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1.INTRODUCCION

1.1 .LAPAROSCOPIA

1.1.1.Introduccién

La cirugia laparoscépica (CL) se introdujo por primera vez a finales de la
década de los 80, con la finalidad de la evolucion de la cirugia hacia métodos
cada vez menos agresivos. Esta técnica aporta claras ventajas para el paciente
como son el menor dolor postoperatorio y una mayor rapidez en la

recuperacion.

El factor mas importante que ha facilitado el inicio de este tipo de cirugia
ha sido la evolucion de la tecnologia necesaria para permitir este avance, asi
como la vision de futuro de los cirujanos pioneros que capitalizaron estos
progresos tecnoldgicos. Esta técnica ha modificado, en tan sélo dos décadas,
la practica quirurgica hasta el punto de superar las expectativas que tenian los
cirujanos del pasado. No hay ninguna especialidad quirdrgica que no haya
notado su influencia y todavia en la actualidad, debido a una evolucion
constante de la misma, quedan algunas controversias importantes que no

estan resueltas.

1.1.2.Bases de la cirugia laparoscopica

Desde hace anos, la CL aporta resultados que confirman su importancia en el
tratamiento de diversas patologias abdominales. La estrategia y las técnicas de
diseccion no pueden compararse con las de la laparotomia, la percepcion
visual y la percepcidn tactil son totalmente diferentes; la diseccion y las suturas
se realizan con instrumental especifico introducido por orificios de trocares fijos.
A pesar de la rapida evolucion de la CL, esta técnica se basa en maniobras y
principios operatorios simples y elementales (posicion del paciente y de los

cirujanos, disposicion de los trécares, instrumentacion, conocimiento de la



anatomia y realizacion de suturas intra y extracorporales).

Los beneficios que ha aportado la CL desde su introduccién son los
derivados de una herida abdominal de menor medida; menor dolor
postoperatorio, mejor preservacion de la funcidon respiratoria, mejor
recuperacion postoperatoria con sedestacion y deambulacion precoz y como
consecuencia una incorporacion laboral mas temprana. A largo plazo menos
incidencia de hernias incisionales. La laparoscopia es un abordaje
minimamente invasivo, por lo que ademas de las ventajas nombradas, implica

menor manipulacion tisular y esto reduce la agresion asociada a la cirugia.

Desde su introduccién la CL ha evolucionado en diferentes ambitos. En
primer lugar el tipo de abordaje: laparoscopico total con capnoperitoneo con
presidon positiva, abordaje sin gas, asistida con la mano o cirugia asistida por
laparoscopia, SILS, cirugia a través de orificios naturales o NOTES, cirugia
intraluminal y cirugia robdtica. En segundo lugar la tecnologia instrumental:
sistemas de diseccion ultrasénicos de alta potencia, dispositivos de
endograpado y seccion lineal, sistema robdtico da Vinci o sistema de visién en
3D. Aun asi todavia hay cuestiones a resolver, como son garantizar la calidad
del tratamiento quirdrgico laparoscopico, la formacion de la proxima generacion

de cirujanos y la adecuada inversion de recursos.

1.1.3.Primeras aplicaciones

La exploraciéon de la cavidad abdominal usando un equipo de endoscopia lo
reporta por primera vez Keling en 1901 quien examiné los &rganos
abdominales en perros insuflando aire en la cavidad abdominal, utilizando un
cistoscopio; a este método se le llamé celoscopia'.Unos afios mas tarde
(1910), fue Jacobeus en Estocolmo el que lo utilizé en el hombre, inicialmente
en la cavidad toracica introduciendo el término toracoscopia y posteriormente
en el abdomen, llamandolo laparoscopia®. Fue el mismo Jacobeus quien
desarroll6 uno de los pasos claves de la laparoscopia, la distension de la

cavidad abdominal para hacer posible su observacion; él introducia un trocar y



una canula, y hacia pasar aire ambiental a través de esta ultima, para luego

insertar un cistoscopio.

Este tipo de abordaje inicialmente fue utilizado como técnica diagnéstica®.
Dos décadas mas tarde se empezd a utilizar esta via de acceso con una
finalidad terapéutica, siendo la ginecologia el primer campo donde se aplicé. A
finales de los 80 otras especialidades quirurgicas empiezan a emplear esta

técnica.

En cirugia general, la colecistectomia laparoscépica es la intervencion de
referencia y ha llegado a sustituir a la colecistectomia abierta. Aun asi, todavia
hay controversia en algunos aspectos: tratamiento intraoperatorio de calculos
en la via biliar o el aumento de la morbimortalidad (3-4%) en casos de

colecistitis aguda®.

En algunas intervenciones como la adrenalectomia y la esplenectomia, el
beneficio que aporta la laparoscopia en términos de morbilidad y aceleracion
de la recuperacion es indiscutible y plenamente aceptado; siendo unicamente
justificado un abordaje abierto en casos concretos de grandes esplenomegalias

o tumoraciones adrenales de tamafo considerable.

La cirugia del reflujo gastro-esofagico y la miotomia esofagica en la
acalasia, se incluyen en la misma categoria de utilidad, obteniendo buenos
resultados en series largas. En lo referente a la cirugia bariatrica la CL ha
tenido un papel muy importante, dado que en los ultimos afios ha aumentado la

pandemia mundial de sobrepeso y obesidad maérbida.

Hoy en dia la mayoria de procedimientos empleados en cirugia bariatrica
se realizan mediante esta via. Ha permitido ademas la introduccién de nuevas
intervenciones quirurgicas como la colocacién de bandas, que tienen la
indudable ventaja de la posibilidad de reversion, sin modificar las
caracteristicas anatomicas y fisiologicas del tracto gastrointestinal superior. El
bypass gastrico, considerado por muchos como el “gold-standard” de la cirugia

bariatrica® ° se realizé por primera vez por via laparoscépica en el afio 19947 y



tiene la ventaja de una movilizacion mas precoz, con menor dolor en el
postoperatorio inmediato, menor estancia hospitalaria y menor tasa de hernias
incisionales que en la via abierta. No obstante, es una técnica dificil que
requiere de un numero considerable de intervenciones para conseguir un nivel
de destreza adecuado® °. Las ventajas de esta técnica se han confirmado en
diversos estudios randomizados publicados en los ultimos afios™ ', aunque
actualmente esta cobrando importancia el Sleeve gastrico, técnica realizada
también por via laparoscépica cuyos resultados son comparables e incluso
superan a los del bypass gastrico'?. El primer Sleeve gastrico laparoscopico se
realizd6 en el Hospital Mount Sinai de Nueva York en el afio 1999, con los
beneficios clinicos y fisiolégicos que conlleva el realizar el procedimiento por
via laparoscopica descritos previamente. El Sleeve gastrico es hoy por hoy el
mas nuevo y prometedor de los procedimientos para el manejo y control de la
obesidad. Es un procedimiento seguro y efectivo para tratar la obesidad asi
como las enfermedades relacionadas con ella, tales como la diabetes mellitus y
la hipertension®™ ' '°. Aunque tiene relativamente poco tiempo, los estudios a
corto y medio plazo que se han realizado han mostrado resultados excelentes,
obteniendo una pérdida de peso mayor que con la banda gastrica y sélo
ligeramente menor que con el bypass gastrico, pero con mucho menor indice

de complicaciones y consecuencias a medio y largo plazo que éste ultimo.

Durante muchos afos los cirujanos coloproctélogos han sido reticentes a
la introduccion de la CL en su campo, pero la aparicion de ensayos clinicos con
asignacion aleatoria ha hecho que se reconozcan los efectos beneficiosos que
tiene la CL en la evolucion de los pacientes’®, no sélo en términos de dolor
postoperatorio, menor estancia hospitalaria e inicio precoz de la actividad
habitual sino también en el caso del colon, un inicio de la funcién intestinal y
de la tolerancia a la dieta mas precoz'’. En patologia benigna la colectomia
laparoscopica, en casos de enfermedad diverticular, ya demuestra tasas
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menores de morbilidad o como minimo similares y se pueden aplicar los

mismos principios quirdrgicos que en la cirugia abierta (CA)?'.



En cuanto a la apendicectomia, realizada por via laparoscoépica por
primera vez hace 31 afios®, sigue siendo hoy en dia objeto de debate® #*. Las
indicaciones principalmente son en caso de obesidad importante, en los que la
CL garantiza un menor dolor postoperatorio y recuperacion mas precoz y en los
casos en los que sea necesario realizar un diagnostico diferencial con

patologia ginecolodgica.

Durante los ultimos afios se ha tendido a tratar las complicaciones de las
pancreatitis graves mediante  abordajes endoscoépicos, radiologia
intervencionista y laparoscopico. La formacién de pseudoquistes es frecuente y
en algunas ocasiones la via laparoscopica ha sido util para el drenaje de los
mismos al estbmago o yeyuno con una morbilidad postoperatoria baja y con
unos resultados eficaces®. También se ha empleado esta via para la
realizacion de necrosectomias, observando la tendencia a un aumentando de

la supervivencia en estos pacientes graves.

Dentro de la cirugia benigna del pancreas también se ha encontrado la
utilidad en la deteccién de insulinomas que la ecografia intraoperatoria permite
localizar®®. Del mismo modo, el tratamiento de estas tumoraciones benignas
(tumores neuroendocrinos, neoplasias quisticas) mediante la enucleacion o la
pancreatectomia distal con preservacion esplénica es una técnica segura, aun
presentando en ocasiones fistulas pancreaticas que suelen ser de bajo débito y

se suelen resolver espontaneamente?’.

Las resecciones hepaticas laparoscépicas también se han realizado con
resultados en general favorables, especialmente en relacion con resecciones
de segmentos multiples y lobectomia izquierda. En patologia benigna se han
realizado desde fenestraciones o cistopericistectomias en casos de quistes
hepaticos, hasta resecciones segmentarias o hepatectomias en casos de
adenomas, hiperplasia nodular focal, quistes hidatidicos o hemangiomas?. Los
efectos beneficiosos observados son principalmente la reduccién de las
pérdidas sanguineas?®, la disminucion de las dificultades en el postoperatorio

en los pacientes con hepatopatia® y la reduccién de la estancia hospitalaria®
32 33



1.1.4.Aplicaciones en patologia maligna

Las primeras publicaciones sobre colectomias asistidas por laparoscopia en
cancer colorrectal sugieren que el menor trauma que ofrece la CL disminuye
las complicaciones postoperatorias e implica una recuperacion precoz del
paciente®. No obstante, el desarrollo de metastasis en los puertos de entrada
ha sido motivo de controversia en la utilizacién de esta via de abordaje® %,
pero existen publicaciones que demuestran que el riesgo es bajo (0% a 1,1-

3%)%".

Mientras que en la cirugia de otros o6rganos solidos el abordaje
laparoscopico se ha consolidado de forma clara, no ha sucedido o mismo en el
higado, posiblemente porque es técnicamente dificil y existe un potencial de
riesgo de hemorragia masiva o embolia gaseosa®. A pesar de ello, se inici6

13° con una evolucién lenta. La reseccion laparoscopica

esta via en el afio 199
de metastasis hepaticas en el carcinoma colorrectal ha sido motivo de
controversia por la dificultad para obtener unos margenes correctos, por la
posibilidad de diseminacién tumoral con el neumoperitoneo y por el riesgo de
embolia gaseosa a través de la superficie cruenta del higado o a través de una
vena suprahepatica®. En todo caso la cirugia de las metastasis hepaticas del
carcinoma colorrectal es el unico tratamiento con finalidad curativa y para
plantear la via laparoscopica se ha de asegurar la reseccion completa con
margenes adecuados (dificultado por la falta de tacto y la necesidad de realizar
una ecografia intraoperatoria en los segmentos posteriores). En cuanto a la
reseccion laparoscépica de metastasis de carcinoma no colorrectal no esta
completamente aceptada la indicacién porque la enfermedad extrahepatica
suele estar presente. En el caso del hepatocarcinoma, la CL tiene sus
indicaciones en casos de tumores pequefios y periféricos, disminuyendo la
produccion de ascitis postoperatoria que provoca la seccion de la circulacion

colateral en el caso de la CA.

Desde el afio 1994 con el inicio de la CL del pancreas*® se empiezan a
hacer las primeras resecciones de tumores (neuroendocrinos, neoplasias

quisticas, carcinomas ductales y acinares, tumores solidos papilares). La
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mayoria son pancreatectomias distales con o sin preservacion esplénica. La
duodenopancreatectomia por laparoscopia esta considerada una técnica de
efecto beneficioso incierto dado que es una cirugia complejas que requiere de
cirujanos expertos no sélo en CL sino en cirujanos del pancreas. Su utilidad de
momento, es cuestionable, dado que el objetivo de este abordaje no es evitar
cicatrices sino disminuir complicaciones, presentando en los estudios

publicados una tasa de complicacion del 30%*".

1.1.5.Cancer gastrico y laparoscopia

La aplicacién de las técnicas minimamente invasivas en la cirugia gastrica
data de la década de los 90, un inicio tardio y lento en comparacién con otros
campos. La primera gastrectomia laparoscépica con reconstrucciéon Billroth |l
se realizd en el afio 1992 por Goh et al en patologia benigna* y fue Kitano
quien el mismo afo realizaba la primera gastrectomia con reconstruccion tipo

Billroth | para la reseccién de una neoplasia gastrica®.

Una de las primeras utilidades de la CL en el cancer gastrico fue su
empleo para la estadificacién de esta neoplasia* *°. Posteriormente se fue
introduciendo esta via de acceso para su tratamiento, inicialmente para la
realizacion de resecciones limitadas en patologia benigna hasta llegar a

tratamiento quirdrgico completo hoy en dia.

También se empezaron a tratar tumores del estroma gastrointestinal
(GIST) que ofrecen la ventaja de no requerir linfadenectomia aunque si es
necesario la obtencion de margenes suficientes. Se comprob6 en este caso
que esta via ofrecia los mismos resultados que la cirugia abierta en cuanto a
tiempo quirdrgico, pérdidas sanguineas, tasa de complicaciones
postoperatorias y recurrencia a corto plazo, pero disminuia de manera
significativa la estancia hospitalaria®®. A finales de la década de los 90 y
principios de 2000 se empezaron a publicar las primeras experiencias en

gastrectomias laparoscopicas por cancer.
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La introduccién de una nueva técnica como es la laparoscoépica en la
cirugia del cancer gastrico ha hecho plantearse diferentes cuestiones. Para
iniciar cualquier procedimiento nuevo hace falta que aporte alguna ventaja
respecto a los ya existentes (mas seguro, mas facil, mejores resultados
estéticos, estancia hospitalaria menor, mas barato, menos anestesia
general....). Con la introduccion de la CL en la cirugia neoplasica gastrica el
objetivo inicial era obtener las mismas ventajas que se habian demostrado en
otros ambitos. Los motivos de controversia que se han planteado desde sus
inicios no son diferentes de los planteados en el cancer de colon, que es uno
de los campos donde la cirugia laparoscopica ha avanzado mas. La primera
cuestidén es conseguir una técnica quirurgica que sea lo mas similar posible a la
realizada por via abierta, tanto en términos oncoldgicos (margenes de
reseccion, linfadenectomia, diseminacion tumoral...) como en términos de
seguridad quirurgica (tiempos quirurgicos no excesivamente largos, pérdidas
sanguineas similares, seguridad en las anastomosis...) con tal de ofrecer una
técnica que no sea perjudicial para el paciente. En segundo lugar, el objetivo es
igualar o mejorar otros factores que inicialmente pueden ser secundarios como:
la estancia hospitalaria, el inicio del transito intestinal y de la ingesta, el tiempo
de reincorporacion a la vida laboral, el numero de hernias incisionales e

incluso los costes de la técnica.

Por todos estos motivos las primeras incursiones de la laparoscopia en
este ambito, a finales del siglo pasado y a principios del presente, se realizaron
en cancer gastrico precoz’’. Principalmente fueron resecciones subtotales con
reconstrucciones sencillas y asistidas manualmente. Estas primeras
gastrectomias se empiezan a hacer en paises orientales donde la deteccién de
cancer gastrico en estadios iniciales es frecuente y se ha incrementado en los
ultimos afos debido al rapido avance en técnicas diagnosticas y a la mejora en
técnicas de screening. Para el cancer gastrico precoz se han empleado

diferentes técnicas laparoscopicas sencillas*® *°

y progresivamente se ha ido
incrementando la complejidad realizando gastrectomias subtotales/totales con

linfadenectomia asociada.
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A partir del afio 2003 surgen los primeros estudios aleatorizados en
paises orientales que comparan las dos vias de acceso en cancer gastrico
precoz™ *' y concluyen que la laparoscopia ofrece una menor afectacion de la
funcién pulmonar, menor dolor postoperatorio y una recuperacion mas rapida
manteniendo los principios oncologicos que ofrece la cirugia abierta. En
Febrero de 2005 aparece el primer estudio europeo randomizado: pacientes
con neoplasias en todos los estadios tumorales a los que aleatoriamente se les
practica una gastrectomia subtotal con linfadenectomia D2 por via
laparoscopica o abierta. No se detectan diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la tasa de morbimortalidad, numero de ganglios

extirpados y supervivencia a los 5 anos.
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1.2 .EL CANCER GASTRICO

1.2.1.Introduccién

Las neoplasias del tracto gastrointestinal superior (esofago, cardias y
estbmago) constituyen , actualmente, un problema de salud importante. La
prevalencia de cancer gastrico en Espafia es de 15-24 casos 10.000
habitantes/afio, similar a la de Estados Unidos (21,26 casos por 10.000

habitantes/afio) y ligeramente superior a la media de la Unién Europea.

Existen diferencias en la incidencia del cancer de estbmago en cuanto a
la distribucién geografica, ya que podemos hablar de zonas de elevada
incidencia como Asia (principalmente Japén), Oeste de América del Sur y
Europa del Este Oriental (70-80 casos por 10.000 habitantes/afio). Afecta mas
frecuentemente a hombres (relacion 2:1) y se suelen diagnosticar a partir de

los 50-60 afos.

En las ultimas décadas se estd observando una disminucion en la
incidencia del cancer gastrico a expensas del cancer gastrico distal, ya que el
numero de casos del tercio proximal esta en aumento. Este descenso parece
relacionarse con la mejora en los habitos alimentarios y con la conservacion de
los alimentos en refrigeradores (alimentos salados que favorecen la aparicion
de cancer gastrico frente al consumo de frutas y verduras que lo previenen). La
infeccion por Helicobacter pylori se asocia a diferentes situaciones de
inflamacion crénica del estdmago, concretamente con la gastritis cronica
atréfica, una lesion inflamatoria precursora del adenocarcinoma gastrico, hecho
que ha llevado a establecer la hipdtesis de que este microorganismo por si
mismo es una causa de carcinoma gastrico® > **. Por otro lado la incidencia
familiar de cancer gastrico es relativamente frecuente como lo demuestra el
hecho de que se ha registrado una historia familiar en hasta el 19% de los
casos”. No obstante, no esta claro qué papel tienen las alteraciones genéticas

heredadas y cuales son los factores ambientales comunes.
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La mortalidad de esta patologia es elevada. La tasa de mortalidad por
cancer gastrico en Espafia muestra una tendencia descendente similar a la de
resto de paises de nuestro entorno. Es la cuarta causa de muerte por cancer
en hombres después de las localizaciones primarias de pulmon, colorrectal y
préstata; y en mujeres la tercera después del carcinoma de mama y el
colorrectal. El interés sobre esta patologia continua siendo elevado, ya que
muchos de los pacientes con cancer gastrico en paises desarrollados mueren

por recidiva o progresion de la enfermedad.

Desde el punto de vista epidemiolégico se consideran dos tipos de

Adenocarcinoma gastrico (Clasificacion de Lauren):

-Tipo intestinal: de predominio en las poblaciones de elevado riesgo. La

disminucién de la frecuencia del carcinoma gastrico comentada es a expensas
de este tipo (Fig. 1). Con él se asocian los factores ambientales conocidos, las
lesiones precursoras (gastritis superficial, gastritis cronica atrofica, metaplasia

intestinal, displasia....). Es mas frecuente en edades avanzadas y su prondstico

es relativamente mejor.

Figura 1:
Adenocarcinoma tipo
intestinal. Variedad
tubular pobremente
diferenciado.
http.//sisbib.unmsm.edu.p
e/bvrevistas/gastro/vol _1
5n3/tip_histologicos_can_

gast.htm
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-Tipo difuso: su frecuencia es similar en todos los paises. Predomina en
mujeres y en personas mas jovenes, con peor prondstico y, aunque no procede

de lesiones precursoras, parece tener cierta susceptibilidad genética o familiar,

con fuerte relacion con el grupo sanguineo A (Fig. 2).

Figura 2:

, Adenocarcinoma tipo
difuso. Células en anillo
de sello.
http://sisbib.unmsm.edu.p
e/bvrevistas/gastro/vol_1
5n3/tip_histologicos_can_

gast.htm

Solamente un 40% de los pacientes diagnosticados de cancer gastrico
debutaran con enfermedad resecable. A pesar de ello, el 60% de los pacientes
que han sido sometidos a una cirugia completa recidivaran, sobre todo a nivel
loco-regional (70%), peritoneal (25-50%) y hepatico (30%).

El 60% de los pacientes operados de cancer gastrico desarrollaran
metastasis, con una supervivencia a los 5 afos inferior al 30% (24 meses de
media). De forma inicial un 30% de los pacientes debutaran con enfermedad
localmente avanzada irresecable y el 30% restante con enfermedad
metastasica. El prondstico de los pacientes con enfermedad localmente
avanzada es de 12-15 meses, y en los metastasicos tratados con quimioterapia

de 7-10 meses.

La sintomatologia del cancer gastrico es inespecifica. El carcinoma
gastrico superficial, potencialmente curable con cirugia, tipicamente no produce
sintomas, por eso suelen diagnosticarse en estadios avanzados o

metastasicos.
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1.2.2.Evolucién histdrica - Diagndstico

El diagnostico del cancer gastrico incluye la realizacion de una serie de
pruebas de gabinete, laboratorio e imagen (fibrogastroscopia, biopsia,
ecoendoscopia, TAC toraco-abdominal, analitica general, transito esdéfago-
gastro-duodenal). Ademas es necesario proceder a un estudio nutricional del

paciente antes de iniciar cualquier opcion terapéutica.

En patologia gastrica, los conceptos fisiopatoldgicos, diagndsticos,
tratamientos médicos y procedimientos quirdrgicos se han desarrollado

practicamente en el ultimo siglo.

Las primeras publicaciones sobre el cancer gastrico son de finales de la
década de los 40, en los que se empieza a investigar sobre su fisiopatologia y
diagnostico y una década mas tarde aparecen los primeros textos sobre el
tratamiento de este tipo de neoplasia® *’. Hace unos 30-35 afios el diagndstico
del cancer gastrico hace un salto considerable gracias al establecimiento de
una metodologia diagndstica que incluye: la radiologia con doble contraste, la

endoscopia y la biopsia endoscépica.

A partir de los afios 80 el numero de casos en estadios iniciales (“early
gastric cancer”) tratados en las instituciones japonesas que disponen de un

equipo especifico de gastroenterologia llega a ser de mas de un 50%°°.

Una cuidadosa estadificacién preoperatoria no es sélo importante para
poder predecir el prondstico sino esencial para establecer un tratamiento
individualizado del cancer gastrico. Inicialmente la estadificacion se basaba en
la clinica, los resultados analiticos y las imagenes radioldgicas obtenidas con la
ecografia, la TC y la RMN. A partir de los afos 80, con la introducciéon de la
ecografia endoscopica, la precision para determinar la penetracion en
profundidad del cancer y la afectacién de los ganglios adyacentes llega a ser
de hasta un 78-92% y 63-78% respectivamente. Asi mismo, con la introduccién
de la laparoscopia en la década de los 90 el estudio de estos pacientes llega a

ser muy minucioso.
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Hoy en dia, tal y como hemos sehalado previamente, a pesar de los
avances tecnoldgicos, la supervivencia global a los 5 afios es baja, destacando
que aproximadamente un 60% de los pacientes se diagnostican en estadios Il
o IV y que el 80% de estos pacientes desarrollara una recurrencia. El
diagndstico del cancer gastrico en estadios iniciales se podria conseguir
mediante la aplicacion de programas de “screening” dificiimente aplicables,
dado que su incidencia no es lo suficientemente elevada, sobre todo en los
paises occidentales. Los esfuerzos, se han centrado en la mejora del
pronostico de estos pacientes basandose en la radicalidad quirurgica y la
reduccion de la recurrencia, realizando linfadenectomias extensas vy

tratamientos complementarios®®.

1.2.3.Tratamiento

En lo referente al tratamiento, es necesario hacer referencia a varios puntos,
quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y cirugia. A pesar de que en los
ultimos afos la tasa de resecciones curativas ha aumentado, asi como la
supervivencia, hay un elevado porcentaje, entre un 30 y un 60%, de recidivas
locorregionales, fundamentalmente localizadas en la anastomosis, el lecho
gastrico y el peritoneo. Ademas, la supervivencia en los tumores avanzados
(estadios Il y IV), que representan mas del 60% de los casos, no ha mejorado
a pesar de resecciones mas radicales. Por estos motivos, se han intentado
mejorar los resultados afiadiendo a la cirugia diferentes tratamientos,

neoadyuvantes o adyuvantes®.

-Quimioterapia (QT): el cancer gastrico es el adenocarcinoma del tubo

digestivo que mejores indices de respuesta objetivos (40-50%) presenta ante la
quimioterapia. No existe un esquema de referencia de quimioterapia adyuvante
en cancer gastrico, porque, a pesar de los multiples ensayos clinicos realizados
en las ultimas cuatro décadas, no hay estudios consistentes que denoten un
beneficio claro en la supervivencia respecto a la cirugia. Se han publicado 5

61 62 63 64 65

metanalisis que han demostrado que la quimioterapia adyuvante

aporta un pequefo beneficio en la supervivencia (3-5%). Independientemente
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de estos resultados, dado que no existe un estudio en poblacion occidental
bien disenado con suficiente poder estadistico que haya demostrado un
beneficio en la supervivencia, no se ha de considerar la quimioterapia

adyuvante como un tratamiento estandar.

Como alternativa al tratamiento adyuvante, dentro de la enfermedad
potencialmente resecable se han estudiado otras estrategias de tratamiento
sistémico previo a la cirugia, como es la quimio-radioterapia preoperatoria, o
bien, la quimioterapia perioperatoria. Las ventajas esperadas del tratamiento
neoadyuvante con quimio-radioterapia o quimioterapia sola con la reduccion
del volumen tumoral, para favorecer una cirugia radical, asi como el control de
la enfermedad a distancia reduciendo el riesgo de metastasis. Por otro lado, el
paciente tolera mejor el tratamiento neoadyuvante condicionando un mayor
control sintomatico tumoral y llegando en mejores condiciones a la cirugia.
Después de la publicacién en 2006 del estudio fase Ill inglés MAGIC®, |a
quimioterapia perioperatoria ha sido un tratamiento importante dentro de la
enfermedad gastrica resecable. El grupo francés ACCORD en el estudio FFCD
9703°% también publico las ventajas de la quimioterapia perioperatoria con 5-FU
y cisplatino, contra la cirugia sola, respecto a la supervivencia libre de
progresién y global en enfermedad gastrica resecable. Por tanto, podemos
valorar un tratamiento neoadyuvante con quimioterapia en pacientes con

tumores localmente avanzados (cT3-T4 o N+).

En el caso de pacientes con tumores gastricos diseminados, con poca
comorbilidad e indice de Karnofsky superior a 60, se recomienda tratamiento

Unicamente quimioterapico. Hay estudios en fase [11°¢ % 7 7!

que demuestran el
beneficio de la quimioterapia vs. el mejor tratamiento de soporte, aportando un

beneficio en la supervivencia (7-10 meses vs 3-4 meses) y en calidad de vida.

-Radioterapia (RDT): aunque el adenocarcinoma gastrico es una

neoplasia radiosensible, el factor limitante de este tratamiento es la baja
tolerancia a la radiacion del estdbmago y los érganos vecinos (intestino delgado,
rinones, etc.). Debido a esta baja tolerancia, actualmente se esta investigando

el empleo de nuevas pautas de irradiacion con la asociacion de agentes

19



radiosensibilizantes, radioprotectores o hipertermia. La radioterapia como
tratamiento exclusivo del cancer gastrico tiene por tanto un papel muy limitado
y se reduce a la paliacion de sintomas en tumores irresecables. La RDT
asociada a QT se puede administrar de forma preoperatoria 0 complementaria
a la cirugia. Sélo se ha publicado un trabajo aleatorizado con RDT
preoperatoria no asociada a QT. En éste se observo una mejoria significativa
de la supervivencia (30% vs 20%, p 0.0094) y de la tasa de reseccion (89.5%
vs 79%) en el grupo de pacientes que habian recibido RDT. A pesar de ello, no
se considera un estandar por no existir trabajos que confirmen estos datos en
nuestro medio. La QT-RDT concomitante con intencion preoperatoria tiene
como ventaja que el volumen a tratar con RDT se define de una forma mas
precisa (tumor visible) sin retraso del tratamiento en espera de la recuperacion
postquirurgica y que el potencial downstaging facilitaria la radicalidad de la
cirugia. En lo referente a la RDT postoperatoria exclusiva no existe evidencia
de los beneficios en términos de supervivencia, aunque mejora de forma

discreta el control local.

-Inmunoterapia: Se ha comprobado en pacientes con cancer gastrico que

la depresién inmunitaria es proporcional a la extension del tumor. Por ello, el
papel de los inmunoestimulantes en el tratamiento del cancer gastrico ha sido
analizado en numerosos estudios. Sin embargo, los resultados obtenidos,

excepto Japon, no han confirmado la utilidad de estos agentes.

-Cirugia: A pesar de los avances realizados en los tratamientos
quimioterapicos, el principal tratamiento curativo del cancer gastrico sigue
siendo la cirugia, aunque la cirugia RO (margenes negativos, sin enfermedad
residual) asociada a una mayor supervivencia, se consigue sélo en menos de
la mitad de los pacientes. Los resultados en términos de supervivencia son
insatisfactorios, excepto en el caso de carcinomas en estadios iniciales. Hay
que tener en cuenta que la proporcion de canceres en estadios iniciales en las
instituciones japonesas es de hasta un 50%, mucho mas elevada que en los
paises occidentales que sélo es del 5-15%; pero si comparamos estadio por
estadio, los canceres gastricos de ambos origenes se comportan igual si se

tratan con una cirugia radical. Incluso, desde el punto de vista de biologia
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molecular no se han detectado diferencias en cuanto a expresion de
oncogenes Yy genes supresores tumorales entre canceres gastricos
procedentes de paises orientales respecto a occidentales’. La supervivencia
a los 5 afios del cancer gastrico tratado con cirugia convencional es del 90%,
no obstante, con la disminucion de la calidad de vida que comporta la
reseccion gastrica, se ha optado en casos seleccionados, por técnicas menos
agresivas. En estadios avanzados la supervivencia a los 5 afios es del 3-13%.
Para reducir la recurrencia y mejorar la tasa de supervivencia en estos ultimos

casos se han propuesto técnicas quirurgicas mas radicales.

El tipo de técnica quirurgica se decidira en funcion varios factores. Las
cuestiones que nos tenemos que plantear son principalmente tres; tipo de
gastrectomia adecuada, necesidad de exéresis de otros o&rganos y

linfadenectomia si o0 no y cual es la mas adecuada.

El tipo histologico, el aspecto macroscopico, la localizacion del tumor, la
calidad de vida del paciente, la edad y la supervivencia esperada determinaran

la extension de la gastrectomia a realizar.

En las formas histolégicas de cancer diferenciado (tipo intestinal), la
reseccion del tumor debe hacerse con un margen de seguridad de 5 cm. Este
margen permite considerar una gastrectomia parcial en los tumores de tamafio
reducido. En cambio en las formas histologicas indiferenciadas (tipo difuso), se
recomienda respetar un margen mayor (8 cm), lo que se traduce en una

gastrectomia total en la mayoria de los casos.

En las formas de cancer gastrico superficial, sin invasion de la submucosa
(cancer gastrico precoz) se recomienda respetar un margen de seguridad de 2
cm, lo cual permite plantear resecciones gastricas parciales que no empeoran
la supervivencia, pero si mejoran la tasa de morbimortalidad y la calidad de

vida de los pacientes.

La reseccion mucosa endoscépica en pacientes con Cancer gastrico

precoz consigue una supervivencia igual a la reseccién gastrica convencional
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(90%) en casos seleccionados ®. Las indicaciones de esta técnica son:
adenocarcinomas bien/moderadamente diferenciados, menores de 2 cm y sin

afectacion linfatica.

La gastrectomia total elimina la posibilidad de recurrencia a nivel de la
boca anastomatica y en determinados grupos ganglionares que no se extirpan
en una gastrectomia subtotal. En los tumores de tercio proximal y medio la
gastrectomia total es el procedimiento de eleccién. En tumores antrales, los
resultados de series retrospectivas concluyen que no existen diferencias
significativas en cuanto a supervivencia entre los pacientes tratados con una
gastrectomia total y subtotal’® ”® "®. Para los tumores antrales, con la ventaja de
la mejor calidad de vida y menor morbilidad, la gastrectomia subtotal es el
procedimiento de eleccion en centros japoneses, mientras que en paises

occidentales como Alemania la gastrectomia total es la técnica elegida’”.

En caso de una invasion de un o6rgano adyacente (pancreas, colon
transverso, bazo, higado, mesocolon) se puede valorar la reseccién en el
mismo acto quirurgico, del o6rgano afectado, junto con la pieza de la
gastrectomia. Este tipo de reseccién mayor, sélo esta justificada si no existen

metastasis asociadas.

Por otro lado, en la cirugia del cancer gastrico, en algunas ocasiones la
esplenectomia se ha realizado con un objetivo de mejorar la linfadenectomia
de la arteria esplénica y del hilio esplénico, en cambio, el prondstico es
controvertido en pacientes con esplenectomia asociada. La incidencia de
metastasis en el hilio esplénico es de un 10% en el cancer gastrico proximal™.
Dada la anatomia de los ganglios linfaticos en el territorio gastrico, algunos
autores postulan que es necesaria la reseccion esplénica en el tratamiento del
cancer gastrico proximal, mientras que otros afirman que la esplenectomia no

sélo no aumenta la supervivencia, sino que ademas aumenta la morbilidad” &

81 82 83 84

La linfadenectomia de la arteria esplénica incluye la diseccién ganglionar

del borde superior del pancreas y en algunos casos se ha asociado una

22



reseccion de la cola del pancreas, para mejorar la radicalidad de esta
diseccion, aunque esto se ha asociado a una elevada morbimortalidad (fistulas
pancreaticas, abscesos subfrénicos, diabetes postoperatoria). Aun asi se ha
demostrado, que los linfaticos no desembocan directamente en el parénquima
pancreatico y que el bazo, la arteria esplénica y el tejido conectivo que rodea
los ganglios se pueden extirpar sin necesidad de resecar el pancreas ni la vena

esplénica y asi mejorar la tasa de morbimortalidad postoperatoria®.

1.2.3.1.Linfadenectomia

La extension de la linfadenectomia es el punto mas polémico en el tratamiento
del cancer gastrico. Se estima que en Occidente mas de la mitad de los
pacientes tienen metastasis linfaticas en el momento del diagnéstico. Como la
existencia de metastasis linfaticas puede ser dificil de valorar por le cirujano, ya
que ganglios aumentados de tamano pueden se inflamatorios y, a la inversa,
puede existir infiltracion ganglionar cuando en el acto operatorio no se
observaron adenopatias aumentadas de tamafo, se acepta que cualquier
técnica de cirugia radical debe acompanarse siempre de la extirpacion del
territorio linfatico “potencialmente® afecto. La Japanese Research Society for
Gastric Cancer (JRSGC) ha propuesto cinco tipos de linfadenectomia
designadas como D (tabla 1-2) que los autores occidentales denominan como
R creando confusiéon con el tipo de reseccion. Por ello se reserva el término R
para describir el tipo de reseccion (RO: reseccion completa sin restos
tumorales; R1: reseccion dejando restos microscépicos; R2: reseccion dejando
restos macroscopicos) empleando la terminologia japonesa para designar el

tipo de linfadenectomia.
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Tabla 1: Clasificacion segun linfadenectomia y reseccion. Guia esofagogasrica AEC.

TERMINOLOGIA EN LA CIRUGIA DEL CANCER GASTRICO

Clasificaciéon de las resecciones gastricas basada en la linfadenecto-
mia (Japanese Research Society for Gastric Cancer en 1993)

- DO  Reseccién gdstrica con extirpacién incompleta del Nivel |.

- D1 Reseccién géstrica con extirpacién completa del Nivel |.

- D2  Reseccién gdstrica con extirpacién completa de los Niveles | y Il

- D3  Reseccién gdstrica con extirpacién completa de los Niveles |, Il y Il
- D4  Reseccién gastrica con extirpacién completa de los Niveles |, I, lll y IV.

Clasificacion segun el tipo de reseccion (Clasificacion TNM)
- RO  Reseccién completa del tumor.

- R1  Reseccién del tumor dejando restos microscépicos.
- R2  Reseccién del tumor dejando restos macroscépicos.

Tabla 2: Niveles Linfadenectomia. Guia esofagogasrica AEC.

GRUPOS GANGLIONARES GASTRICOS SEPARADOS POR NIVELES (JRSGC)

Cardiales derechos

Cardiales izquierdos

Curvatura menor Nivel |
Curvatura mayor

Suprapiléricos

Infrapiléricos

De la arteria géstrica izquierda
De la arteria hepdtica comin

SChhOb =

Del tronco celiaco Nivel Il
Hilio esplénico

De la arteria esplénica

—mO0®N

— —

12. Pediculo hepdtico (arteria hepdtica propia)
13. Retropancredticos
14. Raiz del mesenterio

Nivel Ill

15. De la arteria cédlica media

16. Paraaérticos Nivel IV
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Los resultados de la cirugia en Japon muestran una mayor supervivencia
a los 5 afos que en los paises occidentales. Estos datos no pueden explicarse
s6lo por una mayor proporcion de pacientes con tumores en estadio precoz, ya
que las comparaciones estadio a estadio también revelan una mayor
supervivencia en los pacientes japoneses. Los mejores resultados de la cirugia
en Japon se atribuyen a la realizacion rutinaria de las linfadenectomias mas
radicales (gastrectomias D2-D3) que las habituales en occidente

(gastrectomias D1).

En Europa y en EEUU la realizacién de gastrectomias D2 tiene resultados
contradictorios. Tres estudios aleatorios comparando resecciones D1y D2 han
comunicado una mayor tasa de morbimortalidad de la segunda y una
supervivencia a los 5 afios similar. Se han dado varias razones para explicar
estos resultados como la experiencia del cirujano y la frecuencia con la que los
pacientes occidentales presentan otros problemas médicos asociados. Sin
embargo, otros estudios han publicado resultados similares a los logrados en

Japon.

Figura 3: distribuciéon de los grupos ganglionares en las diferentes estaciones.
Enciclopédie Médico-Chirururgicale.
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1.2.3.2.Técnicas de reconstruccion

Tras la gastrectomia subtotal podemos realizar una reconstruccién Billroth |
(gastroduodenostomia), Billroth [l (gastroyeyunostomia) o] una

gastroyeyunostomia sobre una Y de Roux (el lamado Billroth IlI).

El gastrectomizado total presenta problemas mas complejos. En general,
se trata de pacientes que no estan contentos con la intervencion. Se quejan de
sensacion de plenitud postprandial, con pirosis y pérdida de peso importante
que configuran, junto a una serie de alteraciones metabdlicas, el llamado
“sindrome de agastria”. En el gastrectomizado total por cancer esta mala
situacion del paciente puede deberse a la persistencia o recidiva de la
enfermedad neoplasica, posibilidad que debe valorarse meticulosamente en
todos los casos. Sin embargo, el gastrectomizado total por afecciones benignas
también presenta estos problemas, aunque menos importantes. En principio,
podria pensarse que el sindrome de agastria se debe a que el estbmago posee
funciones metabdlicas insustituibles que, al faltar, conducen al adelgazamiento
progresivo del paciente. Ahora bien, la mayoria de autores consideran que los
principales factores responsables de este sindrome son:

- El reflujo alcalino hacia el esdfago, que condiciona una esofagitis
importante, responsable de muchas de las molestias que presenta el
paciente.

- La falta de un reservorio que condiciona sensacién de saciedad precoz y

que va a obligar al paciente a ingestas muy reducidas.

Con estas premisas, la técnica que reconstruye el transito digestivo tras
una gastrectomia total debe buscar dos objetivos: suprimir el reflujo biliar hacia

el eso6fago y crear un reservorio.

La anastomosis directa entre eséfago y duodeno debe condenarse, ya
que facilita extraordinariamente el reflujo y no proporciona reservorio. Es
preferible anastomosar el es6fago al yeyuno. Esta esofagoyeyunostomia puede
hacerse de dos formas:

- Con el asa “en omega” y anastomosando el asa descendente al pie del
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asa para permitir que la bilis y el jugo pancreatico pasen por esta
anastomosis, sin necesidad de ftransitar por la anastomosis
esofagoyeyunal (fig.4).

- Con el asa en Y de Roux, dejando una larga distancia (no menos de 40
cm) entre la anastomosis esofagoyeyunal y la anastomosis al pie de
asa. Esta intervencion es la que mejor asegura la ausencia de reflujo
alcalino al eséfago, ya que la bilis y el jugo pancreatico deberian

ascender por el asa yeyunal mas de 40 cm en sentido antiperistaltico
(fig.4).

A Fatimac 8!\ Biboth il

Gastroferunostoma a o
\ Wl o
7 8 ’ | Castrofefunostomia | |
i Yy en Yk Roux

Figura 4: técnicas de reconstruccion. Gastrectomia subtotal + Bl (izquierda) .
Gastrectomia subtotal + Y de Roux (derecha). www.jhu.edu

La utilidad del reservorio es mas cuestionable. Algunos autores le dan
gran valor y defienden su creacion segun distintos procedimientos, sobre todo
en pacientes con buen pronéstico. En cambio, otros autores, no comunican que
el reservorio represente una mejoria sustancial de la calidad de vida y sefialan

que, por otra parte, su construccién alarga el tiempo de la operacion®.
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o> ¥ = 5' e I'de Row Figura 5: Gastrectomia total + Y de Roux.
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1.2.4.Protocolo de seguimiento

Aunque no hay unanimidad respecto a la frecuencia y exploraciones, ni esta
demostrada la utilidad de la deteccidon precoz de la recidiva ya que no hay un
tratamiento de rescate eficaz, todo paciente con cancer gastrico debe ser

seguido sistematicamente.

El control debe incluir una historia clinica completa, exploracion fisica y
analitica cada 3 meses los 2 primeros afos y cada 6 meses otros 3 afos. La
radiografia de térax debe realizarse cada 6 o 12 meses. Otras exploraciones,

como la endoscopia, sélo deben realizarse si hay indicacion clinica®

1.2.5.Tratamiento de las recidivas

En general se basa en la quimioterapia o tratamiento de apoyo segun el estado
general del paciente. El tratamiento de apoyo va dirigido a tratar los sintomas
del paciente e incluye las prétesis, el laser, el tratamiento fotodinamico, la
radioterapia o una combinacion de estos. El papel de la reseccion en la recidiva

locorregional es controvertido®.
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1.3.Respuesta inmunitaria

Tradicionalmente el término inflamacién se ha utilizado para referirse a la
reaccion histopatolégica por la que se acumulan en los tejidos liquido y
leucocitos circulantes en respuesta a una lesién o a una infeccion. Desde hace
mucho tiempo (3000 a. de C) ya aparecian escritos sobre signos de
inflamacion, sin embargo la primera persona que describe los signos de
inflamacion (calor, rubor, dolor y tumefaccion) fue Celsus, en el siglo | d. de C.
Fue en 1793 cuando se habla de la inflamacién como un proceso benéfico y
saludable para el organismo y no fue hasta los afios de 1800 cuando se
observaron cambios vasculares que acompafaban al proceso inflamatorio. En
1882 el bidlogo ruso Elie Metchnikoff descubre el proceso de fagocitosis, al
observar la ingestion de bacterias por leucocitos de mamifero, quedando claro
para esa época que tanto los factores celulares (fagocitos) como los factores
séricos (anticuerpos) eran imprescindibles dentro de los procesos de la
inflamacion. Posteriormente se descubre la participacion ademas de sustancias
quimicas inducidas localmente por la injuria, como la histamina, que producen
las alteraciones vasculares de la inflamacion. En su acepcion actual, este
término no sdlo denota unos efectos localizados, como edema, hiperemia e
infiltracion leucocitaria, sino también fendmenos sistémicos, como fiebre y
aumento de la sintesis de determinadas proteinas de fase aguda (fig.6). La
respuesta inflamatoria esta estrechamente interrelacionada con los procesos
de la cicatrizacién y de la reparacion. De hecho, la cicatrizacion no es posible
sin la inflamacién. Por consiguiente la inflamacién influye practicamente en
todos los aspectos de la cirugia, ya que la correcta cicatrizacion de las heridas
traumaticas, las incisiones quirurgicas y los diferentes tipos de anastomosis
dependen totalmente de la expresion de un proceso inflamatorio perfectamente

orquestado y controlado.

Figura 6: fenobmeno de respuesta v«
inflamatoria.
http.://miltonpinedo.blogspot.com.es/
2010/12/conceptos-sobre-
inflamacion-y.html
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La inflamacion es fundamentalmente una respuesta protectora que ha
evolucionado para permitir que las formas de vida superiores se libren de los
agentes nocivos, supriman las células necréticas y los restos celulares y
reparen sus tejidos y érganos. Sin embargo, los mecanismos empleados para
eliminar los microorganismos invasores o ingerir y destruir las células
desvitalizadas como parte de la respuesta inflamatoria pueden resultar
también nocivos para los tejidos normales. Por consiguiente, la inflamacion es
un mecanismo patdégeno importante que estda presente en numerosos
trastornos y sindromes. Muchos de estos procesos patoldgicos, como la
enfermedad inflamatoria intestinal, la sepsis y el sindrome de distrés
respiratorio del adulto (SDRA), tienen una gran importancia en la practica

quirurgica (fig.7).
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Figura 7: cadena respuesta inflamatoria.
http.//www.caninum.com/atlas/inflamacion/index.htm

El inicio, el mantenimiento y la interrupcidon de la respuesta inflamatoria
son procesos muy complejos en los que intervienen diferentes tipos de células,
asi como centenares de mediadores humorales. Uno de los grupos de
mediadores inflamatorios humorales mas importantes son las proteinas

denominadas citocinas.
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Las citocinas son proteinas o glucoproteinas de pequefio tamafo que se
secretan con el objeto de alterar la funcién de unas células diana mediante un
mecanismo endocrino, paracrino o autocrino. A diferencia de las hormonas
convencionales, como la insulina o la tiroxina, las citocinas no son secretadas
por glandulas especializadas sino sintetizadas por células que actuan por su
cuenta (p. ej. linfocitos o macrofagos) o formando parte de un tejido (p. €j.
epitelio intestinal). Muchas citocinas son pleiotropicas; estas citocinas pueden
inducir muchos efectos biolégicos diferentes, dependiendo de los tipos de
células diana implicadas y de la presencia o ausencia de otros factores
moduladores. Otra caracteristica de las citocinas es la redundancia: es decir,

varias citocinas diferentes pueden ejercer efectos biolégicos muy parecidos.

En conjunto, se han identificado y caracterizado centenares de proteinas
solubles que participan en la sefializacidon intercelular y que reciben distintos
nombres como citocinas, quimiocinas, interleucinas, factores estimuladores de

colonias y factores de crecimiento.

Las citocinas pueden clasificarse atendiendo a varios esquemas
diferentes, todos ellos algo arbitrarios y nunca plenamente satisfactorios.
Segun una nomenclatura anticuada, las citocinas se clasificaban en funcién del
tipo de célula responsable de su sintesis; las citocinas sintetizadas por los
linfocitos recibian el nombre de linfocinas, mientras que las secretadas por los
macréfagos o los monocitos se denominaban monocinas. Sin embargo, las
citocinas pueden ser producidas por mas de un tipo de células. Debido a ello,

en la bibliografia actual no suelen emplearse los términos linfocina y monocina.

Otra forma de clasificar las citocinas es atendiendo a su estructura basica.
Asi, por ejemplo, las citocinas de tipo | son un grupo muy amplio de proteinas
que comparten una misma estructura terciaria caracteristica, formada por un
haz de cuatro hélices a. Los receptores para las citocinas de tipo | comparten
igualmente una estructura similar y reciben el nombre de receptores de
citocinas tipo |. Las citocinas de tipo | incluyen las siguientes proteinas:
Interleucina (IL)-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-13, IL-15 y el factor

estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF). Las citocinas de tipo Il
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incluyen el interferén (IFN)-a, INF-B, INF-Y e IL-10, y constituyen un segundo
grupo de proteinas con una estructura parecida. Los receptores de grupo de

citocinas tipo |l poseen también una estructura similar.

Otra forma de clasificar las citocinas se basa en el hecho de que las
células T CD4+ virgenes (células ThO) pueden diferenciarse el cualquiera de
los subgrupos de células T auxiliares (Th), denominados Th1 y Th2. Las células
Th1, responsables de dirigir las respuestas inmunitarias celulares necesarias
para erradicar los microorganismos patoégenos intracelulares, favorecen la
activaciéon de los macréfagos. Las células Th2 podrian intervenir en la
patogenia de la atopia y la inflamacion alérgica y favorecer el crecimiento y la
diferenciacion de las células B. Las células Th1 sintetizan las IL-2 y también
unas citocinas proinflamatorias muy potentes. INF-Y y linfotoxina (LT)-a. Las
células Th2 sintetizan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. IL-4, IL-10, IL-13 y, en
alguna medida IL-6 tienen fundamentalmente efectos antiinflamatorios. Debido
a ello se dice que las citocinas Th1 son proinflamatorias, mientras que las de
Th2 serian antiinflamatorias. La citocina IL-12 dirige la diferenciacion de Th1,

mientras que IL-4 induce la diferenciacion de Th2z.

Hay una familia especial de citocinas, las quimiocinas, formada por
proteinas pequenas con un peso molecular entre 8 y 11 kD. La principal
actividad biolégica de las quimiocinas es su capacidad para actuar como
quimioreactivos para los leucocitos o los fibroblastos. Otra subclase de
citocinas es un grupo de proteinas que actuan fundamentalmente estimulando
el crecimiento o la diferenciacion de las células progenitoras hematopoyéticas;
estos mediadores reciben el nombre genérico de factores estimuladores de
colonias. También entran en la categoria general de las citocinas otros factores
de crecimiento y diferenciacion, como los distintos factores de crecimiento de
origen plaquetario, el factor de crecimiento epidérmico y el factor de

crecimiento de los queratinocitos®’.

La agresion que representa una intervencion quirurgica determina una
serie de alteraciones de la respuesta inflamatoria descrita y de la funcién

inmunitaria en el huésped, que estan directamente relacionadas con la
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importancia de la lesion. La inmunosupresion producida tras un traumatismo se
relaciona con un incremento en la incidencia de complicaciones sépticas®. Hoy
en dia existe una evidencia ampliamente aceptada, en base a estudios a cerca
de colecistectomia y la cirugia del colon por via laparoscopica, de que la
cirugia laparoscopica se acompana de una menor respuesta inflamatoria,
evaluada mediante diversos marcadores (IL-6; PCR), y que se interpreta como
consecuencia de una menor "cantidad de herida" entendida como una menor
lesién tisular respecto a la cirugia abierta®. Es de suponer que esta menor
agresion conlleva una menor inmunosupresién, tal y como se ha demostrado

9091 E| efecto de la CL se ha analizado sobre diferentes

en diversos estudios
componentes del sistema inmunitario (linfocitos T [test de hipersensibilidad
retardada, DTH]) sistema mononuclear fagocitico y neutréfilos (acido

hipoclérico, PMN-elastasa y anién superdxido)® # %

comprobando una mayor
alteracion tras la cirugia abierta respecto a la laparoscépica. Todo ello confirma
la mejor integridad global del sistema inmunitario tras la CL respecto a la

cirugia abierta.

Hay que destacar la importancia de la membrana peritoneal en la
respuesta inflamatoria a la hora de provocar un estrés quirurgico. Por ello es
importante que conozcamos las bases de la fisiopatologia e histologia del
mismo (fig.8).

Figura 8: membrana peritoneal
en la cavidad abdominal.

http.//www.profesorenlinea.cl/Ci
encias/Peritoneo01.htm

PERITONEUM

La membrana peritoneal es una membrana serosa cuya area es similar a

la superficie corporal y ademas posee irrigacion propia. EI 80% del peritoneo es
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peritoneo visceral, su circulacién proviene de las arterias mesentéricas y su
flujo de salida se dirige principalmente hacia la vena porta; el resto es peritoneo
parietal, cuya irrigacién proviene en su mayor parte de arterias y venas de la
pared abdominal. La membrana peritoneal consta de una monocapa de células
mesoteliales productoras de fluido lubricante y bajo esta capa hay una esponja
de tejido conjuntivo laxo, muy rica en vasos sanguineos y linfaticos. El
conocimiento de las células mesoteliales ha ido cambiando en los diez ultimos
afnos; inicialmente se las consideraba sélo como un grupo de células por las
que transcurrian fluidos y solutos desde un lado hacia otro, pero luego se
descubrid que ejercen gran cantidad de funciones: como toda célula
constituyente de serosa, pueden producir surfactante; poseen canales de
acuaporina | inducibles, en la medida en que se exponen a concentraciones
mayores de glucosa; producen citocinas proinflamatorias y factores de
crecimiento (TGF, MGF, VEGF, FGF, PGF), que pueden participar en
respuestas inflamatorias y fibréticas a medio y largo plazo; expresan in vitro
todos los componentes del sistema renina-angiotensina; finalmente, un aspecto
muy importante es que se pueden transformar en fibroblastos, migrar hacia el

interior del tejido conectivo subyacente y promover fendmenos de fibrosis.

El principal mediador de la respuesta local frente a la agresion peritoneal
son las células mesoteliales, muy sensibles a la lesion del peritoneo. Ante un
estrés peritoneal, dichas células se desprenden de éste y liberan sustancias
vasoactivas y tromboplastina, que transforma el fibrinégeno en fibrina (lo cual
es la base de las adherencias postoperatorias). Los inhibidores de este
proceso (activador del plasmindégeno) presentes en la superficie peritoneal son
inactivados por accién de la contaminacion peritoneal. El peritoneo presenta
diferentes mecanismos de defensa ante una agresibn como es un acto
quirurgico:

- En primer lugar la eliminacion mecanica a través de los linfaticos
diafragmaticos siendo el primero que interviene, asi a los 12 minutos de
la entrada de bacterias en el peritoneo, éstas, se pueden encontrar en
los linfaticos mediastinicos.

- Destruccién por las células fagociticas. Inicialmente por macrofagos

presentes en el peritoneo y posteriormente por neutréfilos, que
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constituyen las principales células fagociticas.
- Secuestro y aislamiento, proceso que se ve favorecido por el alto

contenido en fibrina del exudado peritoneal.

Toda esta reaccion ante una actuacion externa se presenta, como ya
hemos sefialado anteriormente, en menor medida en el abordaje

laparoscépico, tal y como han demostrado diversos estudios®%*.

Ademas el neumoperitoneo ejerce un efecto directo sobre los sistemas de
defensa peritoneal por dos mecanismos: uno como consecuencia de la
distension mecanica de la cubierta peritoneal y otro por la influencia del tipo de
gas utilizado, con independencia del efecto puramente fisico que representa el

aumento de presion.

El neumoperitoneo provoca cambios morfolégicos demostrados por
microscopia electrénica de la estructura del peritoneo, que no se observan tras
la cirugia abierta y que son proporcionales a la duracion del neumoperitoneo.
Estas lesiones se caracterizan por la pérdida de contacto y fisuras entre las
células mesoteliales y la aparicion de un infiltrado eritrocitario y de macrofagos.
Estos cambios se ven acelerados cuando el neumoperitoneo se efectua en un

ambiente séptico® %.

Otro aspecto corresponde al efecto directo del gas utilizado y su posible
accion sobre los mediadores intraperitoneales de la respuesta a la infeccion
(macréfagos). West et al®” ®® investigaron la produccién de citocinas por los
macrofagos peritoneales incubados en CO,. La produccién de TNF e IL-1 en
respuesta a la endotoxina bacteriana por macrofagos incubados en un
ambiente de CO, fue menor que en aire o helio. EI mecanismo propuesto para
justificar estas diferencias es que el CO, afecta al medio intracelular creando

1°° al observar

un ambiente acido. Este hallazgo fue confirmado por Wunsch et a
que las ratas insufladas con CO; presentaban una significativa disminucion del
pH intraabdominal respecto a las insufladas con aire ambiente o helio. Estos
resultados supondrian que la modificacion de la fisiologia celular del macrofago

durante la CL conllevaria una peor respuesta peritoneal a la infeccion. Sin
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embargo, Iwanaka et al'® observaron un mayor nimero y una mayor viabilidad
de los macréfagos peritoneales tras el neumoperitoneo con CO, que tras una
laparotomia. A la vez, la produccién de citocinas y NO fue menor en el grupo

laparoscopico que en el abierto™"

. Estos resultados se interpretaron como
consecuencia del mayor estrés celular tras la cirugia abierta, y no, en contraste
con los resultados de West, como una anomalia en el funcionamiento de los

1'% evaluaron el

macrofagos en ambiente con CO,. Por otra parte, Evrard et a
efecto potencial del CO; en la inmunidad celular peritoneal y sistémica,
argumentando que la viabilidad de los linfocitos T depende del pH. Sin
embargo, no hallaron diferencias significativas antes o después del

1'% evaluaron el efecto de diferentes factores del

neumoperitoneo. Watson et a
aire ambiente en la respuesta inflamatoria a la cirugia y observaron una
disminucién de la actividad fagocitaria en el grupo sometido a cirugia abierta
respecto al sometido a laparoscopia. Estos autores consideraron que el
lipopolisacarido (LPS) del aire era el factor inductor, puesto que cuando

inocularon CO; con LPS, los resultados fueron similares a los del grupo abierto.

Estos resultados permiten suponer que tanto el efecto puramente
mecanico como el efecto directo del CO, modifican la capacidad de respuesta
de los mecanismos celulares peritoneales. Sin embargo, ésta se mantiene
mejor preservada que tras la cirugia abierta y el balance final es favorable a la
CL. A la vez, la utilidad o ventajas de gases alternativos al CO; (helio, etc.) es

una area de investigacion a desarrollar.
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2.HIPOTESIS

El abordaje laparoscopico del cancer gastrico ofrece ventajas en cuanto a la

recuperacion a corto plazo del paciente, si bien dichas diferencias no han sido

justificadas desde el punto de vista fisiopatolégico. Estudios previos en otras

patologias han demostrado que el abordaje laparoscopico genera una menor

respuesta humoral y celular sistémica. La respuesta inflamatoria a nivel local

en gastrectomias no ha sido estudiada hasta la fecha y los escasos trabajos

que evaluan el impacto a nivel inflamatorio del procedimiento en comparacion

con cirugia abierta emplean una metodologia deficiente.

1.

Existen diferencias en la respuesta inflamatoria local generada en la
gastrectomia en funcion del tipo de abordaje empleado.

El abordaje laparoscépico en la cirugia del cancer gastrico genera una
menor respuesta inflamatoria a nivel peritoneal en comparacién con el
abordaje abierto.

Las diferencias hasta ahora observadas en parametros clinicos de
pacientes intervenidos por cancer gastrico, favorables a la cirugia
laparoscopica en cuanto a su recuperacidn y curso postoperatorio,
tienen como base las diferencias en la respuesta inmune originada

segun el tipo de agresion quirurgica.

2.1.0bjetivos

Para comprobar esta hipotesis se han planteado los siguientes objetivos:

El objetivo principal que se plantea es analizar los aspectos
diferenciales en la respuesta inflamatoria en pacientes gastrectomizados
por via abierta (CA) frente a laparoscépica (CL), estudiando la respuesta
inflamatoria local en tejido peritoneal al inicio y a la hora de la
intervencién, mediante el analisis de la expresion de mediadores

inflamatorios empleando protein microarrays.
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Como objetivo secundario se plantea realizar un seguimiento
prospectivo clinico inmediato y a corto-medio plazo de los pacientes y
correlacionar las posibles diferencias en la respuesta inflamatoria con
variables clinicas relacionadas con el estado general del enfermo,

procedimiento en si mismo y la enfermedad neoplasica de base.
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3.MATERIAL Y METODOS

3.1.Diseio del estudio

Una vez establecidos los objetivos del trabajo analizaremos los resultados
obtenidos en ambos grupos: pacientes gastrectomizados por via abierta frente
a laparoscopica. Es por tanto un estudio comparativo de dos grupos
prospectivo, longitudinal, observacional; en el que se analizan las variables a
estudio de 26 pacientes sometidos a CL (12 pacientes) o a CA (14 pacientes).

Los grupos a estudio son:

- Grupo 1 (laparoscopia): pacientes diagnosticados de cancer gastrico a
los que se les practica una gastrectomia por via laparoscopica entre
Junio de 2010 y Abril de 2012.

- Grupo 2 (laparotomia): pacientes diagnosticados de cancer gastrico a
los que se les practica una gastrectomia por via convencional entre
Junio 2010 y Abril 2012.

3.1.1.Material utilizado en el grupo 1

A continuacion detallamos el material utilizado, que desglosaremos en dos

componentes:
Columna de laparoscopia:

- Equipo de neumoperitoneo: el gas utilizado ha sido siempre COZ2. En toda la

serie se han empleado insufladores automaticos, con una presion fijada

entre 11y 14 mmHg.

- Equipo de iluminacién e imagen: constituido por un laparoscopio con una

camara de video, una fuente de iluminacion y un monitor de television.

Instrumental quirdrgico laparoscépico: Material para la instauracion y el
mantenimiento del neumoperitoneo y para permitir la entrada del instrumental a
través de la pared abdominal (Trécar de Hasson, 3 trocares de 5 mmy 1 de 12

mm, Hand port).
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Instrumental quirudrgico: pinzas atraumaticas, disector de gancho, separador
hepatico, aspirador-irrigador, tijeras, disector, porta agujas, electrocauterio,

aplicador de endoclips, sellador de vasos de 5-10 mm, endograpadoras.

3.1.2.Material utilizado en el grupo 2

El material quirdrgico es el que se utiliza de forma convencional en la cirugia

abierta gastroesofagica en una laparotomia media y/o subcostal bilateral

3.2.Poblacion diana. Criterios de inclusion y exclusién

Se han incluido todos los pacientes intervenidos de neoplasia gastrica por via
laparoscopica y via abierta desde Junio de 2010 hasta Abril de 2012, con una
edad comprendida entre los 18-80 afios, sin restriccion de género ni
localizacion de la neoplasia que no presentaran ninguno de los siguientes

criterios de exclusion:

1. Estudio de extension que demuestre enfermedad a distancia.

2. Pacientes con un indice de Karfnofsky <= 70% o estadio IV de la
clasificacion de ASA que no sean tributarios de tratamiento quirurgico.

3. Pacientes en los que durante la intervencién quirurgica se haya

evidenciado algun motivo de irresecabilidad que haya desestimado la

reseccion.

Pacientes sometidos a cirugia paliativa.

Pacientes sometidos a cirugia no RO.

Neoplasias gastricas de estirpe diferente al adenocarcinoma.

Tumores de cardias Siewert |I.

© N o g &

Pacientes intervenidos de urgencias por complicacién de su neoplasia.

La poblacion a analizar serdn ambos grupos de pacientes (via abierta vs
laparoscopica), realizando un estudio comparativo prospectivo longitudinal,

realizandose la intervencidon quirurgica por una u otra via dependiendo de la
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experiencia del primer cirujano y de las caracteristicas del paciente (IMC,

intervenciones previas, comorbilidad asociada....).

Previo a la cirugia, nuestros pacientes son estudiados mediante una serie
de pruebas de gabinete, laboratorio e imagen (fibrogastroscopia, biopsia,
ecoendoscopia, TC toraco-abdominal, analitica general, transito esdéfago-
gastro-duodenal), para decidir el plan terapéutico en cada caso. Ademas es
necesario proceder a un estudio nutricional antes de iniciar cualquier plan. En
funcion de los resultados obtenidos en el estudio preeliminar, se procedera a

la realizacidon de uno de los siguientes esquemas de tratamiento:

Tratamiento Neoadyuvante: seran sometidos a tratamiento neoadyuvante

todos los pacientes con tumores localmente avanzados definidos ya sea por
técnicas de imagen o quirurgicamente como T3 o T4 o N+. Se realizaran 3
ciclos de QT neoadyuvante, posteriormente reestadificacion y se

programara la intervencién a las 4 semanas.

Cirugia: seran sometidos a tratamiento quirurgico todos los pacientes con un
riesgo  quirdrgico anestésico asumible estatificado como T1, T2 NO en la
estadificacion inicial o T3, T4 o N+ que han seguido tratamiento
neoadyuvante. Seran parametros que contraindicaran de forma absoluta la
cirugia la presencia del enfermedad intercurrente grave de curso crénico,
existencia de metastasis a distancia o afectacion grave del funcionalismo
respiratorio (FEV1 < 1.500 cc; pO2 < 75 mm Hg).

Tratamiento Adyuvante: seran sometidos a tratamiento adyuvante aquellos

pacientes en los que el resultado de la anatomia patolégica sea pT3/pT4 o
N+, que hayan sido sometidos a una cirugia RO y linfadenectomia D1-3. O
bien aquellos casos en los que la cirugia haya sido R1 o R2 o la

linfadenectomia DO, asociando ademas RDT.
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3.3. Protocolo de actuacion, intervencion y recogida de muestras

3.3.1.Estudio preoperatorio estandar (igual en ambos grupos)

Todos los pacientes de la serie se han sometido al mismo protocolo de estudio

diagnéstico:

- Anamnesis

- Estudio preoperatorio estandar (Analitica - Hemograma, hemostasia,

bioquimica, marcadores tumorales, radiografia de térax,

electrocardiograma, exploraciones complementarias especificas de

neoplasia gastrica, valoracion anestésica)

- Valoracion por el Comité de Tumores (multidisciplinar: Cirujanos,

Digestélogos, Oncdélogos, Radioterapeutas y Radiologos).

3.3.2.Pauta de preparacion preoperatoria (igual en ambos grupos)

- Preparacion nutricional

- Pauta de preparacion intestinal

- Rehabilitacion

- Colocacién de vias previas

- Reserva de sangre para el acto quirurgico
- Profilaxis antibiética y tromboembdlica

- Tratamiento sedante

3.3.3.Actividad preoperatoria inmediata (igual en ambos grupos)

- Maniobras de instrumentacion (vias arteriales y venosas, sonda digestiva,

urinaria, catéter epidural.....)
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- Colocacién del paciente
- Mantenimiento de la temperatura
- Equipos quirurgicos

- Requerimientos de instrumentacion especifica

3.3.4.Acto quirurgico

Grupo 1 (laparoscépico)

Una vez realizada la actividad anestésica, el paciente se coloca en decubito
supino con los miembros inferiores en abduccidn y ligeramente flexionados.
Posteriormente se procede a la colocacion del equipo quirurgico (fig.9), los
trocares de trabajo y la realizacién de la cirugia (Gastrectomia total/subtotal

junto con Linfadenectomia segun el tipo del tumor).

Figura 9: colocacion del equipo quirdrgico CL.
Enciclopédie Médico-Chirururgicale.

Grupo 2 (laparotomia)

Una vez realizada la actividad anestésica previa a la cirugia se procede a la
intervenciéon. El paciente se coloca en decubito supino. La via de abordaje

principal es una laparotomia subcostal bilateral (laparotomia media en algun
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caso), a través de la cual se revisa la cavidad abdominal para valorar la
resecabilidad del tumor y la presencia de lesiones a distancia. Del mismo modo
se procede a la realizacion de una Gastrectomia total/subtotal con

Linfadenectomia segun el tipo del tumor.

3.3.5.Recogida de muestras — Coleccién del tejido (igual en ambos

grupos[

Como ya hemos sefalado previamente, hay que destacar la importancia del
peritoneo en la respuesta inmunitaria a la hora de provocar un estrés
quirurgico. Por ellos hemos basado nuestro estudio en la recogida de muestras
peritoneales para analizar la respuesta inflamatoria a nivel local en la cirugia
del cancer gastrico, ya sea por laparotomia convencional o por laparoscopia. A
continuacion detallaremos la parte técnica del proceso de recogida y el método

de analisis.

Este procedimiento tiene por objeto garantizar que las muestras de tejidos
recogidos de pacientes que han consentido (mediante consentimiento
informado), se conserven de manera segura, oportuna y eficiente, evitando
riesgos de contaminacion. Para facilitar el uso de las técnicas gendmicas,
protedmicas e histolégicas es vital un proceso adecuado de recoleccién, y
transporte. Una rapida conservacion de las muestras garantiza la obtencion de

productos con alta integridad y calidad.

3.3.5.1.Consideraciones generales

1. La utilidad cientifica de los datos obtenidos del analisis del tejido se

encuentra directamente relacionada con la calidad del espécimen tisular.

2. La integridad celular y molecular se encuentra afectada por varios
factores como son el tipo de tejido, las condiciones de hipoxia tisular, el
meétodo de conservacion, las condiciones de almacenamiento, la hipoxia

antes de la escision y los métodos de extraccidn para los productos
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tisulares. Los siguientes factores se han tenido en cuenta durante el
proceso de obtencion y mantenimiento del tejido para garantizar la

integridad de éste para ser utilizado en investigacion:

Minimizar el tiempo en el que el tejido es sometido a condiciones de
hipoxia, para evitar iniciar los mecanismos de muerte celular y

subsiguientes procesos de degradacion.

Utilizar agentes o tratamientos para inactivar la degradacion enzimatica

para conservar la integridad de los acidos nucleicos.

La preservacion de tejido fresco congelado, si el uso es para analisis del

acido nucleico.

Almacenar el tejido congelado y sus productos a temperaturas
apropiadas, especialmente si el almacenamiento es para largos

periodos de tiempo.

Evitar la contaminacion entre distintos tejidos histolégicos o procesados a
la vez, si el producto esta destinado a estudios de amplificacion de

acidos nucleicos.

No colocar el tejido en formol o derivados si se desea conservar tejido

fresco congelado.

3.3.5.2.Transporte del tejido

1. Inmediatamente después de haber sido notificado por el personal de
quiréfano (o por la persona responsable de la identificacion de la
disponibilidad del espécimen) de la existencia de tejido candidato, la
persona responsable de la obtencion de la muestra desde el quiréfano
organiza su transporte al laboratorio patolégico (o laboratorio designado)

de manera optima para preservar la integridad celular y molecular.

2. La persona delegada responsable toma una porciéon de tejido del

descarte quirurgico, no necesario para el diagnéstico.

3. Se preparan previamente los kits de coleccién, preparacion y almacén
tisular, etiquetados segun el tipo de muestra a recoger:
N°paciente — A/L (CA o CL) — P(peritoneo) — 0/1 (tiempo 0 0 1) — R/N
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(RNA later o Nitrogeno) — n°® de muestra (1,2,3).
Ej: 01APOR.1, 25LP1N.2
4. La movilizacion rapida de la pieza, no mas de 30 minutos entre la

reseccion y el inicio de su conservacion.

El proceso de recogida de muestras se ha realizado siempre por el mismo
personal médico y siguiendo la misma técnica de recogida y procesamiento de
las mismas. Se procede a una extraccion y procesado de tejido peritoneal en el
momento del inicio de la cirugia (igual en ambas vias) y a tiempo 1 de la cirugia
(1 hora tras haber iniciado el acto quirdrgico). ElI material extraido
(aproximadamente 1-2 cm2 de peritoneo) a tiempo 0 y a tiempo 1 es

procesado de la siguiente manera:

Manipulacion en ambiente estéril, mediante:
- talla 'y guantes estériles de quiréfano

- material quirdrgico procedente de la cirugia que se esta llevando a cabo

Division de la muestra en 6 piezas que se distribuiran de la siguiente forma:

- muestras en criotubo estéril que contiene solucion RNAlater® a T2
ambiente (posteriormente paso a nevera 4° y extraccion del RNAlater® y
cambio a - 80° C en congelador a las 24h)

- muestras en 3 criotubos estériles independientes que inmediatamente
son congelados mediante Nitrégeno liquido (preservacion mediante
termo metélico homologado) y posteriormente son trasladadas una vez

congeladas al Congelador -80°C.

Tras finalizar el acto quirurgico, las muestras son trasladadas al Laboratorio de
Inmunologia para la Investigacién y Aplicaciones Diagndsticas - Biobanco,
ubicado en el edificio de investigacion de nuestro complejo hospitalario
Germans Trias i Pujol, para conservacion en nevera y/o congelador tal y como

se ha expuesto en el punto anterior.
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3.3.5.3.Conservacion del tejido en RNAlater®

Se han tenido en cuenta las siguientes consideraciones:

1.
2.

Tratado del tejido como potencialmente infeccioso.
Identificacion y/o etiquetado de los crioviales, y preparaciéon de todo el

material antes del aviso desde quiréfano.

. Colocacién en la solucion RNAlater® inmediatamente, o dentro de los 30

minutos siguientes desde su reseccion.

. Cuidado de que el tejido seccionado no se seque ni se contamine por

contacto con otros tejidos o muestras. Utilizacion de pinzas, tijeras y
bisturies limpios y estériles, evitando contaminaciones cruzadas entre

muestras o entre zona tumoral y tejido normal.

. No contacto de la muestra con formol en ninguna etapa de su procesado. No

adicidon de suero a la muestra.

. Con ayuda de una tijera (para evitar desgarros) y unas pinzas estériles

obtencion de fragmentos de 0,2 x 0,2 x 0,2 cm.

. Colocacion con pinzas estériles de 3 fragmentos en el criotubo sumergidos

en 0,5 ml de solucién RNAlater®.

8. Incubacioén 24h a 4°C.

9. Posteriormente almacenamiento a -80°C: procedimiento realizado bajo las

mismas condiciones de esterilidad y cuidado mencionados. Extraccién del
sobrante de RNAlater® y preservacion de las muestras por separado en

criotubos independientes en congelador -80°C.

3.3.5.4.Congelacion rapida del tejido

Se han tenido en cuenta las siguientes consideraciones:

1. Tratado del tejido como potencialmente infeccioso.

2. Congelacion llevada a cabo por la persona entrenada para ello.

3. Criotubos etiquetados y preparado de todo el material y equipos antes
del aviso desde quirdfano.

4. Congelacion del tejido inmediatamente, o dentro de los 30 minutos
siguientes desde su reseccion.

5. Cuidado de que el tejido seccionado no se seque ni se contamine por
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10.

contacto con otros tejidos o muestras. Utilizacion de pinzas, tijeras y
bisturies limpios y estériles, evitando contaminaciones cruzadas entre
muestras o entre zona tumoral y tejido normal.

El tejido congelado directamente es apto para la obtencién de ADN,
ARN vy proteinas. No contacto de la muestra con formol en ninguna
etapa de su procesado. No adicién de suero a la muestra.

Con ayuda de una tijera (para evitar desgarros) y unas pinzas estériles
obtencion de fragmentos de 0,2 x 0,2 x 0,2 cm 9.

Colocacion con pinzas estériles de 3 fragmentos en 3 criotubos
independiente.

Cierre de los criotubos e introduccion en el nitrégeno liquido.
Congelacién del espécimen en 30-60 segundos.

Transferencia de la muestras a un congelador de -80°C (transporte en

termo resistente para nitrégeno liquido).

3.3.6.Postoperatorio inmediato (igual en ambos grupos)

El curso postoperatorio inmediato en la Unidad de Reanimacién consta de los

siguientes pasos:

- Normalizacién de la temperatura corporal

- Controles hemodinamicos y respiratorios

- Despertar

- Pauta analgésica

- Nutricion en las primeras horas

- Control de heridas y drenajes

- Fisioterapia respiratoria

- Profilaxis tromboembdlica

- Control analitico y radiolégico

- Cambios posturales

- Una vez en la planta el postoperatorio sigue la siguiente pauta:
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Atenciones de enfermeria descritos en el apartado anterior

Rehabilitacion funcional

Soporte psicologico

Consejos dietéticos

Tratamiento de las complicaciones

3.3.7.Alta médica

Una vez que el paciente tolere la dieta oral correctamente, se hayan retirado
los drenajes abdominales y si no se ha presentado ninguna incidencia, se

autoriza el alta dando unas pautas de control:
- Medicacién analgésica y sedante
- Consejos nutricionales

- Atencién de las heridas postoperatorias

3.3.8.Tratamiento adyuvante y neoadyuvante (igual en ambos grupos)

Los pacientes realizaran tratamiento adyuvante y/o neoadyuvante segun los

protocolos descritos y valoracion previa por el Comité de Tumores.

3.3.9.Estudio anatomopatologico (igual en ambos grupos)

La pieza quirurgica se envia a Anatomia Patolégica en formol. El patélogo hace

un analisis y descripcion macroscopica de la pieza:

Tamano de la pieza

Localizacion y descripcion del tumor

Distancia al margen superior

Distancia al margen inferior
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- Medidas del tumor

A continuacion se procede a la diseccion y recuento ganglionar (pTNM).

3.4. Procesamiento y analisis de muestras

El proceso de valoracion de proteinas consta de 4 pasos principales:

1. Fragmentacién del tejido de forma mecanica y manual con mortero y
nitrégeno liquido.

2. Homogenizacién mediante gentleMACS Dissociator (MACS Milteny
Biotec) en tubos M de la misma casa. Se utiliza un buffer de lisis
especifico para los arrays al que ponemos un cocktail inhibidor de
proteasa. Centrifugamos y trabajamos con el sobrenadante.

3. Cuantificacion de proteinas total mediante BCA (Thermo scientific).

4. Quantibody human TH17 array (Raybiotech).

Como ya hemos senalado, las citocinas juegan un importante papel en la
inmunidad innata, apoptosis, angiogénesis, crecimiento y diferenciacién celular.
Participan en interacciones entre diferentes tipos celulares, respuestas
celulares segun las condiciones ambientales, mantenimiento y homeostasis;
asi como en la mayoria de los procesos patologicos, incluidos cancer y

enfermedades cardiacas.

El método tradicional para detectar y cuantificar citocinas es a través de un
ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). En este método, la
proteina diana esta primero inmovilizada en un soporte sélido. A continuacion
forma un complejo con un anticuerpo que esta ligado a una enzima. La
deteccidon de la enzima-complejo puede ser visualizado a través del uso de un
sustrato que produce una senal detectable. Mientras que el método tradicional
funciona bien para una unica proteina, el procedimiento general consume
mucho tiempo y requiere un gran tamano de muestra. Con una muestra

pequefia, la conservacion de la misma se convierte en una tarea arriesgada.
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Dados los avances en la tecnologia de microarrays en la ultima década, hay
actualmente mas opciones disponibles para los cientificos. Un lider de gran
experiencia en el campo, Raybiotech, es pionero en el desarrollo de arrays de
anticuerpos de citocinas, que ahora se ha aplicado ampliamente en la

comunidad de investigacion.

Quantibody Array ®, es una plataforma de matriz cuantitativa elaborada por
Raybiotech basado en la tecnologia de ELISA y permite a los investigadores
determinar con precisién la concentracion de citocinas de forma simultanea.
Combina las ventajas de la alta sensibilidad de deteccién / especificidad de
ELISA y el elevado rendimiento de las arrays. Igual que un método tradicional
ELISA utiliza un par de anticuerpos especificos para la deteccion de citocinas.
Un anticuerpo de captura se une primero a la superficie de vidrio-soporte
sélido. Después de la incubacion con el muestra, la citocina objetivo es
atrapada en la superficie sdlida. Un segundo complejo biotina-anticuerpo de
deteccion se afade a continuacién, que reconoce un isétopo diferente de la
citocina objetivo. EI complejo citocina-anticuerpo-biotina puede, a continuacién
ser visualizado a través de la adicion de la estreptavidina marcada con
colorante equivalente Cy3 utilizando un escaner laser. A diferencia del ELISA
tradicional , Quantibody utiliza el formato de array. Al poner en orden varias
citocinas especificas de anticuerpos de captura sobre un soporte de vidrio, la

deteccion de multiples citocinas en un experimento se hace posible.

En detalle, un portaobjetos de vidrio estandar es marcado con 16 pocillos
de idénticos arrays de anticuerpos de citocinas. Cada anticuerpo, junto con los
controles positivos es expuesto por cuadruplicado. La corredera incluye una
junta extraible de 16 pocillos lo que permite procesar 16 muestras en un

dispositivo (fig.10).
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Figura 10: placa estandar arrays. Protocolo Quantibody human TH17 array
(Raybiotech)

Pueden juntarse cuatro dispositivos en una bandeja, que coincide con una
microplaca estandar y permite el proceso automatizado mediante robédtica de
alto rendimiento de 64 arrays de proteinas de forma simultanea. Para la
cuantificacion de citocinas, los estandares especificos del array de proteinas,
cuya concentracion ha sido predeterminada, pueden generar un curva para
cada citocina. En un experimento real, las citocinas estandar y las muestras se
ensayaran en cada array simultaneamente a través de la técnica ELISA. Al
comparar las sefales a partir de muestras desconocidas con la curva estandar,

la concentracion de citocinas en las muestras se determinara.

Se ha confirmado que Quantibody kits Array ® tiene una sensibilidad de
deteccion similar al método tradicional ELISA. Loa actuales equipos de alta
densidad Quantibody permiten a los cientificos determinar cuantitativamente la
concentracion de 200 citocinas humanas o 120 citoquinas de ratén en un solo
experimento. Esto no soélo es uno de los productos mas eficientes en el
mercado para la cuantificacion de citocinas, sino que ademas hace que sea
mas asequible la cuantificacion de gran numero de proteinas. La deteccion
simultanea de multiples citocinas, sin duda, proporciona una herramienta
poderosa para los avances en medicamentos y el descubrimiento de

biomarcadores (fig.11).
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Figura 11: mecanismo de
funcionamiento.

Protocolo Quantibody
human TH17 array
(Raybiotech)
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Tras la recepcion, todos los componentes del kit Quantibody array deben

almacenarse a -20°C . A esta temperatura el kit conservara su actividad

completa un maximo de 6 meses. Una vez descongelado, el chip de vidrio, la

mezcla estandar de citocinas, el coéctel de deteccion de anticuerpos y el

colorante conjugado Cy3 de Estreptavidina deben mantenerse a -20°C y todos

los demas componentes se pueden almacenar a 4°C. El kit completo debe ser

utilizado dentro de los 6 meses siguientes de la compra.

Componentes (Tabla 3)

Item Description 1-Slide kit 2-Slide kit
1  Quantibody® Array Glass Chip 1 2
2 Sample Diluent 1 1
3 20X Wash Buffer I 2 3
4 20X Wash Buffer I 1 1
5 Lyophilized cytokine standard mix * 1 1
6  Detection antibody cocktail 1 2
7  Cy3 equivalent dye-conjugated Streptavidin 1 2
8  Slide Washer/Dryer 1 1
9  Adhesive device sealel 5 10
10  Manual 1 1

Tabla 3: Componentes. Protocolo Quantibody human TH17 array (Raybiotech)




Material adicional requerido

Agitador orbital

Escaner laser para la deteccion de fluorescencia

Papel de aluminio

Agua destilada

Tubos de polipropileno de microcentrifuga 1,5 ml

3.4.2.Consideraciones generales

3.4.2.1.Preparacion de las muestras

Utilizar medios libres de suero si es posible.

- Si es preciso emplear medios con suero, es altamente recomendable que
el medio completo se utilice como control, ya que muchos tipos de

sueros contienen citocinas.

- Se recomiendan los siguientes parametros para las muestras: de 50 a 100
ul de suero original o diluido, plasma, medios de cultivo celular, u otro

fluido corporal, o 50-500 ug/ml de proteina para lisis de células y tejidos.

3.4.2.2.Manejo de chips de vidrio

No tocar la superficie de las diapositivas, las diapositivas de microarrays

son muy sensibles. Solo sujetar las transparencias por los bordes.

Manejar todos los tampones y diapositivas con guantes libres de latex.

Manejar chip de vidrio en el medio ambiente limpio.

Debido a que no hay codigo de barras en la diapositiva, transcribir el
numero de la bolsa portaobjetos en la parte posterior de la corredera con

un permanente antes de deshacerse de la bolsa de diapositivas.
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3.4.2.3.Incubacioén

Cubrir completamente el array con la muestra o tampoén durante la

incubacion.

Evitar la formacion de espuma durante las etapas de incubacion.

Realizar toda la incubacion y los pasos de lavado con rotacién suave.

Cubrir la camara de incubacién con una pelicula adhesiva durante la
incubacion, particularmente cuando la incubacién es mas de 2 horas o

se emplean < 70 pl de muestra o reactivo.

Varios pasos de incubacion, como el paso 6 (bloqueo), el paso 7 (muestra
de incubacion), el paso 10 (incubacién de la deteccion de anticuerpos), o
el paso 13 (incubaciéon de Cy3 equivalente de colorante de
Estreptavidina) se pueden hacer durante la noche a 4° C. Hay que
asegurarse de cubrir la camara de incubacion con fuerza para evitar la

evaporacion.

3.4.3.Protocolo arrays de proteinas. Detalles del mismo.

Secar al aire completamente el chip de vidrio
1. Retirar el chip de vidrio de la caja, y dejar que se equilibre con la
temperatura de la habitacion en el interior de la bolsa de plastico sellada
durante 20-30 minutos. Extraerlo de la bolsa de plastico; retirar la lamina
protectora y dejar secar al aire a temperatura ambiente durante otras 1-2

horas.

Preparar diluciones de citocinas estandar (Fig.12)

Prepare serial dilution of cytokine standards

100ul 100ul 100ul 100wl 100ul 100wl

Yy TS T 0 7 7Y

Add 500ul
Sample Diluent _ 7 =
_/ \) — e ~—

200ul 200pd 200ul 200ul 200ul 200pl 100wl

Vial Labels Std1 Std2  Std3 Std4  StdS  Stdé6 Std7 CNTRL

Figura 12: preparacion de diluciones estandar. Protocolo Quantibody
human TH17 array (Raybiotech)
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Reconstituir la mezcla estandar de citocinas (liofilizado) mediante la
adicién de 500 ul de diluyente de muestras en el tubo. Para una mejor
recuperacion, relizar un rapido giro del vial antes de la apertura. Disolver
el polvo a fondo con una mezcla suave (etiquetada como el tubo de
Std1).

Rotular 6 tubos de microcentrifuga limpios como Std2 y Std7. Anadir 200

ul de diluyente de muestra a cada uno de los tubos.

. Pipetear 100 pl Std1 en el tubo Std2 y mezclar suavemente. Realizar 5

mas diluciones seriadas mediante la adicion de 100 ul Std2 al tubo

STD3 y asi sucesivamente.

Anadir 100 pl de diluyente de muestra a otro tubo etiquetado como
CNTRL. No afadir citocinas estandar o muestras al tubo CNTRL, que

sera utilizado como control negativo.

Bloqueo e incubacion

6.

8.

Anadir 100yl del diluyente de muestra en cada pocillo e incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos para bloquear Ilas
diapositivas.
Decantar el tampon de cada pocillo. Ahadir 100ul de citocinas estandar
o las muestras a cada pocillo. Incubar los arrays a temperatura
ambiente durante 1-2 horas.
Lavado:
Se decantan las muestras de cada pocillo y se lavan 5 veces (5
minutos cada uno) con 150 uyl de 1 x Solucion de lavado | a
temperatura ambiente con agitacién suave. Eliminar completamente la
solucion de lavado en cada paso. Diluir 20 x Solucién de lavado | con
agua.
Se coloca el chip de vidrio con marco en una caja con 1 x Solucion de
lavado | (cubrir el portaobjetos de vidrio entero y el marco con Solucion
de lavado |) y lavar a temperatura ambiente con agitacion suave
durante 20 min.

Se decanta la 1 x Solucién de lavado | | de cada pocillo, lavar 2 veces
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(5 min cada uno) con 150 pl de 1 x Solucién de lavado Il a temperatura
ambiente con agitacion suave. Eliminar completamente la solucion de

lavado en cada paso. Diluir 20 veces la Solucién de lavado Il con H20.

Incubacién con el cocktail de detecciéon de anticuerpos y lavado

9. Reconstituir la deteccién de anticuerpos mediante la adicion de 1,4 ml
de diluyente de muestra al tubo.

10.ARadir 80 pl de la mezcla de anticuerpos de deteccion a cada pocillo.
Incubar a temperatura ambiente durante 1-2 horas.

11.Decantar las muestras de cada pocillo, y se lava 5 veces con 150 ul de 1
x Solucion de lavado | y luego 2 veces con 150 pl de 1 x Solucion de
lavado Il a temperatura ambiente con agitacion suave. Eliminar

completamente la Solucion de lavado en cada etapa de lavado.

Incubacién con Cy3 equivalente de colorante de Estreptavidina y lavado
12.Después de un breve giro hacia abajo, agregar 1,4 ml de diluyente de
muestra a Cy3 equivalente de colorante conjugado de Estreptavidina.
Mezclar suavemente.

13. Anadir 80 pl de Cy3 equivalente colorante conjugado de estreptavidina a
cada pocillo. Cubrir el dispositivo con papel de aluminio para evitar la
exposicién a la luz o incubar en una habitacion oscura. Incubar a
temperatura ambiente durante 1 hora.

14.Decantar las muestras de cada pocillo, se lava 5 veces con 150 ul de 1x
Solucion de lavado a temperatura ambiente con agitacion suave. Quitar

completamente la solucion de lavado en cada paso.

Deteccién de fluorescencia
15.Desmontar el dispositivo presionando los clips hacia fuera desde el lado
de las diapositivas. Retirar con cuidado el portaobjetos de la junta.
16.Colocar el portaobjetos en la lavadora de diapositivas / secadora (un
soporte de 4 diapositivas / tubo centrifuga), afadir una cantidad
suficiente 1 x Solucién de lavado | (unos 30 ml) para cubrirlo en su
totalidad. A continuacion, agite suavemente a temperatura ambiente

durante 15 minutos. Se decanta la Solucidon de lavado |. Lavar con 1 x
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tampdén de lavado Il (unos 30 ml) con cuidado y agite suavemente a
temperatura ambiente durante 5 minutos.

17.Eliminar las gotas de agua completamente por una de las siguientes
maneras:

- Colocar el chip de vidrio en la lavadora de diapositivas / secadora y
secar el cristal del chip por centrifugacion a 1.000 rpm durante 3
minutos sin tapa.

- Secar el chip de vidrio por una corriente de N2 comprimido.

- Aplicar succién suavemente con una pipeta para eliminar las gotas de
agua. No tocar la matriz, solamente los lados.

18.Imagen: Las sefiales pueden ser visualizadas mediante el uso de un
escaner laser equipado con una longitud de onda Cy3 como Axon
GenePix. Cerciorarse de que la sefal procedente del pocillo que
contiene el mas alto nivel de concentracion estandar (STD1) recibe la

lectura mas alta posible.

Analisis de datos
19.La extraccion de datos puede hacerse con la mayoria de los software de
analisis de microarrays (GenePix, ScanArray Express, ArrayVision o

MicroVigene). Se da salida visual, asi como valores digitales (fig.13).
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Figura 13: analisis de datos. Protocolo Quantibody
human TH17 array (Raybiotech)

Mapa de Arrays de Citocinas y curvas estandar (Fig. 14 y 15)

POS1 POS2 v
GM-CSF IFNy 10t
IL-1PB IL-2 >
1L-4 IL-5 2 o]
IL-6 IL-10 £
IL-12p70 IL-13 g 102 ]
1L-17 IL-17F 7
1L-21 1L-22 1077
1L-23 I1L-28A
MIP-3a TGF'BI 100104 100 10 102 10° 10° 100 10°
TNFa TNEB Concentration (pg/ml)
Figura 15: curvas estandar. Protocolo
Figura 14: mapa de citoquinas. Quantibody human TH17 array
Protocolo Quantibody human TH17 array (Raybiotech)
(Raybiotech)
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3.4.4.Quantibody ® Q-Analyzer

Quantibody Q-Analyzer es un array especifico, basado en el programa Excel.

Sin embargo, no es un simple calculo macro, sino que contiene un analisis de

datos sofisticado.

Caracteristicas principales:

Simplicidad: Facil de manejar y no requiere ninguna formacion
profesional. Con una copia simple y proceso de pegado, se determina
la concentracion de citocinas.

Marcado y eliminacién de valores atipicos: El software puede marcar
de forma automatica y eliminar los puntos atipicos de analisis de datos
Mas precisos.

Normalizacion: El programa permite la intra- e inter- normalizacion
para gran numero de muestras.

Dos controles positivos: El programa se lleva a los dos controles
positivos en cada array para la normalizacién.

Dos algoritmos analiticos: Los usuarios pueden elegir cualquier
regresion lineal o log-log algoritmos para satisfacer sus necesidades
analiticas.

Dos salidas de datos: curvas estandar y concentracién digital.

La intervencion del usuario: El programa permite el manejo manual por
parte del usuario de los valores atipicos y otros datos analiticos.
Determinacion de limites inferior y superior: El programa
automaticamente marca los valores por debajo o por encima del rango
de deteccion.

Desviacion Estandar: El programa calcula las desviaciones estandar
de la cuadruplicidad de los puntos para dar exactitud a los datos.

Consejos: Q-Analyzer incluye consejos de analisis en el programa.
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4 RESULTADOS

En total, se han recogido 26 pacientes (20 hombres / 6 mujeres), con una

media de edad de 66 afios (+/-10,33), de los cuales 12 pacientes fueron

intervenidos por via laparoscopica y 14 pacientes fueron intervenidos por via

abierta. Se realizaron un total de 11 Gastrectomias totales + reconstruccion tipo

Blll (de las cuales 6 fueron ejecutadas por via laparoscépica) y 15

Gastrectomias subtotales + 2 reconstruccién Bl / 14 reconstruccion Blll (de las

cuales fueron intervenidas 6 por via laparoscopica).

En las siguientes tablas se pueden observar una descripcidén de la serie de los

pacientes incluidos en el estudio, hallazgos clinico-patolégicos y resultados

postoperatorios.
CL (12) CA (14)

Sexo (hombre/mujer) 9:3 11:3

Edad 61,33 +/- 11,45 70 +/- 7,55

BMI 26,14 +/- 3,67 26,75 +/- 4,98

Localizacion Cardias 1 | Cardias 4
Cardias-fundus 1 | Fundus 2
Fundus 2 | Cuerpo 1
Cuerpo 2 | Cuerpo-antro 1
Antro 6 | Antro 6

Sintomatologia Epigastralgia 6 | Epigastralgia 8
Dispepsia 1 | Dispepsia 2
Disfagia 2 | Disfagia 3
Vomitos 1 | Vomitos 1
Sindrome toxico 4 | Sindrome toxico 7
HDA 3 | HDA 4
Anemia 3 | Anemia 7

Patologia asociada Cardiaca 0 | Cardiaca 4
Respiratoria 0 | Respiratoria 7
Otras 6 | Otras 8

Cirugia abdominal Cx gastrica 1 | Cx gastrica 4

previa Otras Cx 2 | Otras Cx 3

Neoplasia previa No gastrica 1 | No gastrica 1

Tabla 4: Descriptiva de la serie
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CL (12) CA (14)

ASA

! 6 6
1]} S 5
v 1 3
Estadio (pTN)

Tis 1 1
T 3 2
T2 2 1
T3 5 4
T4 1 6
N presente 4 8
N ausente 8 6

N° de ganglios postop.

resecados

18,41 +/- 10,43

20,71 +/- 21,26

Complicaciones

Médicas 2 2
Quirargicas 5 4
Duracion 1Q 241,66 +/- 40,47 | 181,07 +/- 54,28

Estancia hospitalaria

23,5 +/- 19,57

13,5 +/- 7,49
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Hasta el momento se han realizado 2 arrays de proteinas en los que hemos
evaluado un total de 9 muestras. Se ha puesto a punto la metodologia descrita

de extraccion, cuantificacion y el protocolo del array.

En el primer array de las 20 citocinas evaluadas se obtuvieron valores
cuantificables de 11 proteinas (INF, IL2, IL5, IL6, IL13, IL21, IL22, IL23,
TGFB1, TNFa y TNFB). De 2 (GM-CSF e IL-10) los valores fueron muy bajos
y de 7 (IL-1b, IL-4, IL-12p70, IL-17, IL-17F, IL-28a, MIP-3a) no hubo expresion

en el 80% de los casos.

En el segundo array hubo menor expresion, de las 20 citocinas evaluadas se
obtuvieron valores cuantificables de 8 proteinas (IL-2, IL-5, IL-6, IL-13, IL-21,
IL-22, IL-28A, TNFB). De 9 (GM-CSF, IFN, IL-1b, IL-4, IL-12p70, IL-17, MIP-
3a, TGF-B1, TNFa) no hubo expresion en el 80% de los casos. Y de 3 los
valores fueron muy bajos (IL-10, IL-17F, IL-23).

Durante este proceso hemos encontrado las siguientes dificultades:
cantidad de RNA insuficiente en algunos casos, para solucionarlo aumentamos
la cantidad de tejido para la homogeneizacion de éste y posterior purificacion
del RNA de forma manual para aumentar el rendimiento de las columnas de
purificacion. De esta manera conseguimos tener una concentracion optima de
RNA. Por otro lado, algunas muestras presentaban integridad del RNA baja,
analizamos muestras extraidas en distintos dias para comprobar que la
obtencién/manipulacién fuese responsable de RQI bajos (RQIl: RNA qualitiy
index, evaluado mediante el bioanalizador Experion que indica la integridad del
RNA, imprescindible para la realizacién de estudios de expresion mediante
microarrays ya que el RNA degradado podria dar falsos positivos o falsos
negativos. Se considera optimo a partir de 7). Los RQI bajos podrian estar
relacionados con el uso del bisturi eléctrico durante la intervencidn/extraccion
del tejido peritoneal, por lo que se realizd6 a partir de entonces siempre

mediante bisturi frio.
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Como resultados preliminares hemos interpretado la respuesta del TNF en
nuestras muestras. Los niveles basales de TNF en peritoneo al inicio son
comparables (p=NS; Test de Wilcoxon). Al comparar las variaciones en el
tiempo, observamos que en el grupo intervenido por laparoscopia hay un
incremento significativo, expresandose mas TNF en la CL a la hora (t0 vs t1; p
< 0,05; Wilcoxon), cosa que no ocurre en las abiertas (p = NS). Si comparamos
los incrementos del TNF en la CA vs. CL, tampoco hay diferencias significativas
(p = ns; test de Mc Nemar). En nuestra muestra, aunque hubo diferencias en
los valores finales, en ambos abordajes, el incremento del TNF en respuesta a

la agresion quirurgica es similar.

800

600 -

400 ~

200 ~

TNF-© en tejido peritoneal (pg/mL)

LAP OPEN

B TNF t0
1 TNF 1

Tabla 6: Valores de TNF en tejido peritoneal CL vs CA.
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5.DISCUSION

La gastrectomia asistida por laparoscopia para el tratamiento del cancer
gastrico ha despertado el interés de los cirujanos en la actualidad. Debido a
sus ventajas, incluyendo un menor trauma y superior efecto cosmeético en
comparacién con la cirugia abierta convencional, se ha considerado como un

procedimiento estandar para el tratamiento del cancer gastrico.

Dejando a un lado los aspectos meramente técnicos de la cirugia
laparoscopica vs. abierta, queremos tratar algunos aspectos de relevancia en
la respuesta inmunolégica, basandonos en los mecanismos inflamatorios a

nivel local (tejido peritoneal).

La polémica por la via de acceso en la cirugia cred una brecha en la
ejecucion de los procedimientos quirurgicos y sus realizadores. Posiciones

radicales en ambos sentidos se encuentran publicadas™* "% %

pero hoy
vemos cambios en la forma de pensar, llegando a un punto mas especifico,
basado en la biologia de los tumores, respuesta inmunoldgica local y sistémica,
conciliando ambas posiciones y colocandonos en la actitud de recapacitar y
adecuarnos a la mejor opcion, basados en los resultados y estudios publicados

en la literatura.

La cirugia desencadena respuestas de fase aguda y deprime
transitoriamente la funcién inmunitaria sistémica'®. Ademas, la preservacion
de la inmunidad sistémica se asocia con una menor incidencia de
complicaciones infecciosas, recurrencias locales y metastasis a distancia’®. La
mayoria de los estudios que han comparado la colecistectomia laparoscépica y
abierta han concluido que el abordaje laparoscopico atenua la respuesta de
fase aguda'®. Sin embargo, después de grandes cirugias laparoscépicas en
enfermedades malignas, las diferencias en la funciéon inmune celular, se hacen

menos evidentes.
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Los procedimientos de cirugia abdominal mayor producen un cumulo de
efectos reconocidos en el sistema inmune. Estos incluyen la liberacién de
citocinas, proteinas reactantes de fase aguda y la deplecién de la respuesta
inmune mediada por células. La via laparoscopica conlleva ademas una
mejoria en el estado postoperatorio en comparacion a la cirugia tradicional con
disminucion del dolor y menor frecuencia de ileo posquirtrgico''°. Si bien no se
ha demostrado una diferencia significativa en supervivencia ni recurrencia de
los grupos comparativos, en términos oncoldgicos se abre un nuevo panorama
de abordaje al cancer gastrico que pareciera tener implicaciones positivas en

los aspectos inmunoldgicos.

Un ejemplo y aproximacién al interrogante de que la inmunosupresion
afecta al prondstico tumoral y la respuesta sistémica inmunitaria, es la
realizacion de transfusiones en el periodo cercano a la cirugia o en la cirugia,
que causa una marcada depresion de la respuesta mediada por células, lo que
trae un deterioro del prondstico a largo plazo en comparacion a los pacientes

no transfundidos en el mismo estado de enfermedad’".

El impacto de la cirugia en los pacientes con cancer, en la inhibicién del
crecimiento de células tumorales liberadas durante el procedimiento y la
disminucién de la apoptosis (células mononucleares y granulocitos) implica una
modificacion en la resistencia del huésped a los tumores y otros mecanismos
de defensa, durante y después de la cirugia. Se ha demostrado la alteracién
en el balance entre los factores estimuladores de angiogénesis y las células
reguladoras del crecimiento tumoral’?. Kirkman utiliz6 plasma de pacientes
llevados a cirugia para reseccion de colon vs. pacientes llevados a bypass
gastrico, con porcentajes iguales de pacientes abiertos y por laparoscopia.
Demostrd un incremento in vitro de factores de crecimiento tumoral en el primer
dia postoperatorio de muestras de plasma de pacientes llevados a cirugia

abierta en comparacion con las de los mismos pacientes antes de la cirugia.

Las razones moleculares en que se basan los mecanismos inmunes se

expresan en tres respuestas:

1. Respuesta mediada por células
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2. Respuesta inflamatoria
3. Respuesta de hipersensibilidad retardada

La hipersensibilidad retardada valorada pre y postoperatoriamente es una
de las formas simples de evaluar la actividad de este tipo de respuesta.
Muchos de estos ensayos se han realizado en cirugia colorrectal y
especificamente en cancer, pero otros se han desarrollado en estudios de
colecistectomia laparoscopica vs. colecistectomia abierta o en procedimientos
antirreflujo. El estudio de Allendorf, en 1996, demostré una menor respuesta de
hipersensibilidad retardada en pacientes a quienes se les realizé reseccion de
ciego por via laparoscopica vs. abierta hasta el tercer dia postoperatorio

cuando esta proporcién se igualé'™ ',

Existen también un gran numero de citocinas liberadas posteriormente a
la cirugia o cualquier traumatismo, es el caso de la IL-6 (Interleuquina 6), IL- 8 y
la IL-1B. Se encontraron aumentos de estas sustancias en el postoperatorio de
cirugia colorrectal abierta en comparacion con la cirugia laparoscopica, de

significancia en las primeras 24 horas'"® '"°.

Finalmente, la respuesta mediada por células ha sido mas extensamente
estudiada en estos casos e incluye una serie de interacciones que condensan
los tipos de respuesta inmune ya descritos. Los linfocitos T y las células
asesinas (Natural Killer) se han encontrado en niveles bajos como respuesta al
trauma. Pero la identificacion colateral de estas células a través de los niveles
de IFN-y y de la IL-4 encontraron alteraciones importantes en el radio de
identificacion Th1/Th2 entre laparoscopia y colectomia abierta, predominando
la Th2 en la primera, con implicacion en la respuesta asociada a linfocitos B,
asi como también el predominio de la relacion entre CD4 y CD8 con
preponderancia de las células ayudadoras en los pacientes llevados a cirugia
laparoscopica vs. abierta. Otros estudios in vitro de la funcion de macréfagos y
monocitos estan en relacion con la insuflacion del neumoperitoneo con CO,
inhibiendo la funcién de los macréfagos. También la disminucion en la
expresion del HLA-DR en los pacientes abiertos para colectomia favoreciendo

a los pacientes intervenidos por laparoscopia en el cuarto dia postoperatorio’"”.
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La CL para ser aceptada como abordaje de eleccion en el tratamiento de
enfermedades malignas, debe garantizar la perfeccién quirurgica , al igual que
los métodos abiertos son capaces de proporcionar seguridad, tanto en bases
fisiologicas, como en términos de prevencion de la diseminacion del tumor y
recurrencia. Algunos estudios en modelos animales han concluido que por via
laparoscopica la cirugia presenta un mayor riesgo de metastasis hepaticas y de

I""®mientras que otros han concluido lo contrario'®. En

crecimiento tumora
cuanto a enfermedades malignas de colon y cancer renal, varios estudios
concluyen que no hay diferencias entre las integridades de la inmunidad
peritoneal y sistémica después del trauma quirurgico, entre el enfoque abierto y

1.12% obtuvo mas

laparoscépico' 2" 122 Sin embargo, Fujii et al."”® y Balli et a
resultados favorables para los grupos laparoscopicos en cuanto al
mantenimiento de la inmunidad peritoneal y sistémica después de la cirugia.
Sin embargo, sus estudios revelaron una diferencia notable entre la CL y CA
en relacion al estadio TNM, la tasa de complicaciones, y la transfusion, que

tienen muchas probabilidades de afectar a la inmunidad del huésped.

En lo referente al cancer gastrico, desde que Kitano describié por primera

4'% muchos informes han

vez la CL para el cancer gastrico a principios de 199
apoyado sus resultados en muchos aspectos'® '?”. Adachi et al'®” destacé las
ventajas de la laparoscopia en cuanto a la reduccion de las reacciones de fase
aguda, la minimizacion de la lesién del tejido, y la supresion de la funcidn
inmune. Sin embargo, su estudio carecia de suficientes datos objetivos de
laboratorio y presentaba demasiados parametros quirurgicos. Por otra parte, se
han realizado muy pocos estudios sobre las reacciones inmunolégicas e
inflamatorias después de gastrectomia radical y la cirugia combinada con
linfadenectomia extensa. Un estudio’®® demostré que la PCR se incrementa en
un menor grado (P = 0,03) en CL en cancer gastrico, lo que indica que la CL
causa menos dafio en los tejidos que la cirugia abierta. Ademas analizaron la
proteina SAA, un precursor en el suero, que se deposita en el tejido de la
amiloidosis secundaria y en enfermedades inflamatorias crénicas, tales como
la tuberculosis o la enfermedad reumatica crénica’®®. SAA es sintetizada en el
higado en presencia de una reaccion inflamatoria aguda y es liberada al suero

a un nivel notable en comparacién con la PCR. Los niveles de SAA en CL
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fueron significativamente mas bajos (P = 0,01) que en CA, lo que apoya la idea
de que la lesion del tejido y la respuesta inflamatoria aguda después CL ocurre

a un menor grado que después de CA.

Otros estudios recientes han identificado que las citocinas producidas
durante la cirugia influyen en la recurrencia del tumor in vitro ™*°. La
concentracion de IL-18 y TNF-a, que juegan un papel importante en la
respuesta mesotelial en la lesién peritoneal, aumentan significativamente en el
liquido peritoneal postoperatorio. Esto crea un microambiente rico en
concentraciones de citocinas y factores de crecimiento el peritoneo
traumatizado. En este estudio in vitro, se demuestra que la preincubacién de
las células mesoteliales con las citoquinas IL-1B y TNF-a incrementan
significativamente la adhesién de SGC-7901 y MKN-45 en el carcinoma
gastrico con las células mesoteliales. Este fendbmeno también se observd en
las células tumorales de ovario™'. EI mecanismo exacto de como los factores
inflamatorios promueven la adhesién de las células de cancer gastrico a las
células mesoteliales es todavia desconocida. Los resultados de
inmunohistoquimica en el cancer gastrico humano y muestras de tejido
peritoneal fueron también convincentes con respecto a la expresién de
moléculas de adhesion.

Ge Yu el al ™2

estudiaron también las diferencias del trauma quirurgico
en CL vs. CA. La agresion quirurgica estimulé la liberacidn de una gran
variedad de citocinas. Las citocinas son producidas en el sitio de la lesion como
mediadores de la respuesta del huésped a la lesion quirurgica. IL-18 y TNF-a
son los principales reguladores de la respuesta mediada por citocinas, y sus
niveles han demostrado que se correlacionan con la severidad de la agresion
quirurgica. El efecto de la CL y la CA sobre la secrecion de citocinas
intraperitoneales inflamatorias locales y sistémicas (IL-18 y TNF-a) también se
investigd. La IL-1B presenta una mayor concentracién a las pocas horas de la
cirugia y alcanzo su punto maximo a las 24 h, con niveles de mas del doble en
CA respecto a CL. Puede ser que la respuesta inflamatoria y la respuesta de
células de fase aguda sean mayores después de la cirugia convencional que

con la laparoscopia. Curiosamente, en ambos grupos, los niveles de IL-13 en el
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drenaje peritoneal fueron aproximadamente 100 veces mayor que los niveles
séricos. Esto apoya la idea de que la IL-1B se genera localmente y es
compartimentada en respuesta a un trauma, que esta en acuerdo con otros
estudios’® **. TNF-a es un potente inductor de la produccién de IL-1B y es
responsable de las manifestaciones sistémicas como son fiebre, taquicardia,
aumento de catabolismo, y la hipotension. EI TNF-a es uno de los primeros
mediadores que aparece después de la lesion quirurgica y tiene una vida
media de menos de 20 min. En este estudio, la liberacion de TNF-a aumento
rapidamente cuando comenzd la operacion, alcanzé el nivel mas alto en 4
horas, y luego disminuyé gradualmente. Por lo tanto, la secrecién de TNF-a no
es coherente con la IL-1B perioperatoriamente en ambos grupos. Sin embargo,
no hubo diferencias significativas entre ambos. Estos resultados son
consistentes con los reportados por Leung y colaboradores™® que
demostraron que no habia diferencia en las respuestas locales y sistémicas de
concentracion de TNF-a después de la colectomia laparoscépica y abierta en
recto y colon sigmoide. Por lo tanto, tal estudio demuestra que los factores
inflamatorios, tales como la IL-1B y TNF-qa, tienen un efecto positivo sobre la
adherencia de las células de cancer gastrico a las células mesoteliales
peritoneales por aumento de la expresion de moléculas de adhesion. Por tanto,
es posible que el trauma quirurgico sea uno de los principales factores que
influyen en la recidiva local y metastasis peritoneal después de un abordaje
quirurgico. Como resultado, el impacto de laparoscopia en la regién abdominal,
en el postoperatorio y en la respuesta inmune sistémica es menor que la
observada con el abordaje convencional. Asi, se concluye que CL es una
técnica que tiene ventajas clinicamente relevantes, y también genera menos
factores proinflamatorios que en la CA, que puedan promover la recurrencia

local y metastasis peritoneales del cancer gastrico.

En nuestro estudio, mediante el analisis de la respuesta inflamatoria
peritoneal pretendemos llegar a resultados similares a los de los estudios
publicados hasta la fecha y valorar si esta respuesta local es menor en la via
laparoscopica en comparacion con la via abierta en el cancer gastrico. Ademas
nos planteamos investigar mediante la tecnologia de los arrays de proteinas si

se presenta alguna nueva respuesta o linea inflamatoria diferente,

70



dependiendo de la via de abordaje y la correlacion de esta respuesta inmune

con los parametros clinicos presentados en cada caso.

Tal vez en el futuro, la medida necesaria para llevar estos pacientes a
cirugia sera optimizar la inmunidad tan afectada en esos estados y
probablemente el procedimiento menos invasivo sea la opcion laparoscopica,
mas efectiva en este aspecto. La CL para cancer gastrico se visualiza como un

factor muy importante y dependiente en la preservacion de esa inmunidad.

71



6.CONCLUSIONES

Durante este periodo se ha realizado el analisis intermedio de los resultados
clinicos de la aplicacién del programa de CL del cancer gastrico frente a la CA.
La reseccion de las neoplasias gastricas asi como las linfadenectomias
asociadas se pudieron realizar de manera segura por via laparoscépica con
una morbimortalidad similar a la de la cirugia convencional si bien el dolor

postoperatorio fue menor y la recuperacién precoz.

En lo referente a los resultados inmunoldgicos (ver apartado resultados)
todavia estamos pendientes de resultados definitivos, pero basandonos en los
resultados preliminares, en la literatura publicada hasta la fecha, y dada la
moderna tecnologia del analisis mediante arrays de proteinas, creemos que es
posible llegar a obtener conclusiones estadisticamente significativas que
apoyen nuestra hipétesis acerca de una menor respuesta inflamatoria local en
el abordaje laparoscépico en el cancer gastrico y su correlacién con datos

clinicos y prondsticos.
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