational agreement
using the approaches of the classification of Sydney for gastrntis and of the
classification of Lauren far gastric adenocarcinoma they were 51 cases of normail
gastric mucosa 50 of inactive superficial chronic gastritis. 50 of gastritis chronic
acuve folicular 16 of gastnits atrofica 50 of metaplasia intestinal type HI and 48 of

adenocarcinoma of intestinal type




The inmunorreactive to CYP was carried using antbodies policlonales that
CYP1A2 recognizes. CYP2B6. CYPZE1 and CYP3A of Chemicon international.
Inc Temecula CA The antbodies were selected by thewr specificity to the studied

enzymes

RESULTS The expression of CYPs in the normal mucosa 1s an immportant
discovery in this work. the CYP1AZ was in 76% and the CYP2E1 1in 73% wnile the
CYP2B6 in 59% as well as CYP3A4 1n 49% this expression dimimmishes with the
inflammaton In tne metaglasia intesunal ype Il cne observes an expression of
CYP2E1 in 100% of the anavzea samples with the feminme gender it 1s an
important factor for the =spresson of CYPIA4 the sharp inflammation for
CYP2E1 the presence of H pylor for CYP1AZ CYP2B6 and CYP3A4 the ingesta
of meaications apettors of CYPIZA4 associates from a positive way to the
expression of CYP3A4 and the smoking it could associate to the expression of

CYP1A2

CONCLUSIONS In our study we find that an expression of CYPs exists in the
normal gastrnic mucosa In general this expression 1s affected particularly by the
inflammation that dimimishes in a significant way the percentage of the samples
investgated with positive expression for CYP2ZBS and CYP2E1 The presence of
CYPs in the gastnc mucosa s not surprising since these enzymes have very
important functions it the metabohsm of endogenous substances. as the

prostaglandins and prostacichnas that have been considered as agents of gastric

citoproteccion
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INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA

E) adenocarcinoma gastrico es una de las neoplasias mas frecuentes en el mundo
con un estimaao de 75300 nuevos casos por afno segun datos de la Orgarnizacion

Mundial de la Salud’ - ? Sin embargo aungue la frecuencia de este tipo de cancer ha
disminuido en cas: todas las regiones sinN conocerse las causas constituye todavia
wun proplema a2 saiug pubhca Darucularmente en paises como Japon donde continua
siendo el mas frecuente reportandose una mnoidencia de 77 9 por 100 000 habitantes
y comprenae =2l 25 31% cde todos los canceres - Paises considerados de alto

riesgo son China Finlandia Islandia Poloma Hungria. Portugal. Ecuador y

Colompia aacemas Japoen

America Latna es considerada un area de nesgo intermedio Los dnicos datos de
nNcidencia anual existentes son los reportados por Costa Rica y Brasil de 45 por
100 000 habitantes en ambos paises’' aungue cabe hacer notar que no todos los
paises se registra la ncidencia de tumores mahgnos. sino mas bien se enumera la

mortahidad por neoplas:as

Cuando se ananza ta probiematica de las neoplasias en México. se puede observar
que ocupa e segunco lugar de causas de muerte natural. con una tasa reportada por

la Secretaria de Salud en 1999 de 54 7 por 100 000 habitantes. Especificamente. el




cancer gastrico ha ocupado de forma alternativa durante muchcs anos el segundo y
el tercer lugar de frecuencia en neoplasias. con una tasa de mortalidad de 8 1 para la
poblacion entre 45 a 54 afos acentuandose esta frecuencia en los segmentos de
poblacién mayor de §5 afios comn una tasa de 83 2 casos por 100.000 habitantes®
Las muertes reportadas por tumores malignos segun entidad federativa de residencia
habritual 'ndican que el cancer gastrico tlene una tasa de mortalidad mas alta en
Yucatan (8 55) Chiapas (8 08) Chihuahua (7 94) y Sonora (7 11) en comparacion

com otros estades como Querétaro (3 40) o el estado de Mexico (3 00)°2

2 HISTOPATOLOGIA

Se han propuesto varias clasificaciones histoldgicas para el cancer gastrico y entre
las mas aceptadas se encuentran la Clasificacion de Lauren y la Clasificacién de la
Organizacion Mundial de la Salud La Cilasificacion de Lauren considera dos
pretetipos de adenocarcinoma gastrnco tomando en cuenta la morfologia del tumor: el
intestinal y el difuso En la clasificacion de la Organizacidon Mundial de la Salud se
aescrniben cnNco tpos tubular muciNoso pagpgilar ndiferenciado y carcinoma de
celulas en anillo de sello los primeros tres corresponden al de tpo intestinal y los dos

ultimos al adenocarcinoma de tipo difuso de la Clasificacion de Lauren®”’

El grago ae diferenciacion de este tpo de tumores se establece a dos niveles
arguitectura y atipra celular A nivel de la arguitectura un carcinoma bien diferenciado

esta constituido por glandulas bien formadas gue pueden tener proyecciones

gy
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papilares presentes en los espacios giandulares dilatados En el ipo moderadamente
diferenciado las estructuras glandulares son irregulares. complejas o incompletas y
las células tumoraies puecen fecrmar agregados gue semejan bandas o masas En
los pobremente diferenciados las glandulas son poco definitdas o. inclusive. puede
no haberlas y presentarse como celulas aisladas® Con referencia a la atipia celiular
un carcinoma oren ziferenciaco 2sta compuesto de celulas epitehales propias
funcicnates v celulas cabciformes secretoras de mucinas y en un carcinoma

° Estos dos

pobremente aiferenciado ias celui@as scn prmitvas y no funcionales
rmiveles ce aiferenciacion cu=cen ¢ e concarr dei todo en un mismo tumor. En
general el criterio que se utihfa para determinar el gracdo de diferenciacion de un
carcinoma  es 'a argunectura glanaular’ Todeos Ics acenocarcinomas bien
diferenciados secretan moco que pueaen tener una locahzacion intracelular o
intraglanaular El exceso de moco puede romper celulas y glandulas formando lagos
de moco en el estroma caracteristica que se puede observar a simple vista Cuando

el moco ocupa mas del 50% del tumor se designa adenocarcinoma  Mmucinoso o

coloide

Los tumores de patréon difuso no tiene formaciones glandulares y se caracterizan,
como su nombre lo indica. por la infiltracidn de células individuales en anillo de sello,
estos tumores no forman masas y la penferia del tumor es poco definida con sitios
focales ge infiltracion profundae Se considera que este tpo de tumor es

caracternizado por su compartamiento bioldgico agresivo




3 ETIOLOGIA

Estudios epidemiologicos en poplaciones humanas indican gue el adenocarcinoma
gastrico ge Lipo Ntestiral se encuentra precedido de alteraciones inflamatorias de la
mucosa gastrica que se presentan en focrma secuencral que son mas severas y
extensas conforme se .ncremeria el tempo o gque ha planteado la hipotesis de que
constituyen wna secuercia aue raflejla cambios fenctipicos (esquema 1)’ 777 El
primer cambio Iue ocurre 2n g mucosa e€s !a gasintis que por procesos de
nflamacicn cenitua orogresa racia ‘a cromicigaa Hisiologicamente la gastrius
cronica ascc:aga a ‘a nfsccon roer =elicobacter ovion esta caractérizada por un
infiitrado nflamatenc cromco fohiculos imfoices v un graac variaple e pohmorfo
nucleares cue iNncican actividad © % La oresencia de infiltrado inflamatorio sugiere
una respuesta inmunoclogrca contra H Fylcrr con activacion de ta inmumidad celular y
produccion age cuitocinas esopecificamente hay una produccion incrementada por la
mucosa de citocinas pramnflamatorias  interteucina (ILy»-1 IL-5 e 1LL-8 factor de
necrosis tumcral aifa (TNF-atfa)l e interfaron gamma (FN-gamma)’ '*'® La
inflamacién no cambia el fenotpo epitehial gastrico sino gue promueve una respuesta
exagerada cel proceso de regeneracion de la mucoesa’™ ™t La atrofia del epitelio
gastrico ha sido atribuida a productos de H  ~Fy/orr como las citotoxinas y el
amoniace Por otra parte las proteasas y los metapolhitos reactivos del oxigeno
provenmienies Ce lcs 2uccocitos pahimorfonucleares , e otras celulas nflamatorias en
el epitelio gasinco causan destruccion de epitehlic  Se ha encontrado aumento del

nivel de dchaldehido malonico. que es producio e la hpoperoxidacion de acidos

Lo




grasos La prevalencia y severidad de la atrofia aumenta con la edad. aungue no es
un efecto de la edad sino la duracion de la infeccion por H Pylon La atrofia
constituye un cambio crittico ya que pueade permitir alteraciones del microcambiente
gastrico come aumento ael pH y disminucion de la produccion de moco. que son

factores de proteccion gasirica

La metaplasia ntestunal es un hallazgo comun en la gastritis de cualquier etrologia y
su prevalencia aumenta con la edad proporcional a la duracidon de la gastnus La
metaplasia ha sicdo clasficada en completa e ncompleta y diversos autores han
propuesto clasficaciones e la misma basadas 2n el tipo de mucina secretada por
las celulas cahciformes o por 2l grado ce aistorsion celular glandular™ La
metaplasia compieta o tipo | se caracternza por ser semejante al epitehio del intestino
delgaao con celulas caliciformes cue contienen sialomucinas entremezcladas con
ceéiulas de absorcion con porgde en cepiilo tien desarrollado La metaplasia
imcompteta comprence {os upos tl y Il La metaplasia tipo Il nene celulas calhiciformes
con sialomucinas entremezciadas con celulas gastricas epitehiales con mucinas
neutras o sialomucimas La metapiasia upo Il 0 tpo colonico se distingue por crniptas
tortuosas y ramificadas cubiertas de células columnares altas que contienen

. a

abundantes sulfomucinas y sialomucinas O-acetilagas”
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4 FACTORES DE RIESGO DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO

Se ha demostrado que existen factores de riesgo para el desarrollo de
adenocarcinoma gastrico  de los mas importantes es la infeccion por et bacilo Gram

negatvo Helicobacter pylort una de las mas frecuentes en tocdo el mundo. ha sido

]

considerada como un primoraial factor de nesgo para e! cancer gastrxcol'
aunque es alficil estavlecer crectamente su manera de accion se podrian mencionar

los sigurentes probables mecanismos

- Incrementc 2n g tasa de prolferacion celular de ta mucosa gastrica demostrada

con Mmeaicion Por INcorporacion ce hmidina marcada~™

- Alteracion celular y del mecarnismo de secrecion de moco por accion de proteasas

y hpasas bacternianas exponiendo a las celulas epitehales a la accion de sustancias

intralumimales

- Inibician del efecto local de antioxidantes especialmente vitamina C Se ha
reportado que en los pacientes infectados por Helicobacter pylornt 1a concentracion
de vitamina C es menor gque la de suetos sin infeccion® Es importante sefalar gue

la vitamina C actua tambien como bloqueador de las reacciones de nitrosacion?

- Generacion de radicales libres tanto de oxigenc como de nitrogeno por hinfocitos.,

leucocitos polmorfonucleares y macrofagos presentes en el sitio de infeccion™

| TEQIS 00E
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Por otra parte. se han encontrado que los factores de exposicidn ambiental Como
las nitrosaminas provenientes del consumo de alimentos ahumados. {a ingestion alta

de sodio. el bajo consumo ce frutas y vegetates frescos y el tabaquismo. facilitan la

progresion de iesiones inflamatorias gastricas hacia el cancer®* 0337 gl wubo
digestivo esta expuesto a muchos carcinogenos y se calcuia gque el 30% de los
xenobioticos con Ios que el humano esta 2N contacto atraviesan el tubo digestivo™
Aungue las celulas ael eprtelio gasirico no tenen una funcion de abpsorcion. puede
haber cifusion pasiva de aigunas sustancias debwao a su estructura quimica. de
rmanera garncuiar 1as pases cebiles como son por S@mpio los compuestos NiItrosos.,
tas aminas y las midroxitaminas gque se encuentran entre los compuestos

mutagenIccs v/o cancerigenos denvados de los alimentos y medicamentos

5 METABOLISMO DE CARCINOGENOS POR ENZIMAS DE FASE |

CITOCROMOS P450

La mayoria ge los carcinogenos son metabolizados por sistemas enzimaticos
presentes en céluias procariontes y eucariontes dando lugar a moléculas
electrofilicas capaces de reaccionar con macromoleculas mportantes como acidos
rucleicos y proteinas™ Las reacciones metabolicas de mayor importancia son la
oxidacion  la reduccion y ia comjugacion Las gos primeras son catahzadas
principalmente por una farmiila de proteinas conocidas como Citocromos P450

{CYPs). los cuales tenen un papel en la regulacion celular ya que participan en el

-




metabolismo de compuestos fisiologicamente activos en la comunicacion celuiar

como por ejemplo Ios esteroides (0s eicosanoides y los acidos grasos

En los animales verteprados el higado es el drgano que por excelencia expresa
CYPs auncue formas especificas de CYP se expresan en diferentes tepdos

extrahepaticos incluyenao el tepde cerebral. el intestuno deigado el rnfAon y el

pulmen-™ > Para faciltar su nomenclatura se han clasificado en familias y
subfamihas Caca famiha esta formaga por las enzimas cuya frecuencia génica es
idéntica en un 40% ¢ se sdentifica con un Nnumero arabigo mientras que en una
subfamiha ia 'aenudaa ce 'a frecuenc:ia es 2e 55% a 20% y se naica con una letra
mayuscula las formas ndividuales se mncican con un segundo Nnumero arakigo (por
giempic CYP3AS famiha 3 supfamiha A forma navigual 4) En los seres humanos
se han encontrado las secuencias de 35 genes de CYP pero sélo se han identificado
29 enzimas ae las cuales 16 participan en el metabolismo de xenobioticos y se ha
encontrado que CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2E1 y CYP3A4 intervienen en la

activacion ce carcinogenos™

Los CYPs pueden tener una expresion constitutiva o inducible. y su regulaciéon es
compiela por eempglo la induccion de CYP1 reqguiere la activacion del receptor de
rudrocarburos aromaticos (AhR) que se encuentra asociado a la proteina de choque
termico HSPSGO vy al rransiocador nuciear del receptor aromatico (ARNT) La unidn de
ligando con AhR produce la translocacion nuciear del del complejo formado por ia

hiberacion de HSPS0 y la dmerizacion con ARNT  E! heterodimero AhR-ARNT




interaciua especificamente con el DNA en el elemento ae respuesta a xencbioticos

(XRE por sus siglas en ngies) y aumemta la transcripcion gde CYP1

La regulacién ce la famika CYP2 esta mearaca por receptores nucieares
relacionados a la superfamihia de receptores ce hormonas esteroideas como el
receptor constitutive ce androstano (CAR) para CYP2B y el receptor del acido
retinoico (RAR) para CYP2C Este upo de regulacion también existe para CYP1 y

cvye,s3™®

El CYP1TA2 se na cent:ficado en pecuenas cantidades en tepdo pulmonar laringe
Mucosa ce Inlasting aelgaco nAon venga wurnnang opreostata olacenta y hnfocitos de
humanos aungue se ha consiIderado gque su expresion Mmas importante ocurre en el
higado Las sustancias gus metapociiza CYP1AZ2 ncluyen medicamentos aminas

aromaticas aminas heterociclicas nitrosaminNas micotoxinas compuestos

mtroaromatces y eSII’OgEF\DS;‘

Et CYP2B6 pertenece a una subfamiha de los CYPs que se asocia a la respuesta
inductora ce fenocartital Mmegicamento que causa una respuesta (nductora a vanas
subfamihas de CYPs CYPZB CYP2A y CYP3A En humanos se ha encontrado™
que existe de moao constituttvo una cantidad variable =2 nducible en el higado
iNtesuno gelgaco puimen glarncdulas suprarrenales nnon v cerepro Esta enzima
parucipa en el metabohismo de varios compuestos congeéneres del fenobarpital

(hidantoina crimicona succinimidas) dexametascona pesticicdas haiocgenados.




producios provementes de plantas (diahlsuifato canabinoides indoles) vy

carcinogenos™

El CYP2E1 se expresa constitutivamente en €l higado y otros tejdos. lo cual imphca
funciones endogenas mportantes Esta enzima es ia unica forma de CYP que se
tnduce por etanol CYP2E1 metabohza compuestos pequeros e hidrofobicos que
ncluyen varios carcinogenos™ Ademas CYPR2E1 tene la capacidad de reductr
oxigeno motecular a rgaicales reactives del oxigeno que pueden niciar peroxidacion
de membranas con produccion de alaehidos que a su vez activan la produccion de
ciecinas por snfccrtes La arstricucicn cetular ae CYPE1Y es variada se encuentra
tanto en el reticulo endopiasmMICo como en la membrana celular y en las vesiculas
hsosomales Su 2xpresion ocurre en la region perivenular del higado la coneza
renal la mucosa nasal el pulmdn. los testiculos 1cs ovarios. el intestino delgado. el

colon y los hnfocitos™
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

cLa expresidn de CYPs ocurre de manera similar para las lesiones de la
mucosa gastrica como gastnitis crorica activa. gastritis créonica inactiva.
gastnitis atrofica metaplasia intesunal upo Il adenocarcinoma gastrico de tipo

ntestinal y mucosa normai®?

cEl género la inflamacion la ingesta de medicamentos. la presencia de

Helcobacter pyiorn y el tabaquismo influyen en la a2xoresion de estas enzimas?




HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion:

La expresion de CYPs en el epiteho gastrico es diferente en las distintas lesiones
epitehales de la mucosa gastnca (gastntis cronica activa. gastritis cronica inactiva.
gastnuis auvofica metaolasia mntestinal vy adenocarcincma gastrico de upo intestinal)

de la expresion de la mucosa gastrica normal

H, mucosa normal -~ gastnitis cromca activa - gastntis cronica inactiva = gastritis

atrofica =~ metaplasia intestinal ~ adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal.

Hipotesis nula la expresidn de CYPs es igual en las lesiones de ia mucosa gastrica

que la expresion de CYPs en la mucosa gastrica normal

H, mucosa normal = gastntis cronica activa = gastrits cronica inactiva = gastritis
atrofica = metaplasia intestinal = adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal.




JUSTIFICACION

La carcinogénesis gastrica es un proceso multfactenal y complejo’ En el
adenocarcimoma  gastrico de tpo intestnal  la evolucidn muestra un  patron
consistente ccn un Mocelo de progresion cependiente del tempao desde la atrofia
epitehal gastrica a la metaplasia asi ccmo de la metaplasia a la displasia y de esta al
adenccarcincma ~ 7 Esta oprcgres.on orooablemente refleja la presencia de
factores e meaulac:on de un Procesc Dracancercoso ue puede ser regrasivo en
alguna etapa Como en toda enfermedad progresiva se ha tratado ae estabiecer un
marcador empramo gel Droceso as carcinogenes:s para poder vigitar y prevenir el
desarrollo de neoplasia Hasta ! momento no se na podido encontrar un marcador
temprano en el cancer gastrico va que los marcacores bioldgicos dispenibles por el
momenio solo demuestran las alteraciones geneticas cuando ya el cancer esta
establecido por ejemplo mutaciones a rivel del gen pS53 peéerdida de la
heterogenicidad de los genes APC o DCC o la sopreexpresion de genes especificos

tales como c-erb-2 o c-met’ =

Una caracteristica importante en el desarrollo del cancer gastrico es la presencia de
carcncgencos polenciaies en ia luz gastrica Las 2nzimas mas involucradas con el
metabolismo ge estos compuestos son los CYPs que estan relacionados con los

mecanismos ce oxidacion vy reduccion de sustanc:as :arr:m(:genas"c'Js La presencia




de estas enzimas en los tepdos alterados comparados con ios tepdos normales
puede ser un marcador de susceptbiidad a toxinas y carcinogenogenos
espectalmente en tendo gastrontestinal Por to tanto conocer su expresion en etapas
tempranas del proceso canceroso puede ser un factor que ayude a interpretar la

progresion gel mismo




OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar la presencia de CYP en la mucosa gastrica normal y en ias diferentes

etapas del proceso de carcinogénes:s del adenocarcinoma de tipo intestinal

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« ldenuficar y locahzar la presencia de ias siguientes formas individuales de

Ccyp

- CYP1AZ2
- CYP2B6

- CyprPg1

- CYP3A4
En la mucosa gastrica normal y en los tejidos con las siguientes lesiones:
- Gastritis cronica inactiva
-  Gastritis crornica activa
-  Gastrius atrofica

- Metaplasia intestinal

- Adenccarcinoma gastrico tpo intestna AT S




Analizar fa correlacion de la presencia de formas individuales de CYP
{CYP1AZ2. CYP2B6 CYPE1 CYP3A4) a |a presencia de Helicobacter pylor

Anahzar la correlacion de la presencia de formas individuales de CVYP
(CYP1A2. CvYyP2B6 CYPE1 CYP3A4) con la ingesta de medicamentos

inductores nhibidores o sustratos de los CYP investigados

Anahzar la correlacion de la presencia de formas individuales de CYP

(CYP1AZ2 CYP2B6 CYPE1 CYP3A4) al género de los individuos

Analizar la correlacion de la presencia ge formas individuales de CYP

ICYP1A2 CYP2BA CYPE1 CYP3A4) con el tabaquismo

Realhzar un andhsis de reqgresion logistica por cada CYP para evaluar el

efecto de las variables independientes sobre ia expresion de CYP




METODOLOGIA

Se elhigieron 336 muestras de tejdos obtenidos por biopsia endoscopica o cirugia
fijacos en formailina e ncluidos en parafina tefidas con Hematoxihina y Eosina y
Giemsa revisados con microscopia de luz por dos patologos con protocolo dobie
ciego para cobtemer concordancia inter-opservacional de estas fueron eliminados 41
muestras las cuales !os diagnosticos no eran concordantes. asi como tejdos
msuficienies o ToONtamirtacos con tepdos No gastricos se excluyeron de partucipar en
el estudio Los gragrosticos emitidos por el servicio de Patologia del Centro Médico

Naciorat Z0 ce Noviemocr= ISSSTE fueron los sigurentes

* Mucosa gastrica normal 51 muestras

= Gastritis cronica superficial inactiva 50 muestras

« Gastnitis cronica folicular activa 50 muestras

= Gastritis atrofica 46 muestras

= Metaplasia ntesunal incompleta 50 muestras
Tipo 1l

= Adenocarcinoma tpo intestinal 48 muestras

Estos diagnosticos se& establecieron en base a criterios especificados en la

12,1314

Clasificacién de Sydney para gastritis y en la Clasificacion de Lauren para

adenocarcinoma gastrico ' &




Ademas se recopilaron los datos demograficos (edad género). historia ae
tabaquismo y uso de medicamentos de los pacientes de cada muestra inciuida para

realizar un anahsis de factores que mfiuyen en la expresion de CYPs

6. INMUNOHISTOQUIMICA

Se eligio 1a tecrica de Inmunohistoguirmica para la visualizacion de los antigenos
celulares (CYPs en este caso) por €l método de Estreptavidina — Peroxidasa por su
alta sensibilidad La tecrmica de tres pasos Peroxidasa Ant Poroxidasa (PAP)
consiste en la apbcacion de un antcuerpo primarno arrigido a la sustancia de
Mvestgacidn un anticuerpo de enlace y la formacion de un complejo PAP La tincion
se compieta con ia iNcubacion ade un sustrato cromogeno (ciaminobenzidina) soluble

en alcohol y la contratincién con hematotoxihna - ’

Para aumentar la sensibhdad se desarrollo un metodo que aprovecha la afinidad de

la avigina por ia bictina incrementanaoc ta sens:ibilidad de ia deteccion hasta 20 veces

mas que los metados tradicionales PAPT Para avitar falsos positivos se utifizaron
pasos de blogueo de sitios inespecifices™™ como se detallara mas adelante Se
emplearon controies negativos v positivos en cada 'aminilla para cuidar la validez de
la tecnica el centrol positvo como prueba de sensinihaad thigado de rata Sprague
Dawley macho de 8 semanas de edad) y el control negativo como especificidad
(PBS en lugar a2 anucuerpo primano en una musastra ge tepdoy La realhzacion de

immunohistoquimica se reahizd en el laboratorio de 1a Dra Julieta Rubio Lightbourn,




en el Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental del Instututo de

Investigaciones Briomedicas de 1a UNAM

La inmunorreacuvicaa a CYP se realizd utihzando anucuerpos policicnales que
reconocen CYPRP1A2 CYP2BS CYPZ2E1T y CYP3A de Chemicon Intermacional. Inc
Temecuia CA usanao la tecnica de extraviaina-peroxidasa Estos anticuerpos estan
recomendados para uso en Western pilot e Inmunohistoquimica en tendos
congelaacs O ratacos con formaldenico Los anticuerpos fueron seleccionados por

su especificicaa a las snzimas 2studiadas

« Ratmit antu-numan cytochrome P450 Enzyme CYP1AZ2 polyvcional antibody
reacciona solamente con la fraccion microsomal de CYP1A2 y no tiene reactividad
cruzaca con otros CYPs Por Western Biot este anticuerpo reconoce dnicamente
una proteina ae peso molecular de 54KDa

e Raborit anti-human cytochrome P450 Encyme CYP 2B6 and rat CYP2B1/2
polyclonal anupody reacciona con CYP2B6 de la fraccidn microsomal humana y
CYP2B1/2 en la fraccion microsomal hepauca ge rata

e Rabbit anti-human cytochrome P450 Enzyme CYP 2E1 polyclonal antibody
reaccicna con CYP2E1 ce microsomas humanos y de rata no tiene reactividad
cruzaaga con otras enzimas de CYPs en estas especies

e Rappit ant-human cytochrome P450 Enzyme CYP3A4 polycional antibody

reacciona con (a fraccon microsomal hepatica este anticuerpo puede mostrar




reactuvidad con CYP3A7 (fetal) debido a la homologia de secuencia. No tiene

reactividad cruzada a otros CYPs.

7. TECNICA:

De los blogues de parafina se cortaron muestras de 5 micras de espesor y se
montaron en lamirmilias para inMmunotistoguimica cublerntas con solucién de poli-L-

lisina al 0 01% (poly-L-lysine solution O 1% in water Sigma Diagnostics INC).

tas laminidlas recubiertas de polh-L-isina con |la muestra de biopsia se
agesparafinaron y se rehidrataron con un bafo de amortiguador de fosfatos (PBS) 1X:

001 MpH 7 4 por 30 minuios a temperatura ambiente
Se hizo el procedimiento de recuperacion antigénica™ 3' con amortiguador de citratos
11X 10 mM. pH 54 en herno de microondas a 750 MHz por dos periodos de 5

minutos con un INtervailo de descanso de 1 minuto entre las dos fases de

calentamiento

Las muestras se colocaron en camara humeda y se procedid a neutralizar la

peroxidasa endogena al afadiries la solucion blogueadora con biotina

- Solucion para biogueo de peroxidasa endogena
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0 3% H-0Oz ~ 10 ng/mi d-biotina Sigma (en agua)

Para 1 ml  »>100 1l de solucion de biotina (1 mg/10ml)
100 nl de peréxico al 30%

100 1l de PBS 10X

700 ul ce agua

Se cubrieron todos los cortes dejando mcubar 15 minutos a temperatura ambiente,

se enuago con PBS1X y se cejo en bano de PBS1X por 5 minutos

Se realizo un proceaimento ae bloqueo para sitios nespecificos con leche
descremaca al 5% en amoruguador PBS1X dejando incubar 15 minutos a
temperatura ambiente se enuagod con PBS1X y se dejd en bafo de PBS1X por 5

minutos

Se removio el exceso de liquido y se aphcd la solucion de anticuerpo primario en
PBS 1X a las siguientes diluciones

CYP 1A 2 1 500 CYP 2E 1 1 800

CYP 2ZB 6 1 800 CYP 3A 4 1800
con testigo positivo (higado de rata Sprague Dawley macho de 8 semanas de edad)
y control negativo (PBS en lugar de anticuerpo primaro en una muestra de tejido) en
cada laminilla dejando incubar por 60 minutos a temperatura ambiente. se lavo con

PBS1X y se colocd en bafio de PBS1X por 5 minutos




Se sacudio el exceso de liguido y se aplhcaron 100 1l dei anticuerpo secunaario
oiothhinado (DAKO LSAB+ kit Peroxidase Universal DAKO CORPORATION.
Carpinteria CA LINK anucuerpo bioulinade ant-conegjo. anti-conejo y anti-cabra:
inmunoglobulinas en PBS conteniendo proteina transportadora y solucién 15 mM de
azida de sc0i0} al corte y a 1os controles dejando incubar en camara humeda por 15
miNutos a temperatura ambiente Se enuago con PB8S1X y se dejd en bafo de

PBS1X por 5 minutos

La reaccidn de extravidina-peroxidasa se reahzd aphicando 100 ul de ia solucion de
extravidina-geroxidasa (DAKO LSAB+ kit Peroxidase Urniversal, Streptavidin
Peroxidase estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano en PBS conteniendo
proteina transportadora y agentes antimicrobianos) dejando incubar en camara
humeda por 15 munutos a temperatura ambiente. se enjuagod y colocd en PBS1X por

5 minutos

Para revelar se aplicéd la solucion de Diaminobenzidina (DAKO Liquid DAB+ Large
volume substrate-chromogen solution. DAKO CORPORATION. Carpinteria. CA)
dejando actuar un maximo de 10 minutos. se detuvo la reaccion al lavar con agua
bidestilada Se aplico hematoxilina de Mayer (Hematoxyhn. Mayer's DAKO
CORPORATION Carpinteria CA) para la contrannc:on. se enjuagaron las laminiilas
en agua uoia y postenormente en agua a temperatura ambiente Se montaron las
laminitlas con medio de inclusion rapida para microscopia Entellan (Merck KGaA,

Germany) y se coloco el cubreobjetos.

~-




Las muestras se exammnaron al microscopio de luz a 40X para establecer la
presencia y/o ausencia de inmunotincién y su distribucidn. Como evaluacion
cuahtativa se consigero pcesitiva la tincidn cuando se observo la iInmunotincion en por

o menos 5% de las células comparandose con el control positivo




PARTICIPACION DEL SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

En los archivos cdel servicio ce Anatomia Patologica del Centro Médico Nacional 20
de noviempre ISSSTE se realizo la busgueaa de biopsias y plezas quirdrgicas de
estomago de los arnos 1998 1999 2000 y 2001 obtemendo un total de 336 muestras

de las cuales fu=2rcn utiles 295 (Tacla 2) utihzando ios criterios de exclusion antes

mencicnados

Se localizaron ias iaminidias corresporndientes a cada caso. las cuales se
encontrascan eMaas con nnoicrn e rutira (Hematoxiina y Eosina) y ademas. ias

biopstas gastricas can tncion ce Giemsa para ta idertificacion de Helicobacter pylor.

Con microscopia ge luz se hizo el analisis morfoldogico de cada una de las lesiones
para llevar a cabo la concordancia mtertasador con el diagnostico previamente
emitgo por el patdlogo responsable del caso utihzando los criterios de la
clasificacion de Sydney para gastnts y la clasificacion de Lauren para

adenocarcinoma ga’strxco

Se locahzaron los blogques (tejdo mclurdo en parafina) correspondientes a cada caso.
de los cuales se realizaron cortes ge 5 micras montandolos en nuevas lamimillas (5)

con la tecnica descnita con anterioridad




Con microscopia de iuz con el objetivo 40X (seco fuerte) se hizo el analisis de los
resultados de la inmunohistoquimica tomando en cuenta un control positive (Higado
de rata) y un control negativo con amortiguador de fosfato de et tepdo en revision La
evaluacion cuahtativa se considero positiva cuando se observo la inmunotincidon en

por lo menos 5% de las celuias comparandolas con el control positivo

Por ultimo se llevo a cabo ia toma de micro fotografias de cada uno de los casos las

cuales serviran para la presentacion de este trabajo




RESULTADOS

Se seleccionaron 236 muestras totales del archivo del Servicio de Anatomia
Patalogica det Centro Meaico Nacional 20 de Noviembre' ISSSTE Se hizo una
revisidon con un patologo revisor de los diagnosticos histopatologicos emitidos
mciaimente y se seleccionaron 295 muestras con diagnostico concordante. basados
en la Clasificacion de Sydney para gastntis y la Clasificacion de Lauren para
adenocarcinoma gasirico La evaluacion ae la cencorzancia ntertasador glopal se
evalud con el estadistico kappa cuvo resuitado fue ce 0 88 EI estadistico kappa

obteniac cada ¢rupo ae diagnostico fue 21 siguiente

= Muestras normales Qe8 50/51)

« Gastritis crorica acuva o &G (50/55) e

« Gastntis cronica inactiva 082 (50/61) }{ .

=  Metaplasia intestinal 1 00 50/50) i =

=  Gastrius atrofica 070 (46/65)

= Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 0 89 (48/54)

Es mmportante exphcar que el diagnostico en que se tuvo mayor diferencia
diagnostica fue la atrofia gastrica y esto es dewsido a varnos factores como la
orientacton del corte el edema de la membrana basal y el infitrado inflamatorno que
en ocasiones pueae confundir el diagnéstico En el caso del adenocarcinoma
gastrico de upo intestinal se rechazaron 5 muestras en que la lesion estaba

localizada en <l carchas y 1 muestra en que la lesion se encontro en la unién de la




anastomosis esofago-gastrica en un paciente al que se le reahizd una gastrectomia

subtotal con ascenso gastrico por adenocarcinoma del cardias

E! promedio de edad la aistribucion por género porcentaje de tabaquismo y
muestras pesitivas a A4 pylon mostraron diferentes valores por diagnostico No se
encontré una diferencia sigruficativa entre la aistribucion por género de los diferentes
grupos (P 0 20) estos catos se muestran en la tabla 1 Para el tabaguismo si se
enconiré aferencra significauva entre los grupos (p = 0001) Para e! grupo de
gastritis cromca activa la aiferencia es menor a la esperada (p = 0 05) mientras que
para ta gastrins atrofica v el adenocarcinoma gastrnico es mayor (p = 002y p = 0 000

respectivamentel

= Analsis para CYP1AZ2 FA

En la mucosa gastrica normal las celulas en gue se encontrd inmunotincidén positiva
fueron las celulas principales en la porcion glandular de |la mucosa gastrica. en la
gastnitis crénica activa e inachiva con o sin atrofia se observo tincion positiva en
celulas principales mofibroblastos de la lamina propia celulas endotehales y
algunos leucocitos En la metaplasia intestinal se ufie todo el tejido metaplasico a
excepcion de las celutas calhicformes mientras que 2n los casos de adenocarcinoma
gastrico con inmunolincion positiva esta se observa en las celulas neoplasicas
umagen 11 El porcentaje de muestras que expresan CYP1A2 en los diferentes

diagnoésticos se muestra en la grafica 1 y en la tabla 3 Como se puede observar hay




un porcentaje mas alto de muestras con expresion en la mucosa gastrica normal que

en la mucosa gastrica de otras lesiones a excepcion de la gastritis cronica activa

e Anahsis de CYP2B6

Al gual que para CYP1A2 en la mucosa normal las células que tienen
nmunotincton positiva son celulas princinates de la porcion glandular de la mucosa
gastrica Asi rmusmo  en las gastriis cronicas con o sin atrofia se presento
INMuNotiNcion tanto 2n celulas prncpaies como en algunos leucocitos mas no en los
miofibroblastos 2n la metapiasia ntestinal tambien Nnubo tNcion positiva aunaue de
menor intensiaad que en las celulas no metapliasicas sin haber \nmunotincion en las
células caliciformes (imagen 2) En las muestras de adenocarcinoma gastrico en que
hay tincion positiva esta se encuentra en las celulas cancerosas El porcentaje de
expresion de CYPZBS por diagnostico se muestra en la grafica 2 y con sus ICS5% en

la tabla 4

e Analisis de CYP2E1

En las muestras analizadas. las células principales de la porcion glandular de la
mucosa gastrica normal son las Jdnicas células gue expresaron inmunotincion
positiva. en las gastritis cronicas con o sin atrofia ia nncion también se presenta en
ias celu;las principates miofibroblastos ade la lamina propia y leucocitos del infiltrado

inflamatorio En la metaplasia intestnal hay tncidén positiva en las ceélulas



metaplésmas a excepcidn de las celulas calicformes y en el agenocarcinoma hay
uncitn en las células neoplasicas (imagen 3) El porcentaje de distribucion de
CYP2E1 por c1agnostico y 1os intervalos de confianza $5% se muestran en ia grafica

3yeniatabla 5

+ Anahsis ge CYP3Aa

En los casos ccn nmunotincion positiva de la mucosa normal. las ceélulas que
presentarcn inmunotincion positiva son las células principales de 1la porcidon glandular
de la mucosa gastrica En igs gastnus cromcas hay tincidn positiva en las celulas
principales los miohoropiasios y lewcocitos del nfiltragdo inflamatono A excepcion de
ias celulas catcformes en la merlaplasia intestinal con NMmunotincion positiva hay
unciIon en tocas ias celulas metaplasicas nmagen 4) En el adenocarcinoma gastrico

hay tincioen en las celulas neoplasicas El porcentaje de mnmunotincidn positiva a

CYP3A4 por giagnostico se muestra en la grafica 4 v en la tabla 8

Como un resumen se puede mencionar que los factores asociados a la expresion
iNnMmunobistocuiMmica gue muestran resultados sigrificativos varian entre los diferentes
CYPs por gjemplo el género femenino es un factor importante para la expresion de
CYP3A4 la inflamacion aguda para CYP2E1 !a oresencia de H pylor para
CYP1AZ CYPZES vy CYP3A4 ia ingesta ge medicamentos inauctares de CYP3A4 se
asocia de forma cositiva a la expresion ae CYPZAS v €l tabaquismo podria asociarse

ala expresidn de CYP1A2
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DISCUSION

Un hallazgo importante de esta tesis es 1a deteccion de la expresion de CYPs en la
mucosa gastrica normal Los CYPs gque se encontraron en mayor porcentaje de las
muestras de mucosa gastrnica normal anatzadas fueron CYP1A2 (76%) y CYP2E1
(73%) mientras gque CYP2B6 se expreso en una menor proporcion (58%) asi como
CYP3A3 149%) Existen muy pocos estudios previos donde se intentd buscar la
presencia de CYPs 2n mucosa gastrica humana sin consegurio En el trabajo
realizado por D= \Wazmers y colaboracores ™ en 1$8% s2 anahzaron solo dos muestras
de tepdo gastrco Pumanc ae 1as Jue se obtuvIeron MICrosomas de homogenizado de
tepdo fresco v se realzo anahsis per inmunoviot para CYP3A4 CYPZEY CYP2D6 y
CYP2CB8-10 y unicamente se encontro CYP3A4 en una cantidad muy escasa (4 3%
del contenido hepatco: McKinnon y colaboracdores reportan en 19385 gque tambien
por técrnica de inmunoclot No se logro aetectar presencia de CYP3A4/CYP3AS de
microsomas de estomago o de colon aungue no se define el numero de muestras
analizadas para e! estomago para el colon fueron 10 muestras de tendo con
diagnostico nistcpatologico de mucosa Nnormat ocotenido de donadores cadavericos

a tos 30 minutos de declaracion de muerte™

Un concepto que es mportante en los procesos de biotransformacion es que el
metapohismo de <enopiolicos pPara biomactuvar compuestos que tienen efectos
toxICOs en las celulas Nno son llevados a cabo por un solo tipo de enzima es decir que

no hay metabolismo sustrato-exclusivo Como ya se sabe. CYP1A2 participa en el




metabolismo de carcindogenos provenientes del tabaco como el 2-amino-9-H-piridol
(2 3-b) indo! (AGC) & el 2-amino-1-metl-5- femilrmidazol (4 5b) pindina (PhIPY* y se

ha demostrado que uno de los factores de riesgo para el cancer gastrico es el

tapaguismo’ * 7 Otros CYPs que participan en el metabohismo de aproximadamente
50 compuestos comsigerados carcinogeneos derivados del tabaco como aminas
aromaticas bencero o formaidehido son CYP2E1 y CYP2B El efecto del tabaco en
la expresidon ge CYPs rma sido estudiado exhaustivamente En una nvestigacion
realizada por Vilharag y colaboradores se encontrd gue el efecto del humo de tabaco
en la expresicn 2= CYPTAT CYPZEY CYPZB1/2 v CYP3A en ratas depende de la
duracién de la 2«ccscicn 21 contenido ce proteina hepauca total de CYPs disminuye
sigrnificanvamsante tanto cor la 2xposicion nmediata (2 dias) como por la sostermda
(30 gias) sin embargao el contenido de CYP1A y CYP3A aumenta por la exposicion
inMmediata y tiende a disminuir a largo ptazo En contraste CYP2B1/2 muestra una
disminucidn tanto por la exposicion aguda como por la cronica CYPZE1 tiende a
aisminuir igeramente al rmicio no ce forma sigrnuficativa aumenta a la semana y
regresa a sus valores niciales Al analizar el contenido de RNA mensajero de
CYP2E1 nc se 2ncontro una correlacion con ios ca2mbios 10 que se interpretd comao
que la proteina muestra estabihizacion y/o que ex:ste una regulacion postraduccional
de la expresion hepatica de CYPZE1 En otras nvestigaciones se ha intentado
relacionar CYP2E1 con adenocarcinoma gastrico sin embargo en el trabajo de
Nobuko-Nisnimcto v colaboradoraes se repora una ausencia de correlacion entre los

polimorfismos conocidos de CYP2E1 en personas con cancer gastrico al tratar de

imvestigar una ratacion entre genotipo-fenctipo de esta enzima en la poblacidn




brazilefa-japonesa En nuestros estudios. los resultados gue obtuvimos No muestran

relacion entre la expresion de CYP1A2. CYP2B6. CYP3A4 y el tabaquismo

La expresion de CYPs es afectada por la inflamacidn particularmente se observa
que esta disminucion es significativa en la inmunopositividad de CYP2B6 y CYP2E1
en la gastnius cronica activa Estos cambios pueden estar modulados por la reaccion

inflamatoria de la mucosa gastrica a la presencia de H pylon

La metaplasia ntestinal de upo Il es una iesion gue se ha considerado como una
adaptacion al ¢ano persistente de la mucosa gastirica pero simultaneamente  se

reconoce tambien como un factor de prediscosicion al adenocarcimoma © '3

aungue
No se sape con certeza cuales son 1os elementos qQue contribuyen a este cambio de
la mucosa gastnica Se ha postulado que esté mediada por accion de factores de
crecimiento entre 2stos se ha 2ncontrado que los factores Trefoil [especificamente
el factor Trefoill del intestino (1TF)] puedan tener un papel en este cambio Se ha
encontrado aue los factores Trefall exhiben una 2«presion proteca tepdo-especifica
en el tubo digestivo asi mISmo en otra iINvestgacion dingida por Taupin se descubrid
que los diferentes genes de los factores Trefoil teran patrones tepdo-especificos de
metilacion La demettlacion de los promotores y la expresion proteica de ITF estan
restringidas a las celulas calciformes de la mucosa coldonica (normaies y

neoplasicas) pero se presenta ademas en la metaplasia ntestinal de la mucosa

gastrica

w
[




Un dato que llama la atencion es la expresion de CYP2Z2E1 en el 100% de las
muestras ce metapiasia intestimal analizadas Como en la metaplasta intestinal hay
una expres:on aperrante de los factores de regulacion fenotipica como HNF-1 el cual
se ha demostracc aue esta relacionado con la regulacion de la expresion de
CYP2E1 seria factible gque dicho factor estuviera involucrado en esta induccidn. por
lo que consiaero gue es Muy impertante en estudios futuros poder comprobar estos

mecanismos

Contrario a lo aue se esperaba al mcio del estudio CYP3A4 que se expresa
normatmentie =n 'a mucosa intestinal mostro ser el CYP gue se expreso en el menor
porcentaje de las muestras de mucosa gastrica anahzadas esto llama la atencion
parucutarmente en la metaplasia intesunal Las fluctuaciones de expresion no fueron
significativamente diferentes entre las distintas lesiones. pero st hubo una asociacion
de la expresion con el género femernino con la presencia de H pylon y con la ingesta

de inductores

El conocer los efectos de las citocinas y ios faclores de crecimiento celular en las
enzimas de metabolismo de fase | es importanie para entender que {os cambios que
expermentan los CYPs pueden tener efecto en la evolucion y el tratamiento de las
enfermedades particularmente durante los procesos mnflamatorios Asi mismo. el
conocimiento de los mecamsmos gue pueaden modular el metabolhismo de un

medicamento s importante para lograr un efecto terapeutico

o
)




CONCLUSIONES

En nuestro estudio encontramos que existe una expresion de CYPs en la mucosa
gastrica normal En general esta expres:ion se ve afectada por la inflamacion. que
disminuye de forma significativa el porcentge de las muestras invesugadas con

expresion cositiva particularmente para CYP2ZB68 y CYP2E1

Para CYP3ZA4 swsten factores que se correlacionan a la expresion de forma
sigmificatva 21 Qern2ro y la ingesta de meaicamentios inductores de CYP3A4 Es
imporitante mencionar que 2n i 100% de las muestras analizadas de metaplasia

ntestinal encontramos expresion ce CIPZEN

Por otra parte 10s porcentajes de expresion de 10s especimenes de adenocarcinoma
gastrico analizados son muy semejantes a los gue se reportan por Murria y
colaporadores a excepcion de CYP2E1 pues este autor reporta no haber encontrado
niNguna Mmuestra con expresion mientras que Nosolros st encontramos expresion en

esta enzima

La presencia de CYPs en la mucosa gastrica no es sorprendente. ya que estas
enzimas t12nen funciones muy Mmportantes en &l metabolismo de sustancas
endogenas como las prostaglandinas y prastacichnas. que se han considerado como

agentes de cHoproteccion gastrica
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Esquema. | Hipdtesis del desarrollo de cancer gastrico'
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Tabla. | Caracteristicas de los grupos

Mucosa Gastnis Gastrius
I
Gastrica cronmica cromica Atrofia Metaplasia Cancer P
intestnal
Normal acuva nacuva
= T D £ 3 3
Genero TG 5 68°c 6450 54% 56% a48% NS
femenino 1238 51y (23 50y (325 125/48) (28/50) (22/48)
= s =, EY) 2t a
Genero 295 347, 3636 6% 44°2% 52% NS
masculno €15:51) (17/5Q) (18/50) (21:486) (22/50) (25/48)
Edaa a0 6 49 3 51 80 S5 64 556
promedio D25a78  (18as2a (@288 (31286 (42aB2) (31a83 NS
(anos}
g7 34 21 7o, 2
Hencobacter o T8 <8 2177 34% ND 0 000
pylcn (28 50y 2450y 1048y (17:50)
19 57 5% 2275 32 83 22% 41 8%
Tapaauismo (0.5 (3.501 (11.50) (15.26) (11:50) (20/ag) O 007

NS no signiticativo ND no disporible

1998 — 9.090
1999 - 8 250

‘2000 -9 858

20071 9688

Tabla. 2 Total de quirdrgicos revisados por afo

Normal G CI1° GCA* GCAtofica MI~ Adenocarcinoma;
o ie) [s] [s] [¢] 8 ‘
26 20 25 22 29 18
AT 18 18 14 777 AT T
it iz o7 i3
51777780 50 as’ B0 T TTTag =295

"G C1* Gastrius Cronica inactiva. G C.A - Gastrtis Cronica Activa,  M.1.- Métaplasia |

Intestinai tipo




Grafica. 1 Expresiéon inmunohistoquimica de CYP1A2 por lesion
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Tabla. 3 Porcentaje e intervalos de Confianza 95% de ta expresion de CYP1A2

[Duagnostico

Porcentaje
de Expresion

ntersalo de
Confianza 95%¢

Mucosa gastrica normal
Gastritis cronica activa
Gastritts cromica inactiva
Gastrius atrofica

Metaplas:ia intesunal
Adenocarcinoma gastrnico de
tpo ntestunal

T6%
82%
T2%
76%
T5%
65%




Grafica. 2 Expresion inmunohistoquimica de CYP2B6 por diagndstico
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Tabla. 4 Porcentaje e Intervalos de Confianza 95% de la expresion de CYP 2B6

Diagnostco Porcentaje Intervalo de
de Expresio Countfianza 95%.

Mucosa gastrica normal 59% 0.46a 072
Gastritis cronica activa 34% 0242044
Gastrins cronica inacuva 40% 0273053
Gastritis atrofica 35% 022a048
Metapiasia ntesunal 54% 041a067
Adenocarcioma gastrico de 44% 029 a059

upo ntestinal
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Grafica. 3 Expresidn inmunohistoquimica de CYP2E1
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Tabla. 5 Porcentaje e Intervalos de Confianza 895% de la expresion de CYP 2E1

Diagnastico Porcentaje Intervalo de
de Eapresion Contianza Y8,

Mucosa gastirica normal 73% 061 a085
Gastritis cronica activa 34% 021 a047
Gastrnius cromica inacuva 40% 027 a053
Gastritts atrofica 48% 034 a062
Metaptasia intestuinal 100% 073 a1
Adenocarcinoma gastrico de 27% 014 a0 38

tipo intesunal

3o




Grafica. 4 Expresion inmunohistoquimica de CYP3A4 por lesidon gastrica
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Tabla. 6 Porcentaje e Intervalos de Confianza 95% de la expresion de CYP3A4

Diagnostico

Porcentaje

de Expresion

Mucosa gastrica normal
Gastritis créenica activa
Gastritis cronica inactiva
Gastrius atrofica

Metaptasia intesunal
Adenocarcinoma gastrico de
tivo intestunal

49%
34%
36%
36%
36%
29%

Intervalo de
Confianza 85%

036 a062
021a047
023a049
023a051
023a049
016 a042
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Imagen 1: {ejidos con
inmunotincion positiva
para CYP1A2 (400X)

“ A Mucosa Gastiica
Normal

B: Gastritis Crénica
Activa

C- Gastritis Cronica
Inactiva

D: Metaplasia Intestinal
Tipo I

E: Adenocarcinoma
Gastrico tipo intestinal



t* Imagen 2: tejidos con
4 inmunofincion positiva

w ?Q ﬁ‘ para CYP2B6 (400X)
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Imagen 3: tejidos con
nmunotincion positiva
para CYP2E1 (400X)

A Mucosa Gastrica
Normal

B: Gastritis Cronica
Activa

C: Gastritis Cronica
Inactiva

D: Metaplasia Inteslinal
Tipo i

E: Adenocarcinoma
Gastrico fipo intestinal
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'.!‘ Imagen 4: tejidos con
inmunotincion positiva

1o F “s'- para CYP3A4
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