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RESUMEN

Objetivo: Determinar el inmunoscore, PD-1/PD-L1 y la presencia de Esptein Barr
Virus en adenocarcinoma gastrico intestinal de estadio avanzado en pacientes del
Hospital San José de Popayan entre los afios 2014 y 2016.

Materiales y métodos: Este estudio descriptivo de corte transversal analizo
mediante inmunohistoquimica las caracteristicas de la expresién de PD-L1/PD-1y
la densidad de linfocitos infiltrantes (CD3+ CD8+) en el microambiente tumoral de
casos de adenocarcinoma géstrico de tipo intestinal en estadio avanzado (Etapa |l
y Ill), a quienes les realizaron gastrectomia en el Hospital San José de Popayan,
durante los afios 2014 y 2016. Adicionalmente, determind la infeccién por el Virus
del Epstein Barr en las células tumorales gastricas, mediante la técnica de
hibridacion in situ.

Los datos clinicos se obtuvieron de la historia médica de los pacientes, las
caracteristicas histoldgicas del estudio patolégico microscépico de los tejidos y los
hallazgos moleculares de los resultados de las técnicas de inmunohistoquimica e
hibridacién in situ.

Resultados: La muestra estuvo constituida por 24 pacientes, el 66,7% fueron
hombres y el 33,3% fueron mujeres, con edad media al momento del diagnostico de
65 afos. El 58,3% de los tumores fueron Borrmann tipo Il (n=14), la localizacion
tumoral con las mas altas proporciones, fue el tercio medio y distal del estbmago,
con el 37,5% (n=9) y 33,3% (n=8) respectivamente. En el 87,5% de los casos el
tumor invadia hasta la capa muscular propia (n=21) y el 45,8% fueron
diagnosticados con grado histologico 2 (n=11) (moderadamente diferenciado). El
87,5% de los casos presentaban invasion linfovascular, junto con compromiso
ganglionar (n=21) y el 41,7% de los pacientes presentaban invasion perineural
(n=10). Se identifico invasion linfovascular y perineural concomitante en el 41,7%
de los casos (n=10).

La densidad de la poblacién de linfocitos fue variable, para el infiltrado CD3+, el
valor maximo fue de 71% y el minimo de 8,2%, con un promedio de 21,8% y en el
caso del infiltrado CD8+, el mayor porcentaje fue del 54% y el menor del 2,5%, con



un promedio de 14,8%. El porcentaje mas alto de inmunoscore fue del 62,5% y el
mas bajo del 6%, con un promedio de 18,1%. El 100% de los pacientes tenian
expresion baja e intensidad débil de PD-1 y en el calculo del Score Positivo
Combinado (CPS), revel6 que el 91,7% de los casos (n=22) tuvieron un score <1y
sélo el 8,3% (n=2) tenian un score >1.

El 20,8% de los pacientes fueron EBER-ISH positivo (n=4), todos con reporte de
inmunoscore bajo, baja expresion de PD-1 y score CPS <1.

Conclusion: Los casos EBER-ISH positivos no se asociaron con infiltrado linfoide
alto, ni con la sobreexpresién de PD-1y PD-L1, como se esperaba, consierando las
caracteristicas moleculares del subtipo de CG EBV+. Los 2 casos con CPS > 1,
tenian inmunoscore alto, pero eran negativos para EBER-ISH, por lo tanto y
teniendo en cuenta, lo mencionado en la literatura sobre los subtipos moleculares
de CG que se asocian a abundante infiltrado linfoide y sobreexpresion de PD-L1, es
importante considerar en el futuro estudiar la MSI en el CG.

Palabras Clave: Cancer gastrico, Epstein Barr Virus, Ligando de muerte celular
programado, Receptor del Ligando de muerte celular programado, Linfocitos CD3+
CD8+, Inmunoscore, Score Positivo Combinado.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una de las primeras patologias después de las enfermedades
cardiovasculares con mayor incidencia en el mundo, entre los diversos tipos de
cancer, las neoplasias gastrointestinales representan un problema de salud publica
a nivel mundial (1). Especialmente, el cancer gastrico (CG) es una de las neoplasias
malignas mas frecuentes y una de las principales causas de muerte por cancer tanto
en hombres como en mujeres (2,3). Se ha relacionado esta alta tasa de mortalidad,
a que la fase temprana de la enfermedad es asintomatica, por lo que la mayor parte
de los casos se diagnostican en un estadio avanzado (4) con opciones de
tratamiento limitadas (3), lo que se asocia con una tasa de supervivencia general a
5 afios del 20% y una mediana de supervivencia inferior a 12 meses (5);
adicionalmente la tasa de recidiva locorregional puede alcanzar el 80% (6).

A causa de la heterogeneidad intra e intertumoral en la histopatologia del CG,
existen diferentes esquemas de clasificacion para el diagndstico del CG, siendo los
mas usados los publicados por la Asociacion Japonesa de Cancer Gastrico, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Nakurama et al. y Lauren (7); pero estas
clasificaciones solo se basan en la disposicién arquitectural y las caracteristicas
citolégicas de las células tumorales, sin aportar informacion sobre las bases
moleculares y genéticas implicadas en la patogénesis del CG (8).

Ademas de las caracteristicas arquitecturales y citolégicas del CG, se identificaron
casos con abundante infiltrado inflamatorio intratumoral y expresion de PD-L1
(Programmed death-ligand 1) en las células tumorales (9), caracteristica muy
importante dentro del microambiente tumoral, porque esta relacionada con la
evasion del sistema inmunolégico por parte de las células tumorales, al reprogramar
a las células inmunes linfoides (10). Estos hallazgos, se asociaron a los subtipos de
CG, con Inestabilidad de microsatélites (MSI) e infeccion por Epstein Barr Virus
(EBV) (11-16), agente infeccioso que actualmente es considerado factor de riesgo
para el desarrollo de CG, y a quien se le atribuyen el 7-16% de los casos a nivel
mundial (17).

El anterior descubrimiento impulsé el estudio a fondo del microambiente tumoral,
con lo cual se determin®, que los linfocitos infiltrantes del tumor (TILS por su sigla
en inglés), en particular los linfocitos T CD8+, apoyan las funciones de destruccion
de las células tumorales (10); pero esta funcion, es regulada de forma negativa
cuando el receptor PD-1 (Programmed cell death protein 1) presente en su
superficie celular, se une con su lingando PD-L1 expresado por las células



tumorales (18). Asi, este mecanismo, es el utilizado por las células neoplasicas para
evadir la respuesta inmune del huésped frente al cancer y seguir proliferando e
invadiento los tejidos (19).

Todos estos hallazgos en el microambiente tumoral del CG, impulsaron el estudio
minucioso de este céncer, para determinar las caracteristicas genéticas y
moleculares, que promueven la carcinogénesis y determinan diferentes tipos de
fenotipo histolégico, ya que como se menciond anteriormente, las clasificaciones
histopatoldgicas disponibles, no aportan informacién adicional a los hallazgos
morfologicos de la neoplasia.

En nuestro medio, los casos de adenocarcinoma gastrico siguen siendo reportados
usando las clasificaciones histopatolégicas de Lauren o de la OMS, pero en el
momento, no se realizan estudios adicionales para caracterizar el microambiente
tumoral de las neoplasias. Por lo que se planteé la pregunta de investigacion: ¢ Cual
es la expresion de las proteinas PD-L1/PD-1, la presencia de linfocitos infiltrantes
en el estroma tumoral y la frecuencia de infeccibn por EBV, en muestras de
pacientes con diagnostico de adenocarcinoma gastrico, a quienes se les practico
gastrectomia en el Hospital Universitario San José de Popayan, Cauca, durante el
periodo comprendido entre el afio 2014 y 20167?.



JUSTIFICACION

Aunque la incidencia del CG ha disminuido de forma importante en los ultimos 30
afios (8,20), en Colombia contintia siendo la primera causa de muerte por cancer
en hombres y la cuarta en mujeres (21). Para el Departamento del Cauca, se
documenta que entre los afios 2007 al 2013 se presentaron por CG 1426 decesos
(60% hombres), ocupando asi el tercer lugar en mortalidad por este cancer en el
pais, con una tasa del 15.90%, la cual esta por encima del promedio nacional
(20,22).

En la practica clinica, para determinar el pronéstico de los pacientes con cancer se
utiliza el Sistema de estadificacion TNM, pero multiples estudios clinicos en los
ultimos afos evidenciaron variaciones en el curso y pronéstico de pacientes con el
mismo tipo histopatoldgico, misma estadificacion de la enfermedad y régimenes de
tratamiento similares (23), lo cual es explicado por la heterogeneidad histoldgica y
etiologica de este cancer (24).

Para explicar la heterogeneidad intertumoral del CG, en 2014 The Cancer Genome
Atlas (TCGA) reporté los resultados del estudio del genoma y proteoma del CG,
proyecto que identifico los subtipos moleculares y las vias desreguladas en este tipo
de cancer (25). Asi, se definieron 4 subtipos moleculares: 1. Epstein Barr Positivo-
EBV+, 2. Inestabilidad de microsatélites-MSI, 3. GenOmicamente estable y 4.
Inestabilidad cromosomica-CIN.

Este perfil realizado y reportado por TCGA, revolucion6 la comprensién de los
mecanismos heterogéneos que subyacen a la patogénesis del cancer gastrico (8,9),
al definir las caracteristicas moleculares de cada subtipo (5,8,26), informacién que
explica las diferencias en la respuesta a tratamiento y el curso clinico de los
pacientes (9).

Una de las caracteristicas histopatoldgias importantes de los subtipos moleculares
del CG, es el infiltrado inflamatorio en el microambiente tumoral, el cual varia segun
la patobiologia del subtipo tumoral, conociéndose que los casos EBV+ y MSI estan
asociados con un alto infiltrado inflamatorio y alta expresiéon de PD-L1 (9), que esta
relacionado con la evasién del sistema inmunitario (27). La comprension de estos
mecanismos de evasion inmunoldgica, condujo a avances importantes en el campo
de la inmunooncologia, con el desarrollo farmacéutico de la inmunoterapia, con
agentes especificos inhibidores del punto de control inmune PD-L1/PD-1 (19,28),



los cuales aumentan la capacidad del sistema inmune para detectar y destruir las
células cancerigenas, al bloguear la interaccion entre PD-1 y PD-L1/L2 (18) y asi
contrarrestar la tactica de evasion inmune, al restaurar la respuesta antineoplasica
adecuada por parte de los linfocitos T CD8+ (19).

Estos hallazgos patolégicos aportan nueva informacién relevante para el
diagnostico y tratamiento de los pacientes con CG en estadios avanzados, ya que
caracterizar el microambiente tumoral por medio del inmunoscore es de gran
importancia clinica (23), dado que un inmunoscore alto se asocia con una mayor
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global en varios tipos de cancer
(29). Asi, el inmunoscore se esta usando en la actualidad como un nuevo
componente en la clasificacion del cancer colorectal y se denomina TNM-Inmune
(23); adicionalmente, en el momento existen estudios que buscan estandarizar un
inmunoscore para el CG, como los realizados por Yuming Jian y colaboradores en
2018 (23) con su ultima publicacion en marzo de 2020, en donde mencionan que se
requieren estudios prospectivos futuros que confirmen el potencial para predecir la
respuesta al tratamiento y asi seleccionar pacientes que se puedan beneficiar de la
quimioterapia (30).

Con las técnicas actuales disponibles, es posible determinar caracterizar el infiltrado
linfoide en el estroma tumoral, la expresiéon de las moléculas PD-L1 y PD-1, y la
infeccion por EBV en las células tumorales. Teniendo en cuenta lo anterior, el
objetivo del presente estudio fue determinar el inmunoscore, la expresion de PD-
1/PD-L1 y la presencia de EBV en adenocarcinoma gastrico intestinal de estadio
avanzado en pacientes del Hospital San José de Popayan entre los afios 2014 y
2016. Estos resultados contribuiran para que a futuro se logre integrar el diagnoéstico
clinico, las caracteristicas moleculares y el fenotipo tumoral, con los métodos
terapéuticos disponibles en los pacientes diagnosticados con cancer gastrico.

Adicionalmente, esta investigacibn estuvo enmarcada en las necesidades
planteadas en los lineamientos del Plan Nacional para el Control del Cancer en
Colombia 2012-2020 estipulados por el Ministerio de Salud y Proteccion social -
Instituto Nacional de Cancerologia (31), por lo que los resultados obtenidos en el
presente estudio, contribuiran a mejorarar la comprension del CG en nuestra
poblacion, teniendo en cuenta que la incidencia reportada para este cancer en
Colombia es de las mas altas en Latinoamérica y ademas el Departamento del
Cauca reporta el tercer lugar en mortalidad por este cancer en el pais.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el inmunoscore, PD-1/PD-L1y la presencia de Esptein Barr Virus
en adenocarcinoma gastrico intestinal de estadio avanzado en pacientes del
Hospital San José de Popayan entre los afios 2014 y 2016.

Objetivos especificos

e Caracterizar clinicamente los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico de tipo intestinal en estadio Il o lll.

¢ l|dentificar la presencia de EBV en muestras de pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal en estadio Il o ll.

e Calcular la densidad de la poblacion de linfocitos citotoxicos CD3+ CD8+ vy el
Inmunoscore, en muestras de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico de tipo intestinal en estadio Il o Ill.

e Cuantificar la expresion de PD-1 y PD-L1 y determinar el Score Positivo
Combinado en muestras de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico de tipo intestinal en estadio Il o Ill.



MARCO TEORICO

A. ADENOCARCINOMA GASTRICO
Definicion

El adenocarcinoma es el tipo mas comun de carcinomas del estbmago (32), dando
lugar al 90% de los casos (6). Corresponde a una neoplasia maligna de origen
epitelial que se origina en la mucosa gastrica y muestra diferenciacion glandular (7).

Epidemiologia

Segun las estadisticas de GLOBOCAN 2018, el CG fue la quinta causa de cancer
en el mundo con un estimado de 1.033.701 casos y la tercera causa de muerte por
cancer a nivel mundial, con un estimado de 782.685 casos (21). Se ha encontrado
que, la incidencia y mortalidad por CG es mayor en las regiones en via de desarrollo
(2), con una incidencia de hasta 71% (21). Los paises latinoamericanos tienen
algunas de las tasas de mortalidad mas altas por este tumor, con una distribucién
gue se concentra en los paises ubicados a lo largo del pacifico (33).

En Colombia, para el 2018, el CG ocupdé el cuarto lugar en incidencia, con un
namero estimado de 7.419 casos, y fue la primera causa de muerte por cancer con
5.505 casos (21). Aungque no se cuenta con datos recientes sobre la incidencia del
CG en el Departamento del Cauca, segun estadisticas del Instituto Nacional de
Cancerologia, en el periodo 2007-2013 se presentaron por este cancer 857
fallecimientos en hombres y 569 en mujeres (20), con tasa ajustada de mortalidad
a 2014 del 15.9%, poniendo al departamento en el tercer lugar después del Huila y
Norte de Santander (22).

Esta neoplasia se presenta mas en hombres que en mujeres, con una relacion 2:1
(2,3) y esta fuertemente relacionada con la edad (2). En la mayoria de paises de
Centro y Sur América, el 80 a 97% de los casos son diagnosticados en mayores de
50 afos, con una edad media al momento del diagndstico que varia de 61 a 68 afios
en hombres y de 59 a 73 afios en mujeres (2,3).



Caracteristicas clinicas

Los pacientes pueden ser asintomaticos en estadios iniciales por lo tanto el
diagnéstico se realiza en la mayoria de los casos en etapas avanzadas de la
enfermedad (7). En estadio avanzado, los pacientes pueden referir sintomas
inespecificos que incluyen: dolor epigastrico, nduseas o vomitos, saciedad precoz,
pérdida de peso, disfagia, sensacion de masa epigastrica o abdominal, ademas de
hemorragia digestiva alta asociada a anemia, hematemesis o melenas (34). De este
espectro de sintomas, los mas frecuentes al momento del diagndstico son la pérdida
de peso (60%) y el dolor abdominal epigastrico (50%) (6).

Etiologia

El 90% de los casos ocurren de forma esporadica y el 10% restante esta asociado
a anomalias genéticas — familiares (7), como el Sindrome de Li-Fraumeni, la
poliposis adenomatosa familiar, el cancer de colon hereditario sin poliposis y
mutaciones en el gen BRCA2 (32), asi como mutacién en linea germinal de la E-
cadherina (CDH1) o genes de reparacion de desajustes (24). La patogénesis de los
casos esporadicos comprende un proceso multifactorial en el cual factores
ambientales y propios del huésped se ven implicados (7,35)

Se han identificado como factores de riesgo definitivos para el desarrollo de CG: el
Helicobacter Pylori (H.pylori) considerado el principal factor de riesgo para el
desarrollo de este cancer a nivel mundial (36), siendo Latinoamérica una de las
regiones con las tasas mas altas de infeccion (33), con una prevalencia entre el 50-
95% (2). En consecuencia, al H.pylori se le atribuyen el 77% de los casos de CG
ubicados en la regién distal del estbmago (3). Sin embargo, existe otro agente
infeccioso dentro de los factores de riesgo, el Virus del Epstein Barr (EBV), el cual
se asocia con el 7-16% de los casos en el mundo (17,24)

Adicionalmente el consumo de cigarrillo, el antecedente de cirugia bariatrica (Billroth
I), los polipos gastricos adenomatosos y la secuencia gastritis crénica atrofica,
metaplasia intestinal y displasia. Ademas, se han considerado otros factores de
riesgo como probables, entre los que esta la alta ingesta de sal, la obesidad y la
historia de Ulcera gastrica (34).



Lesiones precursoras

En la mayoria de los casos, el cancer invasivo esta precedido por un prolongado
proceso precanceroso que dura varias décadas y el avance entre las etapas esta
determinado por factores etiolégicos ligados al proceso inflamatorio (37). La
secuencia de eventos es conocida como la Cascada de la carcinogénesis gastrica
de Correa, que comprende: inflamacion, metaplasia, displasia y finalmente el
carcinoma. Sin embargo, es la displasia epitelial la lesion precursora neoplasica
directa (6,35).

Diagndstico inicial

Teniendo en cuenta las Ultimas guias 2020 del National Comprehensive Cancer
Network para CG, la endoscopia digestiva se ha convertido en una herramienta
importante para el diagndéstico, cuyo objetivo es determinar la presencia y ubicacion
de lesiones sospechosas o enfermedad neoplasica. El diagnostico definitivo, se
realizara luego del estudio microscoépico de la muestra, en donde se indicara el tipo
histoldgico, el grado de diferenciacion y la invasion tumoral (38).

Apariencia macroscopica

De acuerdo a los hallazgos y caracteristicas de la lesion en el estudio endoscopico,
para el estadio temprano se usa la Clasificacion endoscopica para CG temprano
(Elevado, Superficial elevado, Superficial plano, Superficial deprimido y Excavado)
y en las lesiones infiltrantes la Clasificacion de Borrmann (Masa, Ulcerado, Infiltrante
ulcerado e Infiltrante difuso) (7,35).

Clasificacion Histologica

Los hallazgos microscopicos son heterogéneos tanto en las caracteristicas
citoloégicas como en las arquitecturales, por lo tanto a lo largo de los afios se han
propuesto diferentes sistemas de clasificacion, la mayoria basados en la apariencia
microscopica (35).

Las clasificaciones mas utilizadas son las de Lauren, la Asociacion Japonesa de
Céncer Géstrico (JGCA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La
clasificacion de Lauren descrita en 1965 divide los adenocarcinomas gastricos en
dos tipos: intestinal o difuso, la clasificacion de la JGCA de 2017 los divide en:
papilar, tubular, pobremente diferenciado, en anillo de sello y mucinoso; y la ultima



actualizacion de la OMS en 2019, define cinco subtipos histolégicos: tubular, papilar,
pobremente cohesivo (incluyendo células en anillo de sello y otros subtipos),
mucinoso y mixto (7).

Otras clasificaciones que se han propuesto incluyen: Broders (Diferenciacion
celular), Mulligan (Tipo histolégico y citologico) Ming (Patrén de crecimiento), Hirota,
Hemanek, Kim y Kubo, Oota, Stout, Sugano y Nakamura, Takisawa (39).

Estadificacion

Luego del diagnéstico confirmado por histopatologia, al paciente se le realizan
estudios de imagen adicionales para estadificar su enfermedad y definir si se trata
de un estadio temprano o avanzado, entre los cuales estan: la ecoendoscopia para
determinar el grado de las extensiones tumorales directas, la tomografia
computarizada de térax, de abdomen y pelvis para determinar si hay enfermedad
metastasica, y la tomografia por emision de positrones y evaluacién por
laparoscopia para identificar a los pacientes que no se benefician de manejo
quirurgico (6,40).

Se considera estadio temprano, la lesion que esta confinada a la capa mucosa o
submucosa, independiente de si el paciente presenta 0 no, metastasis a ganglios
linfaticos, en la mayoria de los casos, la lesion es pequefia, con un tamafio que
oscila entre los 2 y 5 cm. Por otro lado, el estadio avanzado corresponde al tumor
que invade la pared del estbmago mas alla de la capa submucosa (35).

El sistema de estadificacion mas utilizado es el propuesto por la American Joint
Committee on Cancer / International Union Against Cancer (AJCC/UICC), al
momento en su 8va edicion, el cual utiliza un sistema de clasificacion similar al TNM
( profundidad de la invasion tumoral (T), nimero de ganglios linfaticos afectados (N)
y presencia o ausencia de metastasis (M) ) (6).

Tabla 1. Sistema de Estadificacion TNM

Tumor primario (T)

TX | El tumor primario no puede ser valorado

TO | Sin evidencia de tumor primario

Tis | Carcinoma in situ; tumor intraepitelial sin invasion de la lamina propia




T1 | El'tumor invade la ldmina propia, la muscular de la mucosa o la submucosa

Tla | El tumor invade la lamina propia o la muscular de la mucosa

T1b | El tumor invade la submucosa

T2 | El tumor invade la muscular propia

T3 [ El tumor penetra en el tejido conjuntivo subseroso sin invadir el peritoneo
visceral ni estructuras adyacentes.

T4 | El tumor invade la serosa (Peritoneo visceral) o estructuras adyacentes

T4a | El tumor invade la serosa (Peritoneo visceral)

T4b | El tumor invade estructuras adyacentes

Ganglios linfaticos regionales (N)

Nx [ Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados
NO [ Sin metéastasis en ganglios linfaticos

N1 [ Metastasis en 1-2 ganglios linfaticos regionales

N2 [ Metastasis en 3-6 ganglios linfaticos regionales

N3 [ Metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos regionales

N3a | Metastasis en 7-15 ganglios linfaticos regionales

N3b [ Metastasis en 16 o mas ganglios linfaticos regionales

Metéstasis a distancia (M)

MO

Sin metastasis a distancia

M1

Metéastasis a distancia




Factores prondsticos

Los indicadores pronosticos mas significativos son la extension tumoral y las
metastasis en ganglios linfaticos regionales. Sin embargo, el grado tumoral y el tipo
histol6gico no parecen proporcionar informacién prondéstica independiente. La tasa
de supervivencia disminuye de forma progresiva y proporcional al grado de
infiltracion de la pared géstrica y al nimero de ganglios linfaticos comprometidos.
Ademas, en caso de presentarse metastasis hematégena o siembras peritoneales,
el prondstico es fatal (40).

B. EL ATLAS DEL GENOMA DEL CANCER

TCGA es una colaboracion a gran escala dirigida por el Instituto Nacional del Cancer
(NCI) y el Instituto Nacional de Investigacién del Genoma Humano (NHGRI), para
mapear los cambios gendémicos y epigenémicos que ocurren en 32 tipos de cancer
humano. Su objetivo es apoyar nuevos descubrimientos a través de la generacién
de un catalogo de aberraciones somaticas que ocurren en las diferentes neoplasias
y asi, acelerar el ritmo de la investigacion dirigida a mejorar el diagnéstico, el
tratamiento y la prevencion del cancer (41).

En Julio de 2014, TCGA reportd los resultados obtenidos del analisis de datos
gendémicos y protedmicos de tejidos de CG, los cuales se encuentran para el publico
en el sitio de portal de datos TCGA (http://cancergenome.nih.qov/). El analisis reveld
4 subtipos moleculares: 1. Epstein Barr positivo — EBV+, 2. Inestabilidad de
microsatélites — MSI, 3. Genomicamente estable, 4. Inestabilidad cromosémica —
CIN (5,8).

C. EPSTEIN BARR VIRUS

El EBV, también conocido como Virus del Herpes humano 4, es un virus gamma-
herpes que consiste en un ADN de doble cadena de ~170 kb de longitud (36), que
corresponden a casi 100 genes (26). Es el primer virus oncogénico que se asocio
con malignidad en los humanos (42) y fue descubierto en 1964 por Tony Epstein e
Yvonne Barr, cuando utilizaron microscopia electronica para identificar particulas de
tipo Herpes virus en una subpoblacién de lineas celulares de linfoma de Burkitt.
Desde entonces, el EBV ha sido reconocido como el primer virus asociado
directamente con el cancer en humanos (5).


http://cancergenome.nih.gov/

Actualmente, se clasifica como carcindgeno del grupo 1 por su asociacion con el
desarrollo de un amplio espectro de canceres (5) como el linfoma de Burkitt, el
carcinoma nasofaringeo, el linfoma de Hodgkin y el linfoma extranodal de células
NK/T de tipo nasal (36). Por consiguiente, EBV se considera un patdgeno
transformador directo, al expresar sus propios genes reguladores que afectan las
vias del ciclo celular de la célula huésped (5). De modo que, si el virus no es
eliminado por el sistema inmune del huésped, puede contribuir al desarrollo de
cancer, por su capacidad de evadir el reconocimiento del sistema inmune (42).

Transmision

El virus se propaga por gotitas de aire, contacto oral intimo, relaciones sexuales,
saliva, sangre y sus productos, asi como por trasplante de érganos (43). Infecta a
los linfocitos B al unirse al receptor viral CD21 (44), lo cual implica la subsecuente
activacion policlonal de los linfocitos B con proliferacion benigna (45) y la
propagacion de la infeccién desde al resto del organismo. En las personas
normales, la mayor parte de las células infectadas por el EBV se eliminan, pero
algunos linfocitos con infeccion latente persisten durante toda la vida del huésped
(1 en 10°-10° linfocitos B) (44).

Infeccion

En paises en via de desarrollo, la mayoria de los nifios se han infectado a la edad
de los 2 afios. Pero en naciones mas desarrolladas la infeccién se adquiere en la
infancia tardia o incluso durante la adolescencia (45). La infeccion primaria
generalmente es asintomatica o muestra solo sintomas leves (43), pero cuando
ocurre en la segunda década de la vida o después, se presenta como
mononucleosis infecciosa en la mitad de los casos (45).

Antigenos virales

Se dividen en 3 clases, con base en la fase del ciclo vital del virus en la cual se
expresan: 1) Antigenos de fase latente, se sintetizan en células con infeccion latente
y comprenden los EBNA y los LMP, su expresién revela que hay un genoma de EBV
y s6lo EBNA1 es expresado de forma invariable, dado que es necesario para
mantener los episomas de ADN viral; 2) Antigenos iniciales, son proteinas no
estructurales cuya sintesis no depende de la replicacién del ADN, pero su expresion
indica la aparicion de la replicacion viral productiva; y 3) Antigenos tardios, son los




componentes estructurales de la capside viral y la envoltura viral, y se producen de
manera abundante en las células sometidas a infeccion viral productiva (44).

Latencia

El EBV infecta a los linfocitos B virgenes y estimula su diferenciacion a células B de
memoria, que son reservorio para el virus (46), asi el virus entra directamente en un
estado latente sin experimentar un periodo de replicacion viral completa (44),
estableciendo de esta forma en el huésped, un estado portador de por vida, llamado
“‘infeccidn latente”, en el cual el virus persiste como episoma dentro del nucleo de la
célula huésped (5) y establece distintos patrones de expresion génica latente, tanto
en células en reposo, como en proliferacion (17).

Las caracteristicas distintivas del estado de latencia son: la persistencia viral, la
expresion restringida del virus y el potencial de reactivacion y replicacion litica. Los
genomas latentes comprenden los antigenos nucleares (EBNA 1, 2, 3A a 3C, LP)
(44), proteinas latentes de membrana (LMP1, 2A 'y 2B) (46), pequefios RNA (EBER)
y BART (43).

Pueden ocurrir cuatro posibles tipos de latencia en los linfocitos B. Las células con
Latencia Il son las mas replicativas y expresan todos los EBNA, las LMP y los
EBER. (47) Por el contrario, las células con Latencia Il solo expresan EBNA-1,
LMP1, LMP-2, EBER1 y EBER 2; y las células con Latencia I, solo expresa EBNA-
1, EBER-1 y EBER2 (46). Por ultimo, se cree que existe una Latencia final 0, en la
gue la expresion génica codificada por el virus esta completamente silenciada (47).

Reactivacion o Fase litica

En un determinado momento, muy pocas células (<10%) de la poblacion
inmortalizada liberan particulas virales. La latencia se altera y el genoma del EBV
se activa para replicarse en la célula (44). Durante esta fase, el genoma del EBV se
amplifica hasta 1000 veces y expresa casi 100 genes del virus. El programa litico,
detiene la progresion del ciclo celular favoreciendo la fase S y permitiendo la
replicacion del ADN viral, el cual se replica como moléculas grandes y completas,
gue se escinden y empaquetan en la progenie viral que se libera para infectar a las
células vecinas (46).



Técnicas moleculares para deteccion del virus

La hibridacion de acido nucleico es el medio mas sensible para detectar EBV. El
RNA de EBER se expresa de forma abundante en las células infectadas tanto en
fase latente, como en la litica, y proporciona un objetivo diagndstico util para
detectar las células infectadas (44).

D. CANCER GASTRICO ASOCIADO A EBV
Definicion

Proliferacion monoclonal de células de CG con infeccion latente por EBV (48) en las
cuales el virus no esta integrado al genoma de la célula huésped, sino que se
mantiene como episoma,; por lo tanto, la uniformidad en el nimero de repeticiones
terminales (TR) para EBV entre las células cancerigenas, refleja el origen clonal del
tumor (36). Estas células tumorales presentan latencia tipo I, con expresion muy
restringida de genes virales latentes a EBNA1, EBER, LMP2 y Bam HI A (17), pero
LMP1 a menudo esta ausente (26).

El primer reporte sobre la asociacion entre la infeccion por EBV y el carcinoma
gastrico, fue realizado en 1990 por Burke et al, basados en técnicas de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en células de carcinoma géstrico con histologia
caracteristica similar al linfoepitelioma (5,36). Se cree que la infeccién por EBV en
las células epiteliales gastricas es un evento temprano en la carcinogénesis, debido
a la evidencia de infeccién viral en lesiones premalignas o displasicas (49), pero no
en la mucosa normal adyacente (5).

Subtipo molecular - TCGA

Segun la clasificacion The Cancer Genome Atlas, EBVaCG exhibe una mayor
hipermetilacion extrema del ADN, transversiones de Adeninas a Citocinas, mutacion
en PIK3CA, amplificaciones recurrentes en JACK2 y ERBB2, sefalizacion mediada
por IL-12 (18) y la amplificacion del gen CD247 que codifica para PD-L1 y el gen
PDCD1LG2 que codifica para PD-L2 (27). Ademas, la presencia de antigenos
virales da como resultado una mayor presentacion de neoepitopos, lo que
contribuye a una respuesta inmune antitumoral (18).



Incidencia

Tiene una incidencia anual de 75.000 — 90.000 casos por afio, lo que representa la
subpoblacién méas grande entre los tumores relacionados con EBV (5).

Factores de riesgo

Coinfecciones con el Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el H.pylori; el
humo del cigarrillo, que contribuye a la reactivacion de la infeccién por EBV en las
lineas celulares gastricas, lesiones repetitivas como el reflujo biliar y la inflamacion
cronica, como en la gastritis atrofica; en donde se permite el contacto célula-célula
entre los linfocitos infiltrantes portadores de EBV y las células epiteliales gastricas

(5).

También son factores de riesgo, comer alimentos salados o picantes, beber café
con frecuencia, bebidas a altas temperaturas, exposicién a polvo de madera y /o
limaduras de hierro (36).

Patogeniay Oncogénesis

La inflamacién en la mucosa gastrica recluta linfocitos B infectados con EBV en la
proximidad del epitelio (43) y el virus es transmitido por los linfocitos infectados a
las células epiteliales géstricas, cuando este se reactiva (pasa de estado latente a
replicativo) en los linfocitos B. Pero el mecanismo de infeccion de las células
epiteliales gastricas es diferente al de los linfocitos B, dado que estas células
carecen de la expresion del MHC 11y de CD21. Por lo tanto, lo que desencadena la
fusidn entre las particulas virales y las células epiteliales, es la formacion de
complejos entre la proteina viral gHgL y las integrinas avR5, avl36 o av38 humanas;
ademas, la infeccion también esta mediada por BMRF-2 (glucoproteina viral) que
igualmente interactda con las integrinas celulares (50).

En EBVaCG, la anormalidad molecular primaria que desencadena la cascada de
eventos oncogeénicos, es la metilacion global y no aleatoria de islas CpG en las
regiones promotoras de genes relacionados con el cancer, lo que conduce a la
represion de la transcripcion y posterior inactivacion de la funcién de los genes. Los
genes con mayores frecuencias de metilacion son p1l4ARF, pl5, p16INK4A, p73,
TIMP3, E-cadherina, DAPK y GSTPL1. Por lo tanto, la metilacion de las islas CpG y
la posterior represién de genes supresores de tumores, parecen jugar un papel
central en la carcinogénesis de EBVaGC (51).



Caracteristicas clinicopatoldgicas

Tiene predominio por el sexo masculino con una relacién 2:1 o 3:1, edad menor de
60 afios (5) y poblacion caucasica e hispana (49). Se localiza preferencialmente en
las regiones medias y proximales del estémago (58% en el cardias y 33% en el
cuerpo gastrico) (50), por lo tanto los tumores en el muiidn - restos gastricos
postquirdrgicos tienen cuatro veces mas probabilidades de ser EBV positivos (48).

Hallazgos macroscopicos

Usualmente se observa un tumor ulcerado o en forma de platillo con engrosamiento
marcado de la pared gastrica (50).

Histopatologia

Se caracteriza por una marcada infiltracion de células inmunes intra o peritumorales
(48). En etapas iniciales, el tumor tiene un “patron de encaje”, compuesto por
tubulos y cordones de células neoplasicas, anastomosados de forma irregular, que
esta asociado a infiltrado linfocitico moderado a denso, lo cual da como resultado el
patrén de encaje o patron reticular, en el estudio a bajo aumento (50).

Se divide en 3 subtipos histolégicos de acuerdo a los hallazgos microscépicos de la
respuesta inmune celular del huésped (48):

e Carcinoma similar al linfoepitelioma (LELC): Adenocarcinoma con células
tumorales de bordes citoplasmaticos indistintos, que se disponen en un
patron de crecimiento sincitial y formando estructuras glandulares mal
definidas. EI margen tumoral es bien definido, tiene infiltracion linfocitica
densa (numero de TILs es mayor que las células tumorales), y no presenta
desmoplasia (48).

e Carcinoma con reaccion linfoide similar a la Enfermedad de Crohn (CLR):
Adenocarcinoma con formacion frecuente de tubulos o de glandulas,
aumento de los TILS (pero el numero de TILS es menor en comparacion a
las células tumorales) y presencia o ausencia de desmoplasia. La infiltracion
linfocitica es irregular, con 3 o mas foliculos linfoides con centros germinales
activos por seccion de tejido, en el borde de avanzada del tumor (48).



e Adenocarcinoma de tipo convencional (CA): Adenocarcinoma bien a
moderadamente diferenciado (36), con Infiltracion dispersa de linfocitos y
desmoplasia prominente en ausencia de foliculos linfoides, o con solo uno o
dos agregados linfoides por seccion de tejido (5).

Inmunoperfil

Casi la mitad de los casos son positivos para las mucinas de tipo gastrico (MUC5AC
y MUCS6) y claudina de tipo géastrico (CLDN18). La otra mitad son negativos para
estas mucinas y para marcadores de tipo intestinal (MUC2, CD10 y CLDN3) (50).

La amplificacion del gen CD247 que codifica para PD-L1 (27), se puede determinar
mediante tincion de inmunohistoquimica, con tincion en membrana celular parcial o
completa (52).

Prondstico

La supervivencia general a 5 afios es del 71.4% y la supervivencia libre de
enfermedad a 5 afios del 67.5%, en comparacién con el 56,1% y el 55,2%
respectivamente, en los casos negativos para EBV (5).

Mecanismos de evasién inmune

EBVaCG se acompafia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILS) CD8+ o CDA4+,
acompafnadas de histiocitos (36) y células dendriticas, que crean un microambiente
tumoral inmunoactivo (5), caracteristica que refleja la inmunogenicidad del EBV
(36). Los TILS constituyen el componente celular principal del microambiente del
tumor y contribuyen al menos parcialmente a la inmunidad antutumoral al promover
la erradicacién de las células malignas infectadas con EBV (48). Pero hay
mecanismos particulares, que permiten que el virus evada la respuesta inmune del
huésped, permitiendo asi que la infeccion persista, como: la sobreexpresion de IL-
18, IFN-y, amplificacion de PDL1, expresion del gen litico temprano BNLF2a,
mutaciones en LMP2A y, repeticiones y polimorfismos en EBNA1 (5).

Deteccién de virus en las células tumorales
Aunque, LMP1 un conocido oncogén viral en otras neoplasias relacionadas con

EBV, rara vez se expresa en EBVaCG (53). El estandar de oro para identificar la
infeccion es mediante Inmunofluorescencia in situ (ISH) para identificar EBER1 /



EBERZ2, el cual es abundante en las células cancerigenas infectadas, en tejidos
fijados con formalina e incluidos en parafina (36,50).

E. RESPUESTA INMUNE TUMORAL

En 1909 se postul6 por primera vez el papel de la inmunidad en el cancer, en donde
se especulaba que el sistema inmune podia reprimir el crecimiento tumoral al
reconocer a las células tumorales como extrafias. Después de 50 afios, Burnet
propuso la teoria de la vigilancia inmune tumoral, pero esta teoria solo se complet6
con la identificacion de la inmunoedicion propuesta por Schereiber, que consta de
tres periodos: una fase inicial de eliminacién o inmunovigilancia, seguida por la fase
de equilibrio y finalmente la fase de escape, en la cual las células tumorales pueden
evitar la destruccion por el sistema inmune, lo que acelera la progresion del tumor

().

Las células tumorales, expresan en su superficie antigenos especificos del tumor y
formas aberrantes de antigenos que usualmente se expresan en las células
humanas normales o0 no neoplasicas. Estos antigenos extrafios, pueden ser
reconocidos por el sistema inmune del huésped y de esta forma activar la respuesta
inmunitaria contra la neoplasia. Pero las células tumorales pueden evadir esta
respuesta, por medio de diferentes mecanismos, como la pérdida de la expresion
del antigeno y la inhibicién de la respuesta inmune, a través de la expresion de
moléculas con efectos inmunosupresores, como los moduladores del punto de
control inmune PD-1/ PD-L1 (19).

PD-L1 puede estar sobreexpresado en las células tumorales, y su union al receptor
PD-1 en las células linfoides activadas, conduce la regulacion negativa de los
linfocitos T CD8+ (18). Es importante resaltar, que PD-L1 es el ligando inhibidor
dominante de PD-1 en el microambiente tumoral (54), lo cual facilita que las células
cancerigenas evadan al sistema inmunologico, al inhibir las funciones de los
linfocitos T CD8+ (19), como su proliferacién, supervivencia, accion citotoxica y
liberacion de citocinas. Adicionalmente, la interaccion PD-L1/PD-1 induce la
apoptosis de las células T especificas del tumor, promueve la diferenciacion de los
linfocitos T CD4+ en células T reguladoras Foxp3+ (Treg) y aumenta la resistencia
de las células tumorales a los ataques de los linfocitos T CD8+ (48).



Linfocitos infiltrantes del tumor (TILS)

Los TILS constituyen el principal componente celular, del microambiente en tumores
inmunoactivos. Estan representados por células T, células B, células NK y células
dendriticas (55). Esta poblacion de células T presentan reactividad inmunolégica
especifica contra las células tumorales, la cual es mayor a la de los linfocitos no
infiltrantes. Asi, el microambiente tumoral, estd conformado por TILS que estan
commpuestos por fracciones de linfocitos T CD3+ y CD4+ (Colaboradores) y
linfocitos T CD3+ y CD8+ (Citotoxicos) (56).

Teniendo en cuenta lo anterior, se han propuesto tres fenotipos inmunoldgicos
relacionados con el microambiente tumoral: Tipo | - tumor inflamado, el cual esta
infiltrado por células T CD8+ y otras células inmunes que no son funcionales en el
margen invasivo o en el centro tumoral; Tipo Il - tumor inmune excluido, con células
T CD8+ que no han infiltrado eficazmente el tumor y Tipo Il - Tumor sin infiltrado o
con ausencia de células T CD8+ (19).

Por lo tanto, se esta estudiando el infiltrado en el tejido tumoral (Tipo, densidad,
distribucion dentro del tumor, fenotipo y estado de activacion), para de esta forma
obtener informacion Util sobre la respuesta inmune del huésped frente al tumor (57).

Receptor del ligando de muerte celular programada (PD-1)

PD-1 (CD279) es una proteina transmembrana de tipo | de 55kDa (58), que
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y funciona como receptor co-
inhibidor para los ligandos de muerte celular programada 1y 2 (PD-L1 o CD274 y
PD-L2 o CD273), en la superficie de las células inmunes activadas (54) como
linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK, monocitos activados y células dendriticas (19),
suprimiendo la respuesta inmune del huésped y las funciones de las efectoras de
las células T (28).

Ligandos de muerte celular programada

PD-L1 es una proteina transmembrana de 40 kDa, que esta involucrada en el
sistema inmunoregulador (29). Se expresa en células hematopoyéticas (Linfocitos
T y B, macrofagos, células dendriticas, mastocitos y células mieloides. Fuera del
sistema hematopoyético también se expresa en el endotelio vascular, células
hepaticas no parenquimatosas, queratinocitos, células de islotes pancreaticos,
astrocitos, placenta, sincitiotrofoblasto, queratinocitos y, células epiteliales vy



endoteliales corneales. (19,54). PD-L2 es una proteina transmembrana
estructuralmente similar a PD-L1 de 25 kDa, pero con expresion restringida a
macrofagos, células dendriticas mastocitos (54,58).

Tanto PD-L1 como PD-L2 pueden expresarse en las células tumorales y en el
estroma tumoral (54). La union de PD-L1y PD-L2 a su receptor (PD-1) en las células
T activadas, conduce a la regulacién a la baja de la actividad de las células T
citotdxicas (18). Este mecanismo es utilizado por las células tumorales para evadir
la respuesta inmune del huésped frente al cancer (19), siendo PD-L1 el ligando
inhibidor dominante de PD-1 en el microambiente tumoral (54).

F. INMUNOSCORE

Es un puntaje aplicado al cancer, que se basa en un algoritmo de imagen para
cuantificar la combinacion de inmunotinciones para CD3+ y CD8+ en el centro
tumoral y en el margen de invasion del tumor (57).

Hasta el momento, solo se ha realizado la validacion del inmunoscore para el cancer
de cdlon, el cual fue reportado en 2018 por Franck Pages et al. y en donde
recomiendan que la cuantificacion debe realizarse mediante patologia digital (59).

G. SCORE POSITIVO COMBINADO (CPS)

Segun las guias 2020 del NCCN para el tratamiento del cancer gastrico, la
evaluacion de la expresion de la proteina PD-L1 debe realizarse y reportarse
siguiendo el Score Positivo Combinado o CPS (sigla en inglés)(38). Este score
corresponde al numero de células positivas para PD-L1 (células tumorales, linfocito
y macrofagos), divididas por el nimero total de células tumorales viables y
multiplicadas por 100.

Se considera que la muestra tiene expresion de PD-L1 si el CPS es mayor a 1.
Aunque el resultado del calculo puede superar los 100, la puntuacion maxima se
define como CPS: 100 (52).

# de células positivas para PDL1 (Células tumorales,linfocitos y macréfagos)

x 100

CPS =

Numero total de células tumorales viables



Cualquier tincion de membrana (parcial o completa) para PD-L1, puntuciacion =1+
en las células tumorales viables, linfocitos y macréfagos debe incluirse en la
puntuacion (52). (llustracion 1).

<1 Sin expresion de PD-L1

>1 Expresion de PD-L1
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llustracion 1. Expresion del Score Positivo Combinado

Tomado y modificado de: Agilent Technologies, Inc 2019. Interpretation Manual — Gastric
or Gastroesophageal Junction Adenocarcinoma, PD-L1 IHC 22C3 pharmaDx [Manual]
Recuperado de https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/29219 pd-I1-ihc-
22C3-pharmdx-gastric-interpretation-manual_us.pdf



https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/29219_pd-l1-ihc-22C3-pharmdx-gastric-interpretation-manual_us.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/29219_pd-l1-ihc-22C3-pharmdx-gastric-interpretation-manual_us.pdf

ANTECEDENTES

Para la documentacion de este estudio se realizé una busqueda sistematica en las
bases de datos: PUBMED, TRIP DATA BASE, GOOGLE SCHOLAR, SCIENCE
DIRECT, PROQUEST PUBMED, con el uso de términos MESH — DeCS y palabras
clave:

e MESH: Stomach Neoplasms; Epstein-Barr Virus, Infections; Herpesvirus 4,
Human; Programmed Cell Death Receptor; Programmed Cell Death 1
Ligand, 2 Protein; CD8 — Positive T — Lymphocytes; Lymphocytes tumor-
infiltrating.

e DeCS: Stomach Neoplams, Herpesvirus 4 Human, Epstein-Barr Virus
Infections.

e Palabras clave: Immunoscore, Gastric Adenocarcinoma, PD-L1, immune
response, Combined positive score (CPS)

Se obtuvieron 110 articulos de los cuales solo 17 cumplian con los criterios de
inclusién. Se tuvieron en cuenta estudios publicados a partir de 2015 en idioma
inglés o espafiol, que evaluaran mediante inmunohistoquimica la expresion de PD-
L1, PD1y la presencia de Linfocitos T CD3+ CD8+ en el microambiente tumoral del
CG y del CG positivo para Epstein Barr Virus.

En 2016, Sara Derksy colaboradores demostraron que el CG asociado a EBV
(EBVaCQG) tiene expresion robusta de PD-L1, la cual no se observa en otros tipos
de CG; adicionalmente, reportaron que las células inflamatorias PD-L1+ eran
infiltrantes del tumor (60). Estos hallazgos en la expresion del ligando de muerte
celular programada (PD-L1) fueron corroborados también por Min Dong et al.
quienes reportaron que EBVaCG tenia una mayor expresion de PIK3CA y PD-L2
que los casos negativos para EBV (61). Posteriormente, Zhongwu Li vy
colaboradores manifestaron que la expresion de PD-L1 se asoci6 significativamente
con la infiltracibn masiva de linfocitos (62), resultados similares a los indicados por
Changging Ma et al, quienes expresaron que el CGaEBV e inestabilidad de
microsatélites (MSI) presentan tasas significativamente mas altas de PD-L1 y mas
células T CD8+ en el frente invasivo tumoral, en comparacion con los casos
negativos para EBV y MSI (12).



Para el 2017, Ruri Saito y colaboradores detectaron mayor expresion de PD-L1 en
células de EBVaGC con infiltrado inflamatorio PD-L1+ en su estroma (63). Akihito
Kawazoe y colaboradores observaron una fuerte asociacion entre la expresion de
PD-L1 y altas densidades de linfocitos infiltrantes de tumor CD3+ y CD8+ (64),
resultados similares a los expuestos por Elizabeth D Thompson y colaboradores
quienes refirieron que el aumento en la densidad del infiltrado linfoide CD8+ se
asocio con un porcentaje creciente de expresion de PD-L1 tanto en células
tumorales como en las células del estroma tumoral (65).

En el 2018, Byeong-Joo Noh y colaboradores, manifestaron que la expresion de PD-
L1 se asoci6 significativamente con la infeccién por el EBV y el estado de MSI,
ademas la inmunoreactividad de PD-L1 se correlacion6é positivamente con los
linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) con sobreexpresion de CD8 o PD-1 (13), esto
también fue reportado por Yangyang Wang y colaboradores , quienes confirmaron
la correlacién positiva mediante el analisis de ARNm PD-L1 y CD8, adicionalmente
indicaron que la expresion de PD-L1 y una alta densidad de células T CD8+, se
asociaron con un mejor pronostico, mientras que no observaron diferencias
significativas entre la expresion de PD-1y CD3 (66).

En ese mismo afno, Marina A Pereina y colaboradores sefalaron que los casos de
CG EBV+, se presentan con infiltrado inflamatorio severo y expresion de PD-L1 (14),
resultados similares a los proporcionados por Charles J Cho y colaboradores que
indican mayor proporcion en la sobreexpresion de PD-L1, densidad de TIL y
densidad de células TCD8+ intratumorales en los casos de EBVaCG, en
comparacion a su contraparte negativa (15). Pero posteriormente, Raghav Sundar
et al. denotan que una proporcion sustancial de EBVaCG, no expresan altos niveles
de PD-L1 y otros genes inmunes (67). Jing Ma y colaboradores, compararon 3
clones de anticuerpos disponibles para PD-L1 (SP142, 28-8 y E1LN3), concluyendo
gue el clon SP142 fue superior en la tincion celular, particularmente en las células
inmunes / estromales y prondstico (68).

En 2019, Irene Gullo y colaboradores, reportaron que la expresion de la proteina
PD-L1 observada en las células neoplasicas e inmunes del estroma, y la
amplificacion de PD-L1 esté restringida a tumores con niveles elevados de EBV y
MSI (69). Adicionalmente, Joo Yeo Kim y colaboradores, indican que el CG EBV+y
MSI, que son considerados subtipos con mejor prondstico, se asocian
significativamente con niveles mas altos de linfocitos infiltrantes de tumor (16).
Finalmente Rong Yan y colaboradores, encontraron que la expresion de PD-L1



aumento en los tejidos de CG y que esta expresion se asocia con metastasis a
distancia y una mayor densidad de linfocitos infiltrantes (70).

El altimo estudio publicado por Kohei Yamashita y colaboradores, quienes buscaron
dilucidar el papel del TPS y CPS como biomarcadores prondsticos en cancer
gastrico, demostrando que el CPS es un método de evaluacibn mas util para
determinar la expresion de PD-L1 que el TPS, sugiriendo que el numero total de
células que expresan PD-L1, incluidas las células tumorales e inmunes, son un
biomarcador de pronoéstico mas sensible que solo el nimero de células tumorales
que expresan PD-L1 (71).



METODOLOGIA

6.1 DISENO DE INVESTIGACION

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal que usé la técnica de
hibridacion in situ colorimétrica para determinar la infeccion por EBV y la técnica de
inmunohistoquimica para precisar la expresion de las proteinas PD-1y PD-L1, y el
porcentaje de infiltrado inflamatorio CD3+ y CD8+, en muestras de tejido embebido
en parafina, de pacientes con gastrectomia y diagnéstico de adenocarcinoma
gastrico de tipo intestinal en estadio Il o lll, entre los afios 2014 y 2016 en el Hospital
San José de Popayan.

6.2 POBLACION Y MUESTRA
Poblacion

Pacientes con diagndéstico de adenocarcinoma gastrico, a quienes se les realizo
gastrectomia en el Hospital Universitario San José de Popayan, Cauca, durante el
periodo comprendido entre el aifio 2014 y 2016.

Muestra

Pacientes con adenocarcinoma gastrico tipo intestinal en estadio avanzado TNM Il
o lll, a quienes se les realiz6 gastrectomia en el periodo comprendido entre el afio
2014 y 2016, y que cumplieran con los criterios de inclusién y exclusién.

Previo al inicio y desarrollo del proyecto, se solicitd6 ante el Hospital San José de
Popayan el aval de ética para este estudio, el cual fue expedido por la oficia legal
del hospital.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSION

e Diagnostico de adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal, segun la
clasificacion de Lauren.

e Estadio TNM Il o lll, segun la clasificacion del American Joint Committee on
Cancer (Ver Tabla 1).

e Realizacién de gastrectomia entre los afios 2014 y 2016.



Bloques de tejido embebido en parafina en adecuado estado de
conservacion para la realizacion de estudios de inmunohistoquimica e
hibridacién in situ colorimétrica.

6.4. CRITERIOS DE EXCLUSION

Diagnéstico de adenocarcinoma gastrico de tipo difuso, segun la clasificacion
de Lauren.

Estadio TNM | o IV segun la clasificacion del American Joint Committee on
Cancer.

Diagnostico confirmado de inmunosupresion — VIH.

Antecedente confirmado de neoplasia maligna o enfermedad autoinmune.
Antecedente de quimioterapia, radioterapia o tratamiento inmunosupresor.

6.5. VARIABLES

Variables de caracterizacién clinica: edad al momento del diagndstico,
género, exposicion a humo de lefia, antecedente endoscopico de: gastritis
atrofica, Ulcera péptica, H.pylori.

Variables de caracterizacion histopatolégica del tumor gastrico: localizacion
del tumor, tamafio del tumor, clasificacion de Borrmann, grado histoldgico,
extension tumoral, compromiso de ganglios linfaticos, pTNM patoldgico (Ver
Tabla 3), Hallazgos adicionales de: atrofia, metaplasia intestinal, H.pylori.
Variables de caracterizacion molecular: EBER-ISH, CD3+, CD8+,
Inmunoscore, PD-1, Score positivo combinado — CPS.

Variables Dependientes:

Expresion ISH: EBER

Expresion IHQ: CD3+, CD8+, Inmunoscore, PD-1, PD-L1 en células
tumorales y células inflamatorias (linfocitos y macrofagos) y Score positivo
combinado - CPS.

Variables Independientes:

Edad del paciente al momento del diagndstico
Género
Tabaquismo



e Exposicion a humo de lefia

e Antecedente endoscopia-biopsia de: gastritis atréfica, Ulcera péptica, H.pylori

e Tamafo y localizacion del tumor

¢ Clasificacion de Borrmann

e Grado histoldgico, extension tumoral, compromiso de ganglios linfaticos.

e TNM patolbgico

e Hallazgos histologicos: gastritis cronica atréfica, metaplasia intestinal,
H.pylori.

Ver Anexo 1. Operacionalizacion de las variables
Variables de Confusion
e Diferenciar la expresion de PD-L1 en linfocitos y macrofagos, de otras células
inflamatorias.
e Alteracion en la expresion de las inmunotinciones por mala ejecucion en la
fase preanalitica.

6.6 CONTROL DE SESGOS

Tabla 2. Control de sesgos

Posible sesgo Correccion
Tinciones de Inmunohistoquimica Se revisdé y ajustd el protocolo para la
no concluyentes realizacion de inmunohistoquimica con el fin

de optimizar el proceso.
Error en la interpretacion de las Se defini6 mediante un protocolo la
tinciones de inmunohistoquimica  localizaciébn del marcaje positivo y cuales
corresponden a Background.

6.7 PROCEDIMIENTOS TECNICOS E INSTRUMENTOS

e Se recolectd la informacion clinica de los pacientes, del sistema electronico de
historias del Hospital Universitario San José de Popayan, Cauca. Se diligencio
por cada paciente el instrumento de Recoleccién de Informacion (Formato 1) y
se asignaron los numeros de caso, para la codificacibn de las muestras y
resultados, siguiendo el Protocolo de Recoleccion de la informacion (Anexo 2).



Se recolectaron y manejaron las muestras de tejido embebido en parafina de
cada uno de los pacientes siguiendo el Protocolo para Recoleccion y manejo de
las muestras (Anexo 3).

Un especialista en Anatomia Patoldgica, realiz6 el estudio patologico
microscopico de las muestras con coloracion de Hematoxilina & Eosina, en
donde confirmé el diagnéstico de adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal y
definié el grado histolégico, la extensién tumoral, el compromiso ganglionar y el
TNM patoldgico. Estos datos se consignaron en el formato para el Reporte de
las caracteristicas histopatolégicas (Formato 3).

La infeccion por EBV en las células tumorales, se demostro con la técnica de
hibridacion in situ EBER-ISH, con la prueba INFORM EBER probe de Roche. El
resultado se reporté en el formato de Reporte de pruebas complementarias
(Formato 4).

El infiltrado inflamatorio linfocitico en el centro tumoral y el frente invasivo, se
determiné con la técnica de inmunohistoquimica para CD3 (Clon MRQ-39 Cell
Marque) y CD8 (Clon SP16 Cell Marque). Los resultados se reportaron en el
formato de Reporte de pruebas complementarias (Formato 4).

La expresion de la proteina PD-1, se establecio con la técnica de
inmunohistoquimica para PD-1 (Clon EP239 Cell Marque). Los resultados se
reportaron en el formato de Reporte de pruebas complementarias (Formato 4).

El inmunoscore, se determino al promediar el porcentaje de infiltrado linfocitico
en el centro tumoral y el frente invasivo. El resultado se reporté en el formato de
Reporte de pruebas complementarias (Formato 4).

Se calculo el Score Positivo Combinado — CPS, usando la técnica de
inmunohistoquimica para establecer la expresion de PD-L1 (Clon ZR3 Zeta
Corporation) en las células tumorales y las células inflamatorias (linfocitos y
macrofagos). El resultado se reportdé en el formato de Reporte de pruebas
complementarias (Formato 4).

Con los datos clinicos, histopatolégicos y el resultado de las pruebas
complementarias se cre6 y desarroll6 una base de datos para el andlisis
estadistico.



6.8

INTERPRETACION DE TENICAS DE HIBRIDACION IN SITU E

INMUNOHISTOQUIMICA

La infeccion por EBV mediante en EBER-ISH (INFORM EBER probe de
Roche). Se determind positiva, la tincién a nivel nuclear en méas del 80% de
las células tumorales y negativa un porcentaje menor.

El infiltrado inflamatorio linfocitico CD3+ y CD8+ mediante técnica de
inmunohistoquimica. Se consideré positiva, la tincion en la membrana
celular, y se cuantifico visualmente el porcentaje promedio de 4 campos de
alto poder (40x) representativos del proceso tumoral. Se determiné
infiltracion baja cuando el porcentaje promedio fue < 20%, infiltracion alta si
el porcentaje promedio es = 20% (72).

La expresion de la proteina PD-1, mediante técnica de inmunohistoquimica.
Se consideré positiva, la tincion en la membrana celular de los linfocitos
infiltrantes del tumor. Se cuantificé el porcentaje de células y la intensidad de
la tincibn como: 0 =Negativo, 1+ =Débil (tincion amarillo canario) y 2+ =
Intermedia - Fuerte (tincibn marrén). Se establecio Intensidad Baja: 0 a 1+ e
Intensidad Alta: Intensidad 2+ (72).

Para calcular el inmunoscore, se evaluo por separado el infiltrado linfocitico
del centro tumoral (CT) y del frente invasivo (FI). Se promedi6 el porcentaje
del infiltrado CD3+ y CD8+ y se definié un inmunoscore Bajo: 0-25% y Alto:
225% (59). Se uso la siguiente formula:

%CD3 CT + %CD3 FI 4 %CD8 CT + %CD8 FI
2 2

Inmunoscore =

Para calcular el Score Positivo Combinado — CPS. Se considero positiva, la
tincion en membrana celular (parcial o completa, con un score mayor a 1
(52) utilizando la siguiente ecuacion:

# de células positivas para PDL1 (Células tumorales,linfocitos y macréfagos) x 100

CPS =

Numero total de células tumorales viables

6.9 HIPOTESIS DE TRABAJO

El

adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal con inmunoscore alto y

sobreexpresion de la proteina PD-L1, esta asociado con la infeccion por el Epstein



Barr Virus. Los casos negativos para el virus, no tienen sobreexpresion de la
proteina PD-L1 y el inmunoscore es bajo.

El adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal con inmunoscore alto y
sobreexpresion de la proteina PD-L1 no estd asociado con la infeccion por el
Epstein Barr Virus. Los casos negativos para el virus, tienen sobreexpresion de la
proteina PD-L1 y el inmunoscore es alto.

6.10 ANALISIS ESTADISTICO

De acuerdo con los objetivos planteados, se propuso

e Para las variables de caracterizacion clinica de los pacientes se realizd una
distribucion porcentual y de frecuencias.

e Para las variables de hallazgos patoldgicos se realiz6 una distribucién
porcentual y de frecuencias.

e Para el EBER-ISH, los resultados se graficaron de manera circular, para
identificar los casos positivos en relacion a los negativos.

e Se calcul6 el inmunoscore utilizando los porcentajes de CD3+ y CD8+, caso
similar ocurrrié con el calculo del CPS utilizando el PD-L1

e Se realizé un analisis Bivariado entre la variable EBER-ISH vy las variables
clinicas y patoldgicas. Para comparar la relacion entre variables, se utilizo el
estadistico chi-cuadrado de Pearson o estadistico exacto de Fisher segun el
namero de categorias de las variables.

e Los datos se analizaron en el programa estadistico SPSS version 25.



CONSIDERACIONES ETICAS

Se siguieron los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki y la
Resolucién 008430 de Octubre 4 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, que
establece las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en
salud.

El proyecto, buscd contribuir al estudio del infiltrado inflamatorio intratumoral, la
expresion de proteinas de control inmunolégico como PD-1y PD-L1, y la infeccién
de las células tumorales del CG por EBV. Ademé&s espera que los resultados
obtenidos puedan ser utilizados para impulsar nuevos estudios que permitan
establecer la incidencia, mortalidad y el impacto de la infeccién del EBV en el CG,
en la poblacion del departamento del Cauca.

Segun la Resolucién 008430 de 1993 en su articulo 11, el estudio se clasific6 como
una investigacion de riesgo minimo, en la que se estudiaron muestras de tejido, de
los pacientes incluidos en la investigacion.

e Los procedimientos se realizaron por personal capacitado.

e Se garantiz6 la confidencialidad de la informacion de los pacientes incluidos
en el estudio y de los resultados obtenidos mediante el estudio de las
muestras.

e Lainvestigacion se realizé posterior a la aprobacion de la propuesta por parte
del Comité de Investigaciones de la Universidad del Cauca y de recibir el aval
ético del Hospital San José de Popayan.

El proyecto fue ambientalmente viable y no generé impactos negativos para la salud
humana. Los reactivos que se utilizaron en el estudio fueron dispuestos y
desechados siguiendo las normas de bioseguridad, por lo tanto; no se presentaron
efectos adversos significativos sobre la calidad de los recursos naturales (suelo,
agua y aire). Todos los residuos fueron manejados de acuerdo a lo dispuesto en el
decreto No. 2676 de diciembre 22 del 2000, el cual reglamenta la gestion de los
residuos hospitalarios y similares, el decreto 2811 de 1974 (Cdédigo Nacional de
Recursos Naturales y de Proteccion al Medio Ambiente) y el decreto 4741 de 2005
del Ministerio del Medio Ambiente.



RESULTADOS

Se obtuvieron los resultados y hallazgos que se describen a continuacion.
Inicialmente se realiz6 una caracterizacion clinica de la poblacion y posteriormente
se abordo las variables histopatoldgicas y moleculares.

8.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

En el periodo 2014-2016, en el Hospital San José de Popayan, se diagnostico
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal en producto de gastrectomia, en un total
de 48 pacientes, de los cuales se excluyeron 24 pacientes, por no cumplir con los
criterios de inclusion o presentar algun criterio de exclusion.

La poblacién estuvo constituida por los 24 pacientes admitidos en el presente
estudio; de los cuales el 66,7% fueron hombres (n=16) y el 33,3% fueron mujeres
(n=8). La edad media al momento del diagndstico fue 65 afios con desviacion
estandar de 12,8 afios (Grafico 1).

Mujeres; 33,3%

Hombres; 66,7%

Edad promedio: 65,38
Desviacion Estandar: 12,8

Gréfico 1. Distribucidn porcentual segun genero de los pacientes diagnosticados
con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 2014 -2016.

Al evaluar los antecedentes de los pacientes, el 58,3% no tenia antecedente de
consumo de alcohol (n=14) y el 45,8% nego6 exposicidon a humo de lefia (n=11)
(Tabla 3). De igual forma, al valorar los antecedentes endoscépicos, solo el 12,5%
tenia antecedente de gastritis atréfica (n=3), el 8,4% presentaba antecedente de
Ulcera péptica (n=2) y Unicamente el 4,2% tenia antecedentes de H.pylori (n=1)
(Tabla 3).



Tabla 3. Distribucién porcentual de las variables de antecedentes clinicos de riesgo
de los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal
2014 - 2016.

Variables de antecedentes Clinicos N

. %
del paciente

Consumo de alcohol

No 14 58,3

Si 2 8,4

Sin dato 8 33,3
Expuesto al humo de lefia

No 11 45,8

Si 2 8,4

Sin dato 11 45,8
Antecedente de gastritis atréfica

No 15 62,5

Si 3 12,5

Sin dato 6 25,0
Antecedente endoscopico de Ulcera péptica

No 15 62,5

Si 2 8,4

Sin dato 7 29,1
Antecedente de H.pylori

No 16 66,7

Si 1 4,2

Sin dato 7 29,1

8.2 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Al analizar los hallazgos histopatoldgicos (Figura 1), el 58,3% de los tumores fueron
clasificados endoscépicamente como Borrmann tipo Il (n=14) o tumores ulcerados
que infiltraban la pared gastrica. La localizacion tumoral con las mas altas
proporciones, fue el tercio medio y distal del estbmago, con el 37,5% (n=9) y 33,3%
(n=8) respectivamente. En el 87,5% de los casos, la extension tumoral llegaba hasta
la muscular propia (n=21) y el 45,8% fueron diagnosticados con grado histologico 2
(n=11) (moderadamente diferenciado). El 75% de los pacientes, les fue realizada
gastrectomia total (n=18), como manejo quirdrgico oncolégico. El 79,2% de los
pacientes presentaron un tumor con mas de 4 cm (n=19) (Grafico 2).



Figura 1. Hallazgos microscopicos de la neoplasia

A y B. Las imagenes muestran ocasionales células neoplasicas pleomorficas
(flecha), rodeadas por infiltrado linfoplasmocitario prominente (punto). (Hematoxilina
& Eosina, Aumento 40x).
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Gréfico 2. Distribucion porcentual de las variables histopatoldgicas de los pacientes
diagnosticados con adenocarcinoma géstrico de tipo intestinal 2014 -2016.

El 87,5% de los casos presentaban invasion linfovascular, al igual que compromiso
ganglionar (n=21) y el 41,7% de los pacientes presentaban invasion perineural
(n=10). Se identifico invasion linfovascular y perineural concomitante en el 41,7%
de los casos (n=10). En el célculo del TNM patoldgico, el 45,8% de los pacientes se
encontraban en estadio IlIA (n=11) y al evaluar los hallazgos patoldgicos
adicionales, el 83,3% de los pacientes presentaban atrofia (n=20), el 62,5% tenian



metaplasia intestinal (n=15) y en la mitad de los casos (50%) se identificoO con
infeccion por H.pylori (n=12) (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion porcentual para las variables histopatolégicas de los pacientes
diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 2014 -2016.

Variables n (n=24) %
Invasién Linfovascular

No identificado 3 12,5

Presente 21 87,5
Invasion Perineural

No identificado 14 58,3

Presente 10 41,7
Invasién Linfovascular y perivascular concomitante

No identificado 14 58,3

Presente 10 41,7
Numero positivo de ganglios linfaticos

laz 5 20,8

3ab6 4 16,7

7alb 8 33,3

Igual o mayor a 16 4 16,7

Negativos 3 12,5
TNM Patologico

1B 2 8,3

A 11 45,8

B 6 25,0

lc 5 20,8
Atrofia

No 4 16,7

Si 20 83,3
Metaplasia intestinal

No 9 37,5

Si 15 62,5
H. pylori

No 12 50,0

Si 12 50,0




8.3 CARACTERISTICAS MOLECULARES

EBER-ISH

La expresion de EBV por medio de EBER-ISH, evidencié que de los pacientes del
estudio, 5 de ellos correspondientes al 20,8%, presentaban infeccion por el virus en
las células cancerigenas, con esto se confirmé la subpoblacion de pacientes EBER-
ISH positivos (Gréfico 3).

Positivo;
20,8%

Megativo;
79,2%

Gréafico 3. Distribucion porcentual segun meétodo EBER-ISH de los pacientes
diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 2014 -2016.

De los pacientes EBER-ISH positivos, el 60% eran mujeres y tenian méas de 60 afios
(n=3). Soblo el 40% de los casos tenian como localizacion del tumor la region
proximal o medial del estomago (n=2), y en el 60% (n=3) el tumor tenia
diferenciacion Grado 1 (bien diferenciado). En el 80,0% de los pacientes (n=4), la
extension tumoral infiltraba hasta la capa muscular propia y tenian invasion
linfovascular, pero solo el 60% (n=3) presentaban invasién perineural evidente. El
100% de los pacientes (n=5) tenian compromiso ganglionar y el 60% (n=3) fueron
clasificados segun el TNM como IIB-Il1A.

En los hallazgos histopatologicos adicionales, en el 80,0% de los casos (n=4) se
identifico atrofia de la mucosa gastrica y en 40% de los pacientes (n=2) se identificd
coinfeccion con H.pylori (Tabla 9).



DENSIDAD DE LA POBLACION DE LINFOCITOS T CD3+ Y CDS8+, Y
PORCENTAJE DE INMUNOSCORE

En cuanto a la densidad de la poblacién de linfocitos asociados al tumor (Figura 2),
se encontro variabilidad en el porcentaje del infiltrado linfocitico (Tabla 5). Para el
infiltrado CD3+, el valor maximo fue de 71% y el valor minimo de 8,2%, con un
promedio de 21,8% (D.E: 13,6%); en el caso del infiltrado CD8+, el mayor porcentaje
fue del 54% y el menor del 2,5%, con un promedio de 14,8% (D.E: 10,9%) (Tabla
6). Por ultimo, en el célculo del inmunoscore el porcentaje mas alto fue del 62,5% y
el mas bajo del 6%, con un promedio de 18,1% (D.E: 12,2%) (Tabla 5y 6).

Tabla 5. Densidad de la poblacion con Linfocitos T CD3+ y CD8+ de los pacientes
diagnosticados con adenocarcinoma géstrico de tipo intestinal 2014 -2016.

Consecutivo  Lorcentaje  Porcentaje  Porcentaje
CD3+ CD8+ Inmunoscore

1 13,0 75 102
2 20,5 10,2 15.4
3 30,5 16,0 232
4 14,0 10,5 12,2
S 10,5 6,5 8,5
6 15,5 12,0 13,7
7 18,5 12,0 152
8 30,5 20,0 252
9 29,0 21,0 25.0
10 8.0 5,5 7,0
11 11,0 75 9.2
12 18,0 8,0 13,0
13 22,5 14,0 18,2
14 41,5 28,0 34,7
15 18,0 7,0 12,5
16 27,5 20,0 23,7
17 9,5 2.5 6.0
18 21,0 14,0 17,5
19 8,5 4.0 6.2
20 13,5 75 105
22 22,0 16,5 19,2
23 71,0 54,0 62,5



24 33,0 28,0 30,5

Tabla 6. Estadisticos descriptivos para las variables CD8+, CD3+ e
Inmunoscore de los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico
de tipo intestinal 2014 -2016.

Estadisticos

descriptivos CD3 CD8 Inmunoscore
Promedio 21,8% 14,3% 18,1%
Desviacién Estandar 13,6% 10,9% 12,2%
Mediana 18,3% 12,0% 14,5%

Valor Minimo 8.2% 2,5% 6,0%

Valor Maximo 71,0% 54,0% 62,5%

Figura 2. Hallazgos microscoépicos del microambiente tumoral

Denso infiltrado inflamatorio mononuclear, con formacién foliculos linfoides
secundarios (punto), en la esquina inferior derecha se reconoce epitelio gastrico
reactivo (flecha) (Hematoxilina & Eosina — Aumento 4x ).



Figura 3. Infiltrado linfocitico CD3+, reactividad por inmunohistoquimica
Células linfoides infiltrantes (flechas azules) y ocasionales células neoplasicas
pleomorficas (flechas rojas) (Inmunohistoquimica - Aumento 40x)

Figura 4. Infiltrado linfocitico CD8+, reactividad por inmunohistoquimica

Células linfoides infiltrantes (flechas azules) y ocasionales células neoplasicas
pleomorficas (flecha roja) (Inmunohistoquimica - Aumento 40x)



Para evaluar la densidad del infiltrado linfocitico CD3+ y CD8+, se tuvo como valor
del corte el rango de 20%. El 45,8% de los casos (n=11) fueron CD3+ alto (Figura
4) y solo el 25% CD8+ alto (n=6) (Figura 5). Finalmente, al realizar el calculo del
inmunoscore (score alto >25%) solo el 16,7% de los casos eran inmunoscore alto
(n=4) (Grafico 4).

100 83,3

75,0
80 54,2
60 ’ 458

40 25,0 16,7
20 |—|’
0
Bajo < 20% Alto > 20% [Bajo < 20% Alto >20%| Bajo<= Alto>25%
25%

CD3 CD8 Inmunoscore

Porcentaje

Variables CD3, CD8 e Inmunoscore

Grafico 4. Distribucion porcentual de las variables CD3+, CD8+ e Inmunoscore de
los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 2014 -
2016.

El 100% de los pacientes positivos para EBER-ISH (n=5), reportaron inmunscore
bajo (25%) y densidad del infiltrado CD8+ bajo (<20%). En la evaluacion de la
densidad del infiltado CD3+, el 80% de los pacientes (n=4) fueron CD3+ bajo (<20%)
y solo el 20% (n=1) tuvo CD3+ alto (>20%) (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucién porcentual del EBER-ISH segun las variables CD3+, CD8+ e
inmunoscore de los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo
intestinal 2014 -2016.

EBER-ISH
Positivo Negativo
n % n %
CD-3
Alto >20% 1 20,0 10 52,6
Bajo<20% 4 80,0 9 47,4
CD-8
Alto >20% O 0,0 6 31,6
Bajo <20% 5 100,0 13 68,4

Inmunoscore



Alto >25% O 0,0 4 21,1
Bajo =<25% 5 100,0 15 78,9

INTENSIDAD Y PORCENTAJE DE EXPRESION DE PD-1, Y REPORTE DEL
SCORE POSITIVO COMBINADO (CPS)

Al evaluar la expresién de PD-1, el 100% de los pacientes tenian expresion baja de
la proteina (<20%) e intensidad débil (1+) (Figura 6). El porcentaje mas alto de
expresion fue del 5.0% y el mas bajo de 0,5%, cada uno se presento en el 4,2% de
los casos (n=1). El 70,8% de los pacientes (n=17) tenian PD-1 del 1,0% y el 20,8%
(n=5) del 1,5% (Tabla 8).

Tabla 8. Distribucion porcentual de la expresion de PD-1 de los pacientes
diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 2014 -2016.

PD-1 n %
1,0% 17 70,8
1,5% 5 20,8
0,5% 1 4,2
5,0% 1 4,2
Total 24 100

El calculo del Score Positivo Combinado (CPS), con el cual se reporta la expresion
de la proteina PD-L1, revel6 que el 91,7% de los casos (n=22) tuvieron un score <1
y so6lo el 8,3% (n=2) tenian un score >1 (Figura 7) (Gréfico 5).

CPS>1: 8,3%

CPS< 1:
91,7%

Gréfico 5. Distribucion porcentual del CPS de los pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 2014 -2016.



Figura 5. Reactividad por inmunohistoquimica para PD-1
Se observan muy escasos linfocitos con reactividad débil (1+) para PD-1 (flechas).
(Inmunohistoquimica - Aumento 10x).

Figura 6. Reactividad por inmunohistoquimica para PD-L1
Reactividad en células neoplasicas e inflamatorias (linfocitos y marcréfagos) para
PD-L1 (punto). (Inmunohistoquimica - Aumento 10x).



El 100% de los pacientes positivos en la prueba EBER-ISH (n=5), presentaron
expresion baja de PD-1 (<20%) e intensidad débil (1+), de igual forma en el 100%
de los casos (n=5) el célculo del CPS el score fue <1 (Tabla 9).

Tabla 9. Distribucién porcentual de EBER-ISH segun las variables PD-1 y CPS de
los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal 2014 -
2016.

EBER-ISH
Positivo Negativo
n % n %
PD-1
Alta 2+ 0 00 0 0,0
Baja: 0 - 1+ 5 100,0 19 100,0
CPS
> 1 0 0,0 2 10,5
<1 5 100,0 17 89,5

ANALISIS BIVARIADO

Al momento de identificar si existian o no diferencias estadisticas entre la prueba
EBER-ISH en relacién con las variables del estudio se encontrd que con ninguna de
las variables presentd asociacion dado que sus valores de p son mayores a 0,05
(Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis bivariado por medio de tablas de contingencia y prueba Chi
cuadrado para analizar la relacion entre la variable EBER-ISH y demés variables
asociadas.

EBER-ISH Total Chi -
Variables Negativo Positivo Cuadrad
n % n % n % o]
Grupo edad
Mayor 60 afios 12 63,2% 3 60,0% 15 62,5%
Menor o igual a 60
anos 7  36,8% 2 40,0% 9 37,5% 0,640**

Genero



EBER-ISH Total Chi -
Variables Negativo Positivo Cuadrad
n % n % n % o]

Masculino 14 73,7% 2 40,0% 16 66,7%

Femenino 5 26,3% 3 60,0% 8 33,3% 0,186**
Invasion Linfo Vascular

No identificado 2 10,5% 1 20,0% 3 12,5%

Presente 17 89,5% 4 80,0% 21 87,5% 0,521**
Invasion Perineural

No identificado 12 63,2% 2 40,0% 14 58,3%

Presente 7 36,8% 3 60,0% 10 41,7% 0,332**
H.pylori

No 9 474% 3 60,0% 12 50,0%

Si 10 52,6% 2 40,0% 12 50,0% 0,500**
Atrofia

No 3  158% 1 20,0% 4 16,7%

Si 16 84,2% 4 80,0% 20 83,3% 0,635**
Clasificacion Bormann

Tipo I, II, 1 14 73, 7% 4 80,0% 18 75,0%

Tipo IV 5 26,3% 1 20,0% 6 25,0% 0,634*
Grado histologico

Grado 1 6 31,6% 3 60,0% 9 37,5%

Grado 2y 3 13 68,4% 2 40,0% 15 62,5% 0,255**
TNM Patolégico

NMAy lIB 10 52,6% 3 60,0% 13 54,2%

B 5 26,3% 1 20,0% 6 25,0% 0,949*

nc 4 21,1% 1 20,0% 5 20,8%
Numero positivo de ganglios linfaticos

Negativos /1 a 2 7  36,8% 1 20,0% 8 33,3%

3ab6 2 10,5% 2 40,0% 4 16,7% 0427+

7al5 7  36,8% 1 20,0% 8 33,3% ’

Igual o mayor a 16 3 15,8% 1 20,0% 4 16,7%
Localizaciéon

Proximal 4 21,1% 1 20,0% 5 20,8%

Medial 8 42,1% 1 20,0% 9 37,5% 0.652*

Distal 6 31,6% 2 40,0% 8 33,3% ’

Multiples sitios 1 53% 1 20,0% 2 8,3%

Extensiéon tumoral



EBER-ISH Total Chi

Variables Negativo Positivo Cuadrad
n % n % n % o]
Submucosa, muscular
. ’ 1
propia y Serosa 5.3 0 00 1 42%
Invade muscular 0,267*
propia 17895 4 80,0 21 87,5%

Invade la serosa 1 5,3 1 20,0 2 8,3%




DISCUSION

Este estudio buscoé caracterizar una serie de 24 casos, de pacientes llevados a
gastrectomia por diagnéstico de adenocarcinoma géstrico de tipo intestinal en etapa
[I'y Ill, en el Hospital San José de Popayan dentro del periodo 2014 a 2016. En estos
casos se analizé mediante inmunohistoquimica la expresion de PD-L1/PD-1 vy la
densidad de linfocitos infiltrantes (CD3+ CD8+) en el microambiente tumoral.
Adicionalmente, se determind la infeccion por el Virus del Epstein Barr en las células
tumorales gastricas, mediante la técnica de hibridacion in situ colorimétrica.

En la evaluacién de las caracteristicas sociodemogréficas, el presente estudio
encontré que la media de edad de la poblacién fue de 65 afios, con predominio del
género masculino (66,7%), lo cual es coincidente con diversos estudios, que
reportan mayor riesgo de CG en los hombres en comparacion con las mujeres y
adicionalmente mencionan que la edad tiene un papel importante en el aumento del
riesgo, dado que la poblacién de mayor edad es la afectada principalmente por este
cancer (73-76).

Esta establecido que el CG surge como consecuencia de la interaccion compleja
entre factores propios del huésped y factores ambientales (77). Alo largo del tiempo,
se ha descrito la asociacion entre estos factores y el desarrollo del cancer. Se han
identificado un total de 52 factores de riesgo (78); pero los factores definitivos para
el desarrollo de CG, son el H.pylori, el consumo de cigarrillo, el antecedente de
cirugia bariatrica (Billroth 1), los pdélipos gastricos adenomatosos y la secuencia de
gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal y displasia (3,34,36,79). Estos
factores se buscaron en las historias clinicas de los pacientes; sin embargo, en la
revision de los registros médicos, muchos de estos datos no fueron consignados o
estaban parcialmente registrados, dificultando la caracterizacién clinica de los
pacientes a estudio.

En esta serie, la exposicion previa al humo de lefia y el consumo de alcohol (80,81),
estuvieron presentes en solo 2 de los pacientes del estudio. De forma similar, solo
1 de los pacientes tenia antecedente de infeccion por H.pylori, 3 tenian antecedente
de gastritis atréfica y 2 antecedente de Ulcera péptica. Estos hallazgos
endoscopicos e histopatoldgicos, son los que aportan la mayor y mejor informacién
sobre la mucosa gastrica de los pacientes (78,82,83), de igual forma esta
informacion fue limitada y en la mayoria de los casos no fue consignada en las
historias clinicas. Desconocer el nimero de endoscopias realizadas previo al
diagnéstico de la malignidad, el intervalo de la vigilancia endoscopica, los hallazgos



endoscopicos y el reporte histopatologico con la clasificacion OLGA (Operative Link
for Gastritis Assessment) de las muestras de biopsia, no permitié caracterizar
adecuadamente a los pacientes y detectar la presencia de lesiones precursoras en
la mucosa gastrica, especialmente en la patogénesis del CG de tipo intestinal (84).

Al momento del diagnostico, en el 70% de los pacientes los tumores se localizaban
en la regidn media y distal del estbmago, hallazgo que se correlaciona con lo
reportado por la OMS, que indica que el 80% de los casos de CG ocurren en el
cuerpo, antro y/o piloro gastrico (7). Como dato adicional al estudio macroscépico,
cerca del 80% de los casos la lesion neoplasica era de un tamafio mayor a 4 cm,
esto concuerda con lo informado en la literatura sobre los hallazgos macroscépicos
de las lesiones en estadios avanzados de la enfermedad (35).

El estudio microscopico de los casos, permitié establecer que en el 87,5% de los
pacientes las células neoplasicas infiltraban la capa muscular propia, esto se
correlaciona con la definicion de CG avanzado, que se caracteriza porque las
células tumorales invaden la pared gastrica mas alla de la capa submucosa del
estbmago (85), un hallazgo que se ha relacionado significativamente con esta
extension tumoral avanzada, es la invasion linfovascular (86). Este tipo de invasion,
siempre es evaluada y su reporte es de caracter obligatorio en los informes
histopatoldgicos (38), porque provee al médico tratante de un indicador de
agresividad y factor pronéstico del cancer (7,87,88). En nuestro estudio alrededor
del 90% de los casos presentaban invasion linfovascular y estos pacientes también
tenian afectacion ganglionar metastasica, que corrobora la diseminacion a través
de la linfa hacia los ganglios linfaticos en este cancer (87,89,90).

Adicionalmente, se determind la presencia de invasién perineural en el 40% de los
pacientes. Asi como la invasion linfovascular, este tipo de invasion esta relacionada
con un estadio avanzado de la enfermedad, asi como con una supervivencia
precaria a largo plazo (91). Por ultimo, la existencia concomitante de invasion
linfovascular y perineural, tiene un impacto prondstico significativo sobre la
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global en los pacientes en
estadio Il o Il (92). En nuestro estudio, se identifico esta invasion concomitante en
el 41,7% de los casos.

La evaluacion de hallazgos histopatoldgicos adicionales en las muestras de tejido
de las gastrectomias, evidenciaron un aumento en el nUmero de pacientes con
infeccion por H. pylori y gastritis atrofica en la mucosa no neoplasica, en
comparacion con los datos de los antecedentes endoscoOpicos y de biopsias



gastricas. En el 50% de los casos (n=12), se identificaron formas bacilares de
H.pylori, infeccion que inicia la secuencia carcinogénica, que comienza con
inflamacion crénica de la mucosa gastrica que conduce a gastritis atrofica y
posteriormente a metaplasia intestinal (93,94), siendo esta la que precede a la
displasia, mejor conocida como condicién premaligna del CG (6,35,37). En nuestro
estudio, se observo gastritis atrofica en mas del 80% de los pacientes y metaplasia
intestinal en el 60%, estas cifras se correlacionan mejor con lo descrito sobre la
carcinogénesis gastrica, a pesar de no disponer de adecuados datos endoscépicos
y clinicos en las historias médicas de los pacientes.

Al igual que la infeccion por H.pylori, se ha establecido que la infeccion por EBV es
otro factor de riesgo para el desarrollo del CG, siendo este el responsable del 7-
16% de los casos de este cancer en el mundo (5,17); ademas, es considerado
desde el 2014 como un subtipo molecular de CG (18,27). Mediante la técnica de
hibridacién in situ colorimétrica, se determind la infeccion por EBV en las células
gastricas neoplasicas del 20% de los pacientes de nuestro estudio. Teniendo en
cuenta esta subpolacién, el 60% de los casos eran mujeres y tenian mas de 60 afios
al momento del diagnéstico, lo cual no se correlaciona con lo reportado para el CG
asociado a EBV, que tiene predominio por el sexo masculino con una relacion 2:1 o
3:1 y una edad de presentaciéon menor de 60 afios (5,49,95).

Este subtipo de CG, se localiza preferencialmente en las regiones medias y
proximales del estbmago (50,96), en nuestro caso el 40% de los pacientes (n=2)
tenian esta localizacion tumoral. A la evaluacion endoscopica segun lo descrito por
la literatura, este subtipo de CG se presenta como un tumor ulcerado o en forma de
platillo con engrosamiento marcado de la pared gastrica (50), estos hallazgos fueron
observados en el 80% de los pacientes (n=4) quienes fueron diagnosticados con
tumores Bormman tipo Il o tumor ulcerado infiltrante.

Al evaluar las caracteristicas histopatolégicas, el 100% de los casos EBV positivos,
presentaban lesiones bien a moderadamente diferenciadas, que encajan con las
caracteristicas histopatolégicas descritas para este subtipo molecular de CG,
especificamente con el subtipo histolégico adenocarcinoma de tipo convencional
que corresponde a un adenocarcinoma bien a moderadamente diferenciado con
infiltracion dispersa de linfocitos (36,96). En el 40% de los casos (n=2) se
observaron bacilos de H. pylori, coinfeccion importante porque en la literatura se ha
informado que el CG asociado a EBV que se deriva de una mucosa gastrica con
inflamacion crénica inducida por la infeccion por H. pylori (95), corresponde a
tumores mas agresivos, que refuerzan el papel de esta interaccion en el desarrollo



y/o progresion del adenocarcinoma gastrico (97). Adicional a esto, en el 80% de los
pacientes (n=4) se observo atrofia en la mucosa gastrica no neoplasica, condicion
reportada como factor de riesgo para el CG asociado a EBV, porque permite el
contacto célula-célula entre los linfocitos portadores de EBV localizados en la lamina
propia y las células epiteliales gastricas, favoreciendo la infeccion del epitelio
gastrico por este virus (5).

En los dltimos afos, se ha estudiado el microambiente tumoral de muchos tipos de
cancer incluido el CG, porgue los tumores pueden desregular la expresion de las
proteinas del control inmunolégico, como un mecanismo para la resistencia
inmunitaria frente al sistema inmunoldgico (11,98). En el caso del CG, mdltiples
estudios han determinado que los subtipos moleculares asociados EBV y MSI, se
caracterizan por presentar abundante infiltrado linfoide en el microambiente tumoral
(11-16). Los casos incluidos en este estudio, fueron seleccionados por presentar
abundante infiltrado inflamatorio linfocitico en el tejido tumoral, este infiltrado se
caracterizd6 usando la técnica de inmunohistoquimica, con la cual se resalto la
poblacion de linfocitos T citotéxicos, que expresan las moléculas CD3+ y CD8+
(99,100). La densidad del infiltrado inflamatorio en el microambiente tumoral fue
variable, siendo las proporciones de CD3+ mayores a las de CD8+, que se explican
porqgue los linfocitos citotéxicos (CD8+) comprenden un subtipo de linfocitos T CD3+
(101).

Para puntuar la densidad del infiltrado linfoide en el microambiente tumoral, se
usaron los paradmetros del inmunoscore de cancer de colon, debido a que es el Unico
score validado para evaluar el recuento de los linfocitos T (59). El propdsito de este
score es proporcionar una estimacion relativa de recurrencia de cancer de colon.
Para el caso del CG, se han publicado en la literatura, alrededor de 8 estudios, que
correlacionaron el inmunoscore con la supervivencia posquirargica y los beneficios
guimioterapéuticos para predecir la recurrencia tumoral y la supervivencia de los
pacientes, y asi complementar el valor prondstico del sistema de estadificacion TNM
(72,102-105).

Yuming Jiang y colaboradores en 2018, evaluaron 4 marcadores: CD3, CD8, CD45
y CD66 en el tejido tumoral, con lo cual encontraron diferencias significativas en la
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global entre los pacientes con
infiltrado alto y los de infiltrado bajo. Concluyeron, que el score del infiltrado inmune
es un factor prondstico independiente, al evaluar casos de CG (104).
Posteriormente, Linhai y colaboradores, manifestaron que la puntuacion
inmunoldgica podria usarse para reforzar la prediccion de resultados clinicos del



sistema de estadificacion TNM, y asi proporcionar una herramienta para la
evaluacion de riesgos y seleccidon de tratamiento en pacientes con CG (103). Los
hallazgos reportados en estos estudios (72,102-105), son de gran impacto en la
estimacion del prondstico y curso clinico de los pacientes con CG; pero dado que la
finalidad de este estudio no es determinar la supervivencia, ni el curso clinico de los
pacientes, no es posible confrontar los resultados de la literatura, con el
inmunoscore de los casos, ya que el valor reportado del inmunoscore corresponde
al promedio de células infiltrantes en el microambiente tumoral, como caracteristica
de cada tejido neoplasico.

En los casos del estudio, menos el 20% de los pacientes presentaron un
inmunoscore alto (puntuacion 225%), estos pacientes fueron clasificados en estadio
clinico Ill, 3 de ellos tenian una extension tumoral que invadia la capa serosa y en
el restante las células neoplasicas llegaban hasta la capa muscular, los 4 pacientes
tenian invasion linfovascular y compromiso metastasico a los ganglios linfaticos,
hallazgos reportados como factores de mal prondstico en la literatura (7,87—-90).
Seria de gran interés para futuro estudios, correlacionar el curso clinico de los
pacientes y su desenlace, con los hallazgos histopatologicos de cada caso en
particular; asi, se podria estimar la relaciébn prondstica del inmunoscore con la
supervivencia de los pacientes.

Segun la literatura el CG asociado a EBV, se relaciona con un abundante infiltrado
inflamatorio en el microambiente tumoral (12,16,55,106), debido a la presencia de
antigenos virales que dan como resultado una mayor presentacion de neoepitopos,
que contribuyen a una respuesta inmune antitumoral (18). Hallazgos corroborados
en varios estudios, como el publicado por Marina A Pereina y colaboradores,
quienes sefialaron que el CG EBV+, se presenta con infiltrado inflamatorio severo
(14), y lo referido por Charles J Cho y colaboradores, quienes manifestaron que los
casos de CG EBV+ se asociacian a una alta densidad de células CD8+
intratumorales, en comparacion a su contraparte negativa (15). Sin embargo, en el
presente estudio los 5 pacientes EBER-ISH positivos, reportaron un inmunoscore
bajo, hallazgo contrario a las caracteristicas de este subtipo molecular de CG, que
como lo mencionamos previamente, se caracteriza por estar asociado a abundante
infiltrado linfoide (11-16).

El hallazgo de un bajo inmunoscore en los casos EBER-ISH positivo, puede estar
relacionado con la heterogeneidad intratumoral en el tejido neoplasico, que se
asocia a la presencia de distintas poblaciones de células tumorales en un tumory a
varios patrones de expresion de genes (107). No obstante, hasta el momento en la



literatura no hay reportes de casos de CG asociados a EBV, que se presenten con
bajo infiltrado linfoide (12,62) por lo tanto no podemos asociar este hallazgo con una
causal clara.

Los 4 pacientes que se presentaron con inmunoscore alto, fueron EBER-ISH
negativo; al no asociarse a la infeccion por EBV, se plantea que el cAncer en estos
pacientes podria estar relacionado con MSI, otro subtipo molecular de CG que se
presenta con abundante infiltrado inflamatorio, el cual se da como respuesta a la
alta tasa de mutaciones somaticas, que generan neoantigenos que de igual forma
provocan una respuesta del sistema inmunitario (108). La Unica forma de definir con
certeza, si estos pacientes corresponden a este subtipo molecular, seria realizando
un panel con marcadores de microsatélites (109).

La determinacion y reporte de PD-L1, se realiz6 siguiendo las guias 2020 de la
NCCN para el manejo de CG (38), las cuales indican que el Score Positivo
Combinado (CPS) es el método de evaluacion mas util para esta molécula (71). En
este estudio, solo el 8,3% de los casos (n=2) tuvieron un score >1, los cuales
también reportaron los porcentajes mas altos en cuanto infiltrado linfoide CD3+ y
CD8+, pero estos pacientes fueron negativos para EBV. Por el contrario, los
pacientes positivos para EBV, no tuvieron sobreexpresion de PD-L1 y su score fue
<1. Estos resultados, son contrarios a las caracteristicas del CG EBV+, ya que este
subtipo tiene amplificacién del gen CD247 que codifica para la proteina PD-L1 (27),
lo que conlleva a la expresion robusta de PD-L1, particularidad que no se observa
en otros tipos de CG (60). Esta sobreexpresion de PD-L1 ha sido evaluada y
corroborada en varios estudios, como el publicado por Byeong-Joo Noh y
colaboradores, quienes refieren que la expresion de la molécula se asocio
significativamente con la infeccion por EBV y el estado de MSI (13); estos hallazgos
son similares a los divulgados por Marina A Pereina et al. y Charles J Cho et al.,
quienes indican que los casos de CG EBV+, sobreexpresan PD-L1 en comparacion
con su contraparte negativa para el virus (14,15).

Aunque los pacientes positivos para EBV no tuvieron sobreexpresion de PD-L1
como se esperaba, este hallazgo puede estar relacionado a lo referido por Raghav
Sundar y colaboradores en 2018, quienes manifestaron que una proporcién
sustancial de casos con CG asociado a EBV, no expresa niveles elevados de PD-
L1 y otros agentes inmunes, por una baja expresion transcriptomica de la proteina
(67), situacion que podria haberse presentado en nuestros casos. Pero este
hallazgo, aun no ha sido ampliado en la literatura disponible, por lo tanto
desconocemos la razén molecular para la baja transcripcion de la proteina al estar



amplificado el gen que la codifica. Adicionalmente, segun lo publicado por Zhongwu
Liy colaboradores (62) y Byeong-Joo Noh y colaboradores (13), la expresion de PD-
L1 se asocio significativamente con la infilracion masiva de linfocitos en el
microambiente tumoral. Por lo tanto y debido a que en este estudio, los casos
positivos para EBER-ISH presentaron un imunoscore bajo, esta situacion pudo
influir en los resultados de la expresion de PD-L1, pero este hallazgo solo se podria
confirmar mediante el analisis de ARNm de PD-L1 (66).

Otra explicacién para la baja expresion de PD-L1 y la ausencia de sobreexpresion
en los casos EBER-ISH positivos, podria deberse a las limitaciones que tiene la
inmunohistoquimica como la variabilidad en el rendimiento en los clones que existen
en el mercado y los problemas técnicos en la prueba (110). En referencia a esta
problematica, existen varios resultados discrepantes en grandes ensayos que
utilizan la expresiéon por inmunohistoquimica para evaluar PD-L1, lo cual ha puesto
en duda la utilidad y fiabilidad de este método, al encontrar discordancia entre varios
anticuerpos PD-L1 disponibles en el mercado. Por lo tanto, el anticuerpo y algoritmo
aprobados por la FDA para determinar la expresion de PD-L1 para su uso clinico
como diagnoéstico, es Agilent 22C2 PharmDx de Dako Autostainer (67,111).

Al utilizar en nuestro estudio el clon ZR3 de Zeta Corporation para determinar la
expresion de PD-L1, es posible que la pobre expresion esté asociada al clon de
inmunohistoquimica, como fue reportado en 2020 por Yun Liang y colaboradores en
su estudio “Variation of PD-L1 expresion un locally advanced cervical cancer
following neoadyuvant chemotherapy”, quienes utilizaron el mismo clon vy
encontraron discrepancias en la intensidad de tincion y la proporcion positiva de
células (112).

Como se menciono previamente, la heterogeneidad tumoral también puede reflejar
la variabilidad en la expresion de PD-L1, dado que no existe una distribucion
uniforme en las diversas subpoblaciones tumorales dentro del mismo cancer (111).
Asi, publicaciones han demostrado que la heterogeneidad espacial dentro de los
distintos tipos de cancer, se asocia con la expresion versatil de los marcadores de
inmunohistoquimica (113,114).

El dltimo marcador evaluado fue la proteina PD-1 que corresponde al receptor
presente en la superficie de las células inmunes activadas para el lingando PD-L1
(54). Los resultados de obtenidos en la determinacion del porcentaje e intensidad
de expresion para esta molécula, evidenciaron que el 100% de los casos
presentaron baja expresion de la proteina (<20%) y una intensidad de expresion



igualmente baja (1+). Este hallazgo puede ser explicado, de igual forma por lo
referido por Raghav Sundar et al., quienes manifestaron que los tumores con baja
expresion de PD-L1 tienden a tener una expresion igualmente reducida de la
molécula PD-1 y los demas genes inmunes (67). Situacidén similar a la encontrada
en este estudio, en el cual la mayoria de los casos no presentaron sobreexpresion
de PD-L1. Aunque a este momento no hay informacion adicional que explique y
aclare esta asociacion, en nuestro estudio se encontrd baja expresion tanto de PD-
L1 como de PD-1.

Es importante mencionar, que hasta el momento no existe un consenso, para el
estudio y la determinacién de PD-1, ni la cuantificacion del inmunoscore en CG. Por
lo tanto, los trabajos que se han realizado y publicado son de caracter investigativo,
pero no clinico, ni de diagnostico. Teniendo esto en cuenta, ni los protocolos del
Colegio Americano de Patélogos (CAP), ni las pautas de la National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) indican la realizacion de estudios que determinen la
expresion de PD-1, ni la cuantificacion del inmunoscore en ningun tipo de cancer
humano, dado que no se requiere para el diagnéstico, estadificacion, ni el
tratamiento de los pacientes (38).

Por el contrario, para la determinacion de PD-L1 mediante inmunohistoquimica, hay
un clon aprobado por la FDA y en las guias 2020 de la NCCN de CG, estan las
indicaciones para realizar esta prueba y el algoritmo para su reporte, dado que la
determinacion de PD-L1 en el tejido tumoral no se efecta de forma rutinaria en
todos los pacientes con diagnostico de CG. El estudio solo se realiza en pacientes
gue son candidatos a terapia con inhibidores de PD-1, los cuales tienen enfermedad
local avanzada, recurrente o metastasica, debido a que la opcién de terapia con
Pembrolizumab que es un agente especifico para el punto de control inmune PD-
L1/PD-1, solo se ofrece como terapia adicional en tercera linea de manejo, para los
pacientes con pobre respuesta al manejo oncolégico estandar (18,19,28,38).



CONCLUSIONES

Las caracteristicas del infiltrado linfoide intratumoral, el resultado del calculo del
inmunoscore y la expresion de las moléculas PD-1 y PD-L1, rechazan la hipotesis
del trabajo al evidenciar que los casos EBER-ISH positivos no se asociaron con un
alto infiltrado inflamatorio, ni con la sobreexpresién de PD-1y PD-L1, como son las
caracteristicas del subtipo molecular de CG EBV+. Los 2 casos con CPS > 1, tenian
inmunoscore alto, pero eran negativos para EBER-ISH. Teniendo en cuenta lo
referido en la literatura, sobre los subtipos moleculares de CG que se asocian a
abundante infiltrado linfoide y sobreexpresion de PD-L1, es importante considerar
en el futuro estudiar el estado de MSI en el CG.



FORTALEZAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las fortalezas del estudio, estan dadas por la innovacién y uso de técnicas
moleculares para la caracterizacion de pacientes con diagnéstico de
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal en estadio avanzado. Las muestras
fueron recolectadas y manejadas desde el inicio, siguiendo los protocolos
establecidos, sin presentarse pérdida del material muestreado. Un aspecto
importante, es que la determinacion del EBER-ISH se realiz6 mediante el protocolo
automatizado de VENTANA (Roche) y adicionalmente la interpretacién de los
resultados fue realizada por dos pat6logos expertos.

La limitacion principal, fue la realizacion manual de la técnica de
inmunohistoquimica para los marcadores CD3+, CD8+, PD-1y PD-L1, debido a que
al no realizarse en plataforma automatizada, los factores preanaliticos durante la
inmunoreactividad de la prueba, no se puedieron controlar totalmente.
Adicionalmente, el anticuerpo utilizado en el estudio para determinar PD-L1, no
corresponde al validado y aceptado por la FDA, y se ha reportado que los
anticuerpos disponibles en el mercado, presentan diferentes rendimientos, lo cual
influye en el resultado de la inmunohistoquimica. Por otro lado, la interpretacion del
inmunoscore se realiz6 de forma visual y no sistematizada con software para
analisis de imagenes, como fue establecido en el consenso sobre inmunoscore.

Finalmente, el pequefio tamafio de la muestra, fue una valor que no se podia
modificar y que dificultd la determinacién de asociaciones entre las variables, por lo
tanto, los resultados no se pueden extrapolar a la totalidad de la poblacion caucana;
ademas muchos de los datos clinicos necesarios para la caracterizacion de los
pacientes, no se encontraron en los registros porque no fueron consignados en las
evaluaciones o controles médicos.
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ILUSTRACIONES

llustracion 2. Rotulacion de los bloques de parafina

EJEMPLO

FORMATO

Rétulo Paciente: 001
No. Caso + Letra Submuestras: A, B, C, etc.

llustracién 3. LAmina para Coloracién Hematoxilina & Eosina

FORMATO EJEMPLO

Muestra Muestra

Rotulo

001 A

Rétulo Paciente: 001
Mo. Caso + Letra de |la submuestra Submuestra: A



ANEXOS

Anexo 1. Operacionalizaciéon de variables

Nombre

Edad

Sexo

Tabaquismo
Humo de Lefa
Gastritis atrofica
Ulcera Péptica
Helicobacter

Pylori

Localizaciéon

Definicion Operativa

Edad en afios cumplidos al
momento de la toma de la biopsia
diagnostica

Condicion biolégica que lo define
como hombre o mujer.

Habito tabaquico, 5 cigarrillos o
mas por un periodo mayor a 5 afos.

Numero de horas de exposicion al
humo de lefia al afo.

Antecedente endoscopico-biopsia
de gastritis atréfica, previo al
diagnaostico de cancer gastrico
Antecedente endoscépico-biopsia
de Ulcera péptica, previo al
diagndéstico de cancer gastrico
Antecedente endoscoépico-biopsia
de infeccion por H.pylori, previo al
diagnaostico de cancer gastrico
Localizacion del tumor en el
estbmago

Cualitativa /
Cuantitativa
Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Escala

Razoén

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Codificacion

N. A

1. Hombre
2. Mujer
0. No

1.Si

2. Sin dato
0. No

1.Si

2. Sin dato
0. No

1.Si

2. Sin dato
0. No

1.Si

2. Sin dato
0. No

1.Si

2. Sin dato
1 Cardias
Fondo

2. Fondo
Cuerpo

Analisis

Media y DE

Frecuencias
porcentajes
Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes



Tamafo del
tumor
Clasificacion de
Borrmann

Grado histoldgico

Extensiéon tumoral

NUumero positivo
de ganglios
linfaticos

TNM patolégico
8va edicion

Diametro mayor del tumor en el
estudio macroscépico

Clasificacion para el cancer
gastrico avanzado que excede los
3-4cm de tamafio e invade la
muscular como minimo.

Grado de diferenciacion histolégica
del cancer gastrico

Tejido comprometido por el tumor.

Numero de ganglios linfaticos con
presencia de metastasis

Sistema de clasificacion, que
describe el tamafio del tumor y su
diseminacién, el compromiso de
ganglios linfaticos y las metéstasis

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativo

Cualitativo

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

3. Cuerpo — Antro
4. Antro — Piloro
5. Fondo - Cuerpo
— Antro — Piloro

1. <4cm

2. 24cm

1. Tipo |

2. Tipo Il
3. Tipo Il
4. Tipo IV

5. Sin dato

1. Grado 1

2. Grado 2

3. Grado 3

4. Sin dato

1 Invade la
muscular propia.
2. Invade Ila
serosa

3. Invade
estructuras
adyacentes

. 1-2 Ganglios

. 3-6 Ganglios

. 7-15 Ganglios

. >16 Ganglios

. Negativos

. Estadio lIA

. Estadio 11B

. Estadio IlIA

. Estadio 111B

A WNRFRPORAWOWNPE

Frecuencias
porcentajes
Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes



Hallazgos

histopatolégicos

asociados

EBER-ISH

CD3+/IHQ

CD8+/IHQ

PD-1 en células

linfoides

Inmunoscore

Score
Combinado

Positivo

a distancia, determinado por los

hallazgos histolégicos de las
muestras de tejido.
Presencia de hallazgos

histopatolégicos adicionales al
momento de la revision de las
laminas de hematoxilina & eosina.
- Atrofia gastrica

- Metaplasia intestinal

- H.pylori

Inmunoreactividad en el ndcleo de
las células tumorales
Inmunotincion en la membrana
celular y citoplasma de los
linfocitos, en el centro tumoral y en
el frente invasivo.

Inmunotincion en la membrana
citoplasmatica de los linfocitos, en
el centro tumoral y en el frente
invasivo.

Inmunotincion en la membrana
citoplasmatica de los linfocitos
infiltrantes del tumor.

Expresion de CD3+ y CD8+ en el
microambiente tumoral

Expresion de PD-L1, mediante
IHQ, en la membrana de las células
tumorales y células inflamatorias
(linfocitos y macroéfagos)

Cualitativo

Cualitativo

Cualitativo

Cualitativo

Cualitativo

Cualitativo

Cualitativo

Nominal

Nominal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

5. Estadio llIC

0. No
1.Si
2. Sin dato

0. Negativo
1. Positivo
0.Bajo <20%
1.Alto 220%

0.Bajo <20%
1.Alto 220%

0.Bajo 0 -1+
1.Alto 2+

0. Bajo <25%
2. Alto 225%
0.<1
1.>1

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes
Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes

Frecuencias
porcentajes
Frecuencias
porcentajes



Anexo 2. Protocolo de Recoleccion de la informacion

PROTOCOLO PARA RECOLECCION DE LA INFORMACION

1. Usando la base de datos del Hospital Universitario San José de Popayan,
Cauca, seleccionar los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico de tipo intestinal a quienes se les realizé gastrectomia, en el periodo
comprendido entre los afios 2014 y 2016.

2. Revisar las historias clinicas, para caracterizar sociodemogréfica, clinica y
patolégicamente, a los pacientes seleccionados en el punto No.1

3. Diligenciar para cada paciente seleccionado en el punto No. 1, el instrumento
para la Recoleccién de la Informacion (Formato 1), y con los datos obtenidos
elaborar la base de datos (Ver Documento Anexo).

Definir los pacientes que cumplen con los criterios de inclusion y de
exclusién para el trabajo de investigacion.

Asignar a los pacientes incluidos en la investigacion el nimero de caso
para la codificaciéon de la informacion.

4. Reportar los hallazgos de la caracterizacion histopatoldgica, definidos sobre
las laminas de Hematoxilina y Eosina, por el especialista en Anatomia
Patolégica de la Universidad del Cauca, en el Formato: Reporte
Caracteristicas Histopatoldgicas (Formato 3).

Incluir las caracteristicas histopatologicas en la base de datos de los
pacientes.

5. Reportar los hallazgos de EBER-ISH e inmunohistoquimica en el formato:
Reporte de Pruebas Complementarias (Formato 4)

Incluir los resultados en la base de datos de los pacientes.



Anexo 3. Protocolo de Recoleccién y analisis de las muestras

PROTOCOLO RECOLECCION Y MANEJO DE LAS MUESTRAS

1. Buscar los bloques de parafina de los pacientes incluidos en el trabajo de
investigacion (Pacientes que cumplen con los criterios de inclusion y exclusion).

2. Rotular los bloques de parafina de cada paciente con el nimero del caso (Ver
llustracién 2) y asignar una letra en orden alfabético a cada submuestra.

- Consignar el rétulo (No. del caso + letra) y el tipo de muestra, en Formato 2

3. Elaborar las ldminas para coloracién con Hematoxilina y Eosina: (llustracion 3)

- Realizar 1 ldmina por submuestra de cada caso. Con el micrétomo realizar
cortes de 5um a cada uno de los bloques de parafina y montar el tejido en las
laminas portaobjetos.

- Rotular las laminas portaobjetos con el numero de caso + Letra
correspondiente.

4. Realizar Protocolo de Coloracién con Hematoxilina y Eosina (Ver Anexo 4), a
las laminas elaboradas en Punto No.3.

5. Enviar a los laboratorios de Patologia externos el bloque de tejido mas
representativo del proceso tumoral de cada paciente para la realizacion de
EBER-ISH y los marcadores de Inmunohistoquimica.



Anexo 4. Protocolo Hematoxilina y Eosina

PROTOCOLO PARA COLORACION HEMATOXILINA Y EOSINA

1. Desparafinar las muestras:
Colocar las laminas portaobjetos en el horno a 60°C durante 10 min vy
posteriormente sumergir en Xilol; se deben realizar tres bafios de 10 min c/uno.
Nota: Durante todo el proceso los diferentes reactivos / soluciones deben cubrir por
completo las ldminas portaobjetos.

2. Hidratar:
Sumergir las laminas portaobjetos en la bateria de alcoholes a concentraciones
decrecientes (de 100% al 50%) y agua, tres minutos en cada recipiente.

3. Hematoxilina:
Sumergir las laminas portaobjetos en el recipiente de Hematoxilina durante tres a
cinco minutos, después pasar a un recipiente con agua y agitar varias veces, se
debe cambiar el agua hasta que ésta sea transparente, momento en el cual se
retiraran las laminas portaobjetos del recipiente.

4. Diferenciacion en alcohol acido:
Sumergir las laminas portaobjetos en el recipiente con alcohol acido de forma rapida
1 -2 seqg y retirarlas. Después pasar a un recipiente con agua y agitar varias veces
durante 2 min.

5. Intensificacién en carbonato de litio:
Sumergir las laminas portaobjetos en el recipiente en carbonato de litio durante 10
seg y retirarlas. Después pasar a un recipiente con agua Yy agitar varias veces
durante 2 min.

6. Eosina:
Sumergir las laminas portaobjetos en el recipiente de Eosina durante tres minutos,
después pasar a un recipiente con agua y enjuagar durante 2 min.

7. Deshidratacion:
Sumergir las ldminas portaobjetos en la bateria de alcoholes a concentraciones
crecientes, de alcohol al 50% a 96%, dejar en cada recipiente durante 30 segundos,
luego sumergir las ldminas portaobjetos en el recipiente con alcohol al 100% y dejar
durante 10 min.

8. Xilol:
Sumergir las laminas portaobjetos en 3 recipientes con Xilol durante 5 min cada uno.

9. Montaje:
Colocar sobre la muestra una gota de liquido para montaje y una laminilla
superpuesta. Dejar secar.



FORMATOS

Formato 1. Instrumento para Recoleccién de Informacién

INSTRUMENTO PARA RECOLECCION DE LA INFORMACION

Nombre:

Identificacion:

Edad al momento del diagndstico:

Género 1.Masculino 2. Femenino

Estado del paciente | 0.Fallecido 1. Vivo

al momento de la

encuesta

Consumo de alcohol | 0.No 1.Si Consumo por semana:
Consumo de tabaco | 0.No 1.Si Consumo por semana:
Exposicion a humo | 0.No 1.Si Cuantos afos:

de lefia

Antecedente de | 0.No 1.Si Edad al diagnostico:
Hipertensién arterial

Antecedente de | 0.No 1.Si Edad al diagnostico:
diabetes mellitus

Antecedente 0.No 1.Si Fecha o Edad:
endoscopia-biopsia

gastritis atréfica

Antecedente 0.No 1.Si Fecha o edad:
endoscopia-biopsia

ulcera péptica

Antecedente 0.No 1.Si Recibi6 tratamiento:
endoscopia-biopsia

H.pylori




TNM clinico | 1.11IA | 2.11B | 3.1A | 4.111B | 5.111C |
Clasificacion | 1.Tipo | 2. Tipo Il 3.Tipo Il 4.Tipo IV
de Borrmann
Tipo de | 1.Total 2. Subtotal | 3. Subtotal | 4. Desconocido
Gastrectomia Distal Proximal
Localizacién | 1.Cardias 2.Fondo 3.Fondo P anterior
4.Fondo P | 5.Cuerpo 6.Cuerpo P anterior
posterior
7.Cuerpo P |[8. Cuerpo C|9.Cuerpo C mayor
posterior menor
10.Antro 11. Piloro
12.Sitios superpuestos 13.No especificado
Tamano del|1.<4cm 2.>4cm
tumor al
examen
macroscopico
de la pieza
quirdrgica
Grado 0.Grado 0 1.Grado 1 2.Grado 2 3.Grado 3
histolégico
Extension 1 2. 3 4. 5 6. 7
tumoral
Invasion 0.No identificado 1.Presente
linfovascular
Invasion 0.No identificado 1.Presente
perineural
Compromiso | 0.No identificado 1.Presente
de ganglios
linfaticos




NUmero
positivo  de
ganglios
linfaticos

1.1-2 2.3-6

3.7-15 4.>16

TNM
patologico

1. 11A 2.11B

3. 1A

4.111B 5.11C

Hallazgos
histopatologic
0s asociados

0.No identificados

1.Metaplasia intestinal

2.Displasia de bajo grado

3.Displasia de alto grado

4. H.pylori

5.Gastritis crénica atréfica
autoinmune

6.Pdlipos

Extensiéon tumoral

1.Invade lamina propia

2.Invade la muscular de la mucosa
3.Invade la submucosa

4.Invade la muscular propia
5.Penetra el tejido conectivo subseroso sin invasion del peritoneo visceral
6.Invade la serosa

7.Invade las estructuras adyacentes




Formato 2. Rotulacidon de las muestras

No. Caso:

Numero de bloques (del caso):

Muestra

Muestra

Muestra

Muestra
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Formato 3. Caracteristicas Histopatolégicas

REPORTE CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

No. del Caso:

Edad: anos

DATOS DE LA ENCUESTA

l. PROCEDIMIENTO

_____Gastrectomia Total
_____Gastrectomia Subtotal Distal
______Gastrectomia Subtotal Proximal
_____Gastrectomia, desconocida
____LinfadenectomiaD____

Il. CLASIFICACION TNM CLINICA:

. DATOS MACROSCOPICOS DEL TUMOR

Localizaciéon del Tumor:

_____ Cardias
_____Fondo
_____Pared anterior
____ Pared posterior
_____ Cuerpo
____Pared anterior
_____Pared posterior
_____ Curvatura menor
_____ Curvatura mayor
____Antro
_____Piloro
_____ Sitios superpuestos
_____No especificado



Tamafo del tumor:
Dimension mayor: cm

V. BLOQUES DE TEJIDO EN PARAFINA

Numero de bloques (del caso):
Submuestras:

Muestra Muestra Muestra Muestra
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V. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL TUMOR

Confirmacion del Diagndéstico Histopatoldgico (Clasificacién de Lauren):

_____Tipo Intestinal

_____Tipo Difuso (incluye carcinoma en anillo de sello, clasificado como > 50% de
células de anillo de sello)

_____Mixto (cantidades aproximadamente iguales de tipo intestinal y difuso)

Grado histoldgico:

0. Grado X No se puede determinar

1.  Grado 1 Bien diferenciado (mas del 95% del tumor compuesto de glandulas)
2. Grado 2 Moderadamente diferenciado (50% al 95% del tumor compuesto de
glandulas)

3. Grado 3 Pobremente diferenciado, indiferenciado (49% o menos del tumor

compuesto de glandulas)

Los carcinomas de células de anillo de sello son de alto grado y se clasifican como
grado 3.

Extensién tumoral:

1.  Tumor invade la lamina propia

2. Tumor invade la muscular de la mucosa
3. Tumor invade la submucosa

4. Tumor invade la muscular propia



5. Tumor penetra en el tejido conectivo subseroso sin invasion del peritoneo
visceral o estructuras adyacentes

6. Tumor invade la serosa (Peritoneo visceral)

7. _Tumor invade las  estructuras  adyacentes/6rganos(especificar):

Nota: @ Las estructuras adyacentes del estbmago incluyen el bazo, colon transverso,
higado, diafragma, pancreas, pared abdominal, glandula suprarrenal, rifidn,
intestino delgado y retroperitoneo. La extension intramural al duodeno o eséfago no
se considera invasion de estructura adyacente, pero se clasifica usando la
profundidad de la mayor invasién en cualquiera de estos sitios.

Invasion linfovascular:

0. No identificado
1. Presente

Invasién perineural
0. No identificado
1. Presente
Nédulos linfaticos regionales
No se presentaron ni se encontraron ganglios linfaticos

Numero de ganglios linfaticos afectados:
no pueden ser determinado (explicar):

Numero de ganglios linfaticos examinados:
no pueden ser determinados (explicar):

1. 1 a 2 ganglios.
2. 3 a6 ganglios
3. 7 a 15 ganglios

4. >16 ganglios




VI.  CLASIFICACION DE LA ETAPA PATOLOGICA (PTNM, AJCC
82EDICION).

Nota: La presentacion de informes de las categorias pT, pN y cuando

corresponda pM, se basa en la informacion disponible para el patélogo en el

momento en que se emite el informe.

Tumor primario (pT)

______pTX: Tumor primario no puede ser evaluado

_____PpTO: No hay evidencia de tumor primario

_____pTis: Carcinoma insitu: tumor intraepitelial sin invasién de la lamina propia,
displasia de alto grado.

_____pT1: Tumor invade la lamina propia, muscular de la mucosa o submucosa
_____pTla: Tumor invade la lamina propia o muscular de la mucosa

_____ pTlb: Tumor invade la submucosa

_____pT2: Tumor invade la muscular propia?

_____pT3: Tumor penetra en el tejido conectivo subseroso sin invasion del peritoneo
visceral o estructuras adyacentesa?

_____pT4: Tumor invade la serosa (peritoneo visceral) o estructuras adyacentes 3
_____pT4a: Tumor invade la serosa (peritoneo visceral)

_____pT4b: Tumor invade las estructuras adyecentes/6rganos.

a Un tumor puede penetrar en la muscular propia con extension en los ligamentos
gastrocolico o gastrohepatico, o en el epiplédn mayor o menor, sin perforacion del
peritoneo visceral que recubre estas estructuras. En este caso, el tumor se clasifica
como T3. Si hay una perforacién del peritoneo visceral que cubre los ligamentos
gastricos o epiplon, el tumor debe clasificarse como T4.

8 | as estructuras adyacentes del estdmago incluyen el bazo, colon transverso,
higado, diafragma, pancreas, pared abdominal, glandula suprarrenal, rifidn,
intestino delgado y retroperitoneo.

aaa | a extension intramural al duodeno o esé6fago no se considera invasion de
estructura adyacente, pero se clasifica usando la profundidad de la mayor invasién
en cualquiera de estos sitios.

Nodulos linfaticos regionales (pN)2

_____PpNX: Los ganglios linfaticos regionales no pueden evaluarse
_____pNO: No hay metéstasis en ganglios linfaticos regionales

1.  pN1: Metastasis en uno o dos ganglios linfaticos regionales
2. pN2: Metastasis en tres o seis ganglios linfaticos regionales
3. pN3: Metéstasis en siete 0 mas ganglios linfaticos regionales
4. pN3a: Metastasis en siete 0 15 ganglios linfaticos regionales
5. pN3b: Metéastasis en 16 o mas ganglios linfaticos regionales



Nota: 2 Los depdsitos tumorales metastasicos en la grasa subserosa adyacente al
carcinoma gastrico, sin evidencia de ganglio linfatico residual, se consideran
metéstasis a ganglio linfatico regional, para fines de estadificacion.

Metéstasis a distancia (pM)
Solo se requiere si se confirma patolégicamente en el caso de estudio.

pM1: Metastasis a distancia
Especifique sitio(s):

ETAPA PATOLOGICA: pT__pN__ pM

ESTADIO: 1. 1A 2.11B 3.1A 4. 111B S.1C

VIl. RESULTADOS PATOLOGICOS ADICIONALES:

._____No identificados

._____Metaplasia intestinal

___Displasia de bajo grado

.____ Displasia de alto grado

._____Helicobacter Pylori

. Gastritis crénica atréfica autoinmune

._____Podlipo(s) tipo(s):

oA WNE O

VIIl.  MUESTRAS SELECCIONADOS PARA MICROARREGLOS:

Especificar el Numero del caso + Letra de la submuestra seleccionada, para los
nacleos del Centro Tumoral (CT) y Frente Invasivo (FI).

CT:

Fl:

RECUERDE: Demarcar con marcador de tinta permanente las areas mas
representativas de la lesion neoplasica en las laminas de Hematoxilina y Eosina con
mejor representacion tumoral:

5 nudcleos de tejido: 2 nacleos del Centro tumoral y 3 nacleos del Frente

invasivo.




Agrupaciones de Etapas para TNM patolégico (pTNM)

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO
Estadio 1B T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio IIA T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IIB T1 N3a MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
Tda NO MO
Estadio IlIA T2 N3a MO
T3 N2 Mo
Tda N1-2 MO
T4b NO MO
Estadio IIIB T1-2 N3b MO
T3 N3a MO
Tda N3a Mo
T4b N1-2 MO
Estadio IlIC T3 N3b MO
Tda N3b MO
T4b N3a o N3b MO
Estadio IV Cualquier T | Cualquier N | M1




Formato 4. Reporte de Pruebas complementarias

REPORTE DE PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

No. de caso:

. EBV

Positivo:

Negativo:

II. CD3+ (Evaluar 4 campos representativos)

Centro Tumoral (CT) Frente Invasivo (FI)

Promedio:

Promedio:

[ll. CD8+ (Evaluar 4 campos representativos)

Centro Tumoral (CT) Frente Invasivo (FI)

Promedio:

Promedio:

IV. PD-1 (Evaluar 4 campos representativos)

Centro Tumoral

Frente Invasivo

Promedio:

Intensidad:

Promedio:

Intensidad:




V. INMUNOSCORE
Bajo (<25%) Alto: (225%):

%CD3 CT + %CD3 FI 4 %CD8 CT + %CD8 FI
2 2

Inmunoscore =

SCORE CPS

<1 > 1

CPS

CPS:




