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SUMMARY 
Purpose: The early detection of gastric cancer (GC) is crucial for successful treatment 

and patient survival. However, compliance with current screening methods remains poor. 

This study aimed to identify and validate an accurate a tissue-based protein expression 

signature for GC detection using low-cost affinity proteomics. Methods: The detection of 

120 cytokines, 43 angiogenic factors, 41 growth factors, 40 inflammatory factors and 10 

metalloproteinases was performed using commercially available Human antibody 

microarray-based Arrays (RayBiotech, Inc.). There were 33 paired samples divided into a 

training set (n=11) and a validation set (n=22) for the identification of differentially 

expressed proteins between GC tissues and normal gastric mucosae. Results: Using a 

discovery cohort of matched pairs of tumor/normal gastric tissues we identified 21 proteins 

with significant differences in expression between malignant and normal samples. To 

assess the performance of the 21 predictors in the classification of unknown samples, we 

carried out a prediction for “GC” or “non-GC” phenotype in a blinded test set. Using this 

expanded independent validation cohort, the 21-protein expression signature classified 

gastric samples as “GC” or as “non-GC” with sensitivity of 82% (95% CI 59-94) and a 

specificity of 73% (95% CI 49-89). Positive predictive value and negative predictive value 

in this validation cohort was 75% (95% CI 53-90) and 80% (95% CI 56-94), respectively. 

The signature was significantly enriched in proteins involved in inflammatory/immune and 

chemotaxis responses. Conclusions: Antibody microarray analyses of complex 

proteomes in tissue-based studies can be useful tools to define cancer-associated protein 

signatures. This study identified and validated a 21-protein signature that accurately 

discriminated GC and noncancerous gastric mucosae. Because most of the biomarkers 

belonged to the secreted class of proteins, our results prompt the further blood-based 

development of the GC 21-protein expression signature for the diagnosis and early 

detection of GC in general population.  
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RESUMEN 
Objetivo: La detección temprana del cáncer gástrico (CG) es crucial para el tratamiento y 

supervivencia del paciente. Sin embargo, la adherencia a programas de cribado del CG 

con los actuales métodos de screening es extremadamente baja. Este estudio fue 

diseñado para identificar y validar una firma de expresión de proteínas específicamente 

asociada a la malignización de la mucosa gástrica mediante el empleo de técnicas 

proteómicas de bajo coste. Métodos: Se llevó a cabo la detección de 120 citoquinas, 43 

factores angiogénicos, 41 factores de crecimiento, 40 factors inflamatorios y 10 

metaloproteasas mediante el empleo de micromatrices de proteínas basadas en 

anticuerpos disponibles comercialmente (RayBiotech, Inc.). Se analizaron 33 muestras 

pareadas divididas en un set de entrenamiento (n=11 pacientes) y un set de validación 

(n=22 pacientes) para la identificación de proteínas expresadas diferencialmente en la 

mucosa normal y tumoral de los pacientes. Resultados: El empleo de la cohorte de 

descubrimiento permitió la identificación de 21 proteínas con niveles de expresión 

significativamente alterados en las muestras tumorales respecto al tejido normal. Para 

analizar el funcionamiento de los 21 predictores en la clasificación de muestras 

desconocidas, llevamos a cabo un test de predicción ciega del fenotipo “CG” o “mucosa 

normal” en un set blindado de muestras. El empleo de esta cohorte independiente de 

validación demostró que la firma de 21 proteínas fue capaz de clasificar las muestras de 

mucosa gástrica como “CG” o “mucosa normal” con una sensibilidad del 82% (IC95% 59-

94) y una especificidad del 73% (IC95% 49-89). Los valores predictivos positivos (CG) o 

negativos (mucosa normal) de la firma de 21 proteínas en la cohorte de validación fueron 

del 75% (IC95% 53-90) y del 80% (IC95% 56-94), respectivamente. La firma de 21 

proteínas estuvo enriquecida con factores implicados en la respuesta inflamatoria/inmune 

y quimiotaxis. Conclusiones: El análisis de proteomas complejos en tejidos tumorales 

como el CG mediante el empleo de micromatrices de proteínas basadas en anticuerpos 

es una nueva herramienta de utilidad para definir firmas oncoproteómica específicamente 

asociadas con el proceso de malignización. Nuestro estudio fue capaz de identificar y 

validar una firma de 21 proteínas capaz de discriminar de manera sensible y específica la 

presencia de CG en la mucosa gástrica. Dado que la mayoría de los biomarcadores 

incluidos en la firma pertenecen a familias de proteínas secretadas al medio extracelular, 

los resultados obtenidos en este estudio justifican el desarrollo de nuevos estudios de 

validación de la firma oncoproteómica de 21 proteínas en la sangre para el diagnóstico y 

detección precoz del CG en una población asintomática. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El Cáncer Gástrico (CG) es una de las principales causas de muerte por cáncer a 

nivel mundial y una de las más comunes enfermedades neoplásicas. Ocupa el 

cuarto lugar en cuanto a frecuencia de las mismas. El crecimiento metastásico del 

tumor primario es el responsable de la mayoría de muertes, y debido a ello, es la 

segunda causa de muerte por cáncer a nivel mundial y cuarta en la Unión 

Europea. 

El CG es una enfermedad heterogénea, en la que podemos distinguir dos tipos 

fundamentales a partir de la Clasificación de Lauren en 1964, difuso e intestinal, 

los cuales presentan diferencias en su epidemiologia, patogénesis y evolución. La 

incidencia del adenocarcinoma gástrico de tipo intestinal ha disminuido en las 

últimas décadas en los países occidentales, lo cual podría relacionarse con el 

tratamiento de Helicobacter pylori, un agente infeccioso etiológicamente 

importante para el desarrollo del cáncer gástrico causalmente vinculado a la 

secuencia de Correa y Yasui metaplasia à displasia à adenocarcinoma.(1) 

El diagnóstico del cáncer gástrico suele tener lugar en pacientes sintomáticos, los 

cuales habitualmente presentan formas avanzadas de la enfermedad (60% en 

Estadios III y IV); en este escenario la supervivencia se sitúa, de forma global, 

entre el 10 y el 30% a los cinco años de la cirugía. La cirugía es el tratamiento del 

CG hasta el momento actual. Iniciada en 1897 por Karl Schlatter en Zúrich, 

durante muchos años difirió poco en la técnica aplicada hasta que en la década de 

los 60 los cirujanos japoneses inician, después de definir los distintos grupos 

ganglionares gástricos, una cirugía más radical con linfadenectomías más 

extensas, es decir, gastrectomía total y linfadenectomía D2, mejorando de forma 

notable los resultados obtenidos. Para este tipo de tumores, la afectación de los 

ganglios linfáticos se encuentra asociada a la supervivencia a corto plazo y 

habitualmente, es uno de los factores de peor pronóstico (2). 

Durante el crecimiento y desarrollo del tumor, las células neoplásicas se escapan 

de su lugar de origen y colonizan los órganos distantes a través de la invasión de 
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los sistemas vascular y/o linfático. En realidad, una de las claves para este 

proceso de diseminación celular es el sistema linfático asociado a los tumores, el 

cual debe ser considerado una de las claves en la evolución metastática del CG.(3)  

La diseminación tumoral puede ocurrir mediante varias vías, incluyendo la invasión 

local de tejidos, la siembra directa de cavidades o superficies, la diseminación 

hematógena, y la diseminación linfática. Los procesos metastásicos incluyen 

complejos procesos de las células tumorales que incluyen el “desprendimiento” del 

tumor primario, la micro-invasión del tejido estromal, la intravasación en los vasos 

linfáticos o sanguíneos y, finalmente, la extravasación y crecimiento en las 

localizaciones secundarias. Las observaciones clínicas y anatomopatológicas 

sugieren que en la mayoría de las ocasiones, la via de diseminación linfática es la 

más común en la diseminación inicial tumoral, lo que implica la invasión de los 

vasos linfáticos aferentes siguiendo la ruta de drenaje natural (4-5) 

Los denominados ganglios centinelas, que se corresponden con aquellos que 

reciben en primer lugar el drenaje linfático, están afectados de forma preferente 

por los carcinomas (6). Las células tumorales intralinfáticas pueden pasar 

directamente al sistema vascular a través de las comunicaciones venolinfáticas y 

viceversa. 

Como se ha comentado más arriba, la diseminación metastásica de las células 

tumorales continúa siendo la principal causa de muerte en los pacientes con CG. 

Aunque desconocemos con exactitud los mecanismos moleculares responsables 

del proceso metastásico, sabemos que este proceso no es aleatorio y que ocurre 

principalmente bien a través de los vasos sanguíneos (diseminación hematógena) 

bien a través de los vasos linfáticos (diseminación linfática). Aunque pueden 

distinguirse distintos patrones de metástasis entre los distintos tipos tumorales, un 

fenómeno común a todos ellos es que los ganglios linfáticos regionales son las 

primeras localizaciones en las que tiene lugar el proceso de metástasis, debido al 

drenaje a través de vasos linfáticos aferentes pre-existentes y/o a través de la 

formación de nuevos capilares linfáticos(7). Este patrón inicial común explicaría, 

por ejemplo, la utilidad de la linfadenectomía del ganglio centinela como técnica 
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quirúrgica capaz de predecir la presencia de metástasis ganglionares, el factor 

pronóstico más importante en la predicción de la supervivencia en carcinomas 

como el cáncer de mama(8). Sin embargo, no todos los carcinomas metastatizan 

inicialmente en los ganglios linfáticos regionales y las rutas de señalización que 

inicialmente determinan la ausencia o aparición regional y/o distal del proceso 

metastático aún deben ser establecidas. En realidad, la mayoría de las células 

tumorales diseminadas presentan una capacidad de supervivencia limitada y 

solamente un número muy reducido es capaz de desarrollar micrometástasis 

detectables. 

En cualquier caso, la disponibilidad de herramientas diagnósticas capaces de 

identificar rápida y específicamente la presencia de células tumorales ocultas es 

de una importancia clínica incuestionable en el correcto estadiaje de la 

enfermedad oncológica, incluyendo el CG.  

El ganglio centinela en el cáncer gástrico y otros carcinomas: El problema 

de las micrometástasis.  

Miwa y Cols (9) fueron los primeros investigadores que introdujeron el concepto de 

la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) en el CG. Como en otros 

carcinomas (10), el uso clínico de la BSGC para determinar la aproximación 

quirúrgica a seguir en pacientes con CG requiere la verificación de la enfermedad 

a nivel de las micrometástasis en los ganglios linfáticos (11).  La presencia de 

micrometástasis ganglionares no detectables a través del examen histológico 

rutinario ha sido observada en carcinomas de mama,(12,13,14,15) pulmón, esófago, 

estómago, colon y vejiga (16,17). Aunque la aparición de micrometástasis es un 

indicador de mal pronóstico en cáncer de mama, pulmón y colon, su relevancia 

clínica en el CG no ha sido establecida definitivamente. Algunos estudios han 

sugerido que la incidencia de micrometástasis en los ganglios linfáticos detectada 

por métodos inmunohistoquímicos clásicos es muy elevada y su presencia se 

asocia con el pronóstico de pacientes con CG sin afectación metastásica 

ganglionar. En realidad, no solo el número de ganglios positivos aislados sino 

también el porcentaje de células tumorales aisladas (células tumorales 
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individuales o pequeñas agrupaciones de células tumorales que no exceden los 

0.2 mm en la dimensión mayor, habitualmente detectadas por inmunohistoquímica 

-hematoxilina/eosina- o métodos moleculares, sin evidencia de actividad 

metastásica –proliferación o reacción estromal- y sin penetración de paredes 

vasculares o linfáticas) y micrometástasis (formación agrupada de células 

tumorales con reacción estromal y microinteracción de las células tumorales) en 

los ganglios linfáticos, son factores de riesgo independientes para la aparición de 

enfermedad recurrente tanto a nivel locoregional como distal. A pesar de estas 

evidencias clínicas, el diagnóstico de metástasis en los ganglios linfáticos 

incluyendo micrometástasis sigue constituyendo un grave problema en el 

CG.(18,19) 

Aunque los ganglios linfáticos son estructuras tridimensionales, las investigaciones 

histológicas e inmunohistoquímicas se realizan habitualmente en secciones 

planas. Un foco metastásico localizado en el centro del ganglio linfático resulta en 

una correcta identificación positiva mientras que una localización en el hilus del 

ganglio proporcionará una errónea identificación negativa. Aunque el análisis de 

secciones seriadas de los ganglios linfáticos para tinción con hematoxilina/eosina 

incrementa el grado de acierto durante la determinación de la extensión 

metastásica ganglionar, este procedimiento es clínicamente laborioso y caro. Se 

requiere, por tanto, un método diagnóstico sistemático y comprensivo para el 

correcto diagnóstico de metástasis en los ganglios linfáticos, especialmente para 

la detección de micrometástasis. En este sentido, gracias al progreso de la 

detección genética, se ha podido evaluar la presencia de micrometástasis 

ganglionares en pacientes cuyos exámenes histológicos inicialmente indicaron la 

ausencia de afectación ganglionar.(20,21) Estudios recientes han evaluado la 

presencia de micrometástasis en ganglios linfáticos mediante la detección de 

marcadores tales como CEA (antígeno carcinoembrionario), CK-18/-19/-20 

(Citoqueratinas), MUC-1/-2 (mucinas) empleando la técnica de real-time Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)(22,23). En estos estudios, los 

tumores primarios fueron inmunoteñidos con el anticuerpo monoclonal dirigido 

contra el marcador específico de vasos linfáticos D2-40 y la presencia o ausencia 
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de metástasis linfática fue comparada con la obtenida por tinción con 

hematoxilina/eosina. Esta evaluación de la relación entre la presencia de 

micrometástasis y el grado de invasión linfática en pacientes con CG inicialmente 

diagnosticados como negativos para afectación metastásica ganglionar demostró 

que:  

1.) La incidencia de micrometástasis determinada por RT-PCR es 

significativamente superior a la observada mediante inmunohistoquímica;  

2.) La tinción específica de vasos linfáticos con el marcador D2-40 es capaz de 

revelar nuevas invasiones no detectadas por tinción con hematoxilina/eosina;  

3.) En el diagnóstico de hematoxilina/eosina y tinción con D2-40, la incidencia de 

micrometástasis en ganglios linfáticos es significativamente superior en pacientes 

con invasión linfática;  

4.) La presencia de micrometástasis ganglionares se correlaciona más 

estrechamente con la tinción positiva para D2-40 que con la tinción por 

hematoxilina/eosina.  

Aunque el procedimiento de detección de marcadores de micrometástasis por RT-

PCR es un método relativamente rápido (de 30 minutos empleando el 

recientemente desarrollado GeneSearch BLN Assay a 2-3 horas empleando una 

RT-PCR convencional) -lo que permitiría un diagnóstico intra-operatorio de 

micrometástasis ganglionares y, por tanto, una linfadenectomía individualizada en 

estadios tempranos del CG y otros carcinomas- debe tenerse en cuenta que la 

totalidad de los marcadores empleados no son exclusivamente específicos de 

células tumorales y se requiere una comparación de ganglios metastásicos y 

ganglios benignos sin células tumorales para establecer valores de corte 

adecuados para cada uno de los marcadores.(23,24)  

Además, y como sucede también con el empleo de métodos inmunohistoquímicos, 

los problemas metodológicos asociados con el empleo de la RT-PCR como 

herramienta diagnóstica son múltiples, incluyendo la selección de marcadores y/o 
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la utilización de varios marcadores simultáneamente, la contaminación con células 

epiteliales normales, la presencia de pseudogenes y la imposibilidad de 

amplificación específica de las secuencias disponibles.(25)   

Conociendo los mecanismos a través de los cuales las células neoplásicas 

emigran a los vasos linfáticos o conociendo efectivamente como los nuevos vasos 

linfáticos se generan a partir de células progenitoras o linfangiogénesis, 

conoceremos los mecanismos potenciales de crecimiento de las metástasis. El 

sistema linfático complementa las funciones del sistema vascular sanguíneo, 

regulando el balance de fluidos tisulares, facilitando el transporte intersticial de las 

proteínas y cumpliendo unas funciones inmunológicas.  

Los vasos linfáticos grandes son los responsables del transporte de la linfa de la 

circulación sanguínea y los microvasos linfáticos son los que absorben los 

componentes desde el intersticio, de tal manera que las células linfáticas 

endoteliales (CLEs) juegan un papel importante en la regulación de la presión 

intersticial y tráfico celular. Las CLE presentan funciones similares al endotelio 

vascular, pero con características ultraestructurales y funcionales diferentes a las 

células del endotelio vascular (CEBs) .(19,26) 

El sistema linfático formado por capilares, conductos y ganglios linfáticos está 

involucrado en el transporte de fluidos tisulares, las proteínas plasmáticas 

extravasadas y las células que vuelven a la circulación sanguínea; es además una 

vía para la diseminación de las células malignas, debido en parte a que los vasos 

linfáticos tiene mayor calibre que los capilares sanguíneos y por la falta de una 

membrana basal completa. También el hecho de que el flujo linfático sea más 

lento que no el flujo hemático y tenga una consistencia similar al fluido intersticial, 

facilita la viabilidad de las cells metastásicas. Es muy difícil definir el papel de cada 

una de las vías de diseminación aceptadas, a través de vasos linfáticos, ganglios 

regionales o diseminación hematógena, en el crecimiento sistémico tumoral. Aún 

cuando no es posible cuantificar la relativa contribución a la diseminación de la 

enfermedad por parte de cada una de ellas, es evidente que la asociación con la 
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afectación de los ganglios linfáticos y su relación con la evolución de la 

enfermedad es un proceso clave para el estadiaje de los tumores malignos.(27)  

En determinados tipos de carcinomas como el cáncer de mama, las metástasis 

linfáticas son la vía principal de diseminación de las células tumorales. La 

extensión por afectación tumoral de los ganglios linfáticos  constituye un indicador 

importante de la agresividad del tumor y constituye la base para la linfadenectomía 

no solo en el caso citado anteriormente, sino en el tratamiento quirúrgico de otros 

tumores y entre ellos, del CG. En estos casos, a pesar de las resecciones 

gástricas con linfadenectomía para controlar la evolución de la enfermedad, 

muchos pacientes fallecen con metástasis ganglionares. Actualmente, más del 

80% de pacientes con CG avanzado tiene metástasis ganglionares y los ganglios  

remotos, como los para-aórticos, están afectados en un 20% de los casos. Por 

todo ello, el control de las metástasis ganglionares es la estrategia más importante 

para el tratamiento del CG.(3,28) 

De forma habitual, no se ha considerado que el sistema linfático juegue un papel 

activo en el desarrollo de las metástasis. Sin embargo, en numerosos estudios se 

ha observado que aparecen vasos linfáticos aumentados de tamaño y 

linfangiogénesis en áreas peritumorales de varios tipos de cáncer en humanos , lo 

que permite pensar en una mayor participación por parte del mismo. Se 

desconoce, por otra parte, si los vasos linfáticos preexistentes son suficientes para 

esta diseminación celular o bien si requiere la formación de novo de vasos 

linfáticos (linfangiogénesis) o un incremento en los vasos linfáticos 

preexistentes.(29,30) 

La importancia de los vasos neo-formados y preexistentes en relación con la 

diseminación linfática no es del todo conocida. Aunque es probable que los vasos 

linfáticos preexistentes sean suficientes para el crecimiento tumoral, la presencia 

de nuevos vasos peritumorales facilitaría la diseminación a través de los mismos. 

Por ello, la presencia de linfáticos intratumorales junto al aumento en la densidad 

de estos, podría considerarse como una capacidad tumoral para la diseminación 

efectiva de las células malignas (31,32). Debe considerarse también el papel activo 
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de los vasos linfáticos en la formación de metástasis así como el de las células 

linfática endoteliales en la migración de las células tumorales mediante la 

liberación de las quimiocinas CCL19 y CCL21 y su acción sobre los receptores 

CCR7 y CXCR4, procesos moleculares que favorecerían la entrada de las cells 

tumorales en los vasos linfáticos. La liberación de factores solubles expresados en 

las células endoteliales linfáticas facilitaría la entrada en los vasos linfáticos de las 

células tumorales (33,34) 

La importancia de los receptores de quimiocinas en la formación de metástasis 

linfáticas ha sido establecida en algunos de tipos de cánceres humanos en los que 

se ha demostrado expresión aumentada de CCR7 (melanoma maligno y cancer 

gástrico) y de CXCR4 (cáncer de mama). En este caso, el empleo de un 

anticuerpo neutralizador sobre este receptor permite el control de las metástasis 

ganglionares. También, en un modelo experimental , la neutralización del CCL21 

permite una acción similar. Todo ello refleja, considerado en conjunto, el papel 

activo de las células linfáticas endoteliales en el control de la migración celular no 

solo en situaciones fisiológicas sino también en el cáncer, así como el papel activo 

que desempeñan algunas quimiocinas y sus receptores lo que, por otra parte, abre 

las puertas a una nueva forma de “tratamiento linfático” del cáncer (35,36,37). 

La formación de metástasis linfáticas es, como se ha comentado con anterioridad, 

la consecuencia de un complejo proceso que implica, en primer lugar, la 

diseminación de las células malignas desde el tumor primario a los vasos 

linfáticos. El transporte de las células tumorales a través de los mismos a los 

ganglios linfáticos locales, el asentamiento de estas en los ganglios linfáticos y su 

posterior crecimiento metastásico en los mismos, son los siguientes pasos del 

proceso. Los capilares linfáticos son los que facilitan la entrada de las células 

tumorales en el sistema vascular linfático cuando aquellas emigran a los ganglios, 

siendo en parte responsables de la diseminación metastásica del tumor; la 

presencia de vasos linfáticos y su aumento, tanto en tamaño como en número 

(linfangiogénesis), son factores importantes en la predicción no solo de la 
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evolución posterior del paciente sino también en la correcta planificación del 

tratamiento (38,39). 

Más allá de estos principios bien establecidos, hay una serie de cuestiones sobre 

los mecanismos de invasión linfática que aún permanecen sin respuesta: 

1. ¿Cuáles son los mecanismos de linfangiogénesis y dilatación linfática? 

2. ¿Es el proceso de intravasación de las células tumorales en los vasos 

linfáticos análogo al que se produce en el sistema vascular sanguíneo? 

3. ¿Es la inhibición de la linfangiogénesis una estrategia adecuada para inhibir 

la diseminación celular tumoral y la consecuente formación de metástasis? 

4. ¿Aumenta la posibilidad de diseminación linfática con la formación de novo 

de vasos linfáticos (linfangiogénesis) o con el aumento de la dilatación de 

los mismos más allá del que puede producirse a través de los vasos 

linfáticos preexistentes exclusivamente? 

Los mecanismos a través de los cuales las células tumorales emigran a través del 

endotelio linfático a los vasos linfáticos quedan por definir de manera definitiva. 

Una de las posibilidades que se ha barajado ha sido la entrada pasiva a través de 

las uniones intercelulares, lo que sería posible gracias a la estructura de los 

mismos que facilitan dicho proceso, en contra de la mayor dificultad que 

significaría la entrada a los vasos sanguíneos. Otras hipótesis sugieren la 

necesidad de una interacción de las células tumorales con las células endoteliales 

linfáticas (40). 

Se han identificado varios receptores a nivel de las uniones del endotelio linfático, 

como por ejemplo el MR (macrophage mannose receptor), CLÉvER-1(common 

lymphatic endotelial and vascular endotelial receptor-1), moléculas implicadas en 

la migración de los leucocitos, o la adhesión de los linfocitos a los vasos linfáticos 

en los ganglios. Algunos estudios en humanos y animales han sugerido que los 

tumores carecen de un sistema linfático vascular intrínseco. La observación de  
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dilatación de vasos linfáticos en el estroma peritumoral, de manera que de forma 

ocasional penetran en la periferia del tumor, así como la dilatación de vasos 

linfáticos intratumorales son fenómenos observados prácticamente con igual 

frecuencia. Asimismo, otros estudios han demostrado aumento de tamaño de los 

vasos linfáticos y linfangiogénesis en el área peritumoral en varios tumores en 

humanos, utilizando marcadores endoteliales linfáticos específicos (41,42). 

El interés por caracterizar los procesos moleculares relacionados con la formación 

y diseminación del CG así como su posible relación con la formación de 

metástasis ganglionares, junto la posibilidad de utilizar métodos proteómicos de 

bajo coste que permitan establecer un correcto estadiaje de CG en la rutina 

hospitalaria, constituyen los planteamientos básicos sobre los que se sustentan el 

desarrollo de este proyecto de investigación. Concretamente, el descubrimiento y 

validación de un “perfil” o “firma” proteómica capaz de ser empleada de manera 

sensible y específica en la detección precoz del CG en el screening de una 

población asintomática constituyen los objetivos principales de esta Tesis 

Doctoral.  
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1.1. El microambiente tumoral 

Las neoplasias son procesos escalonados que implican alteraciones a diversos 

niveles, como la desregulación de las señales de crecimiento, la muerte celular 

programada (apoptosis), la formación de nuevos vasos (angiogénesis), el 

potencial de replicación, la respuesta inmune, la capacidad de migración y  

metástasis, que finalmente permiten la transformación de las células normales en 

células neoplásicas.(43) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los tumores no sólo constituyen masas de células tumorales proliferativas, sino 

que son tejidos con mayor complejidad, formados por diferentes tipos celulares 

que interaccionan entre ellos (44). De dichas interacciones entre las células 

tumorales y el estroma dependerán la evolución y progresión de las células 

neoplásicas. El microambiente tumoral está formado no solo por células tumorales 

sino que incluyen células precancerosas, células estromales (fibroblastos, 

Figura 1. Los  “atributos del cáncer”. Hanahan D, Weinberg RA. 
Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 Mar 4; 
144(5):646-74.  
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mioblastos y células endoteliales), células epiteliales adyacentes, células 

inflamatorias, canales vasculares y matriz extracelular. 

Las células tumorales producen una gran variedad de factores hemato-

angiogénicos y linfo-angiogénicos capaces de estimular el crecimiento de las 

células endoteliales de los vasos sanguíneos y de las células endoteliales 

linfáticas (45). Las células endoteliales de los vasos sanguíneos también produce 

factores de crecimiento que promueven el crecimiento de las células tumorales. 

Además, los células endoteliales de los vasos sanguíneos que infiltran el tumor 

también producen factores linfo-angiogénicos que estimulan el crecimiento de las 

células endoteliales linfáticas. Las células endoteliales linfáticas, por su parte, 

también podrían producir factores de crecimiento que estimulan el crecimiento de 

las células tumorales y de las células endoteliales de los vasos sanguíneos. Por 

tanto, es posible que todos los compartimentos se beneficien, en términos de 

crecimiento, de la existencia de numerosas interacciones bilaterales en el interior 

del microambiente tumoral (46,47,48).  

Estas interacciones moleculares dentro del microambiente tumoral pueden ser 

fuente de identificación de biomarcadores que faciliten la obtención de perfiles 

proteómicos que permitan conocer situaciones clínicas concretas (49,50). Dichos 

procesos están acompañados por cambios en los niveles de expresión de 

citoquinas (quimiotaxis), factores inflamatorios, factores de crecimiento, etc. de 

una manera tal que los perfiles de expresión de estas proteínas están alterados 

específicamente en el microambiente tumoral, y en consecuencia, en el secretoma 

que se libera al torrente circulatorio. Al mismo tiempo, los fibroblastos activados y 

las células inflamatorias producen enzimas proteolíticos, citoquinas, y otros 

factores que tiene un efecto mitogénico sobre las células endoteliales y las células 

neoplásicas, y que se relacionan activamente con los procesos de angiogénesis y 

linfangiogénesis. 
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Figura 2. El microambiente tumoral puede ser “fotografiado” a través de 
perfiles (“firmas”) proteómicos. Avraamides CJ, Garmy-Susini B, Varner 
JA. Integrins in angiogenesis and lymphangiogenesis. Nat Rev Cancer. 
2008 Aug; 8 (8):604-17. 

 

Cuando nos referimos al secretoma o secretómica, hacemos referencia al estudio 

global de las proteínas que son secretadas por una célula, un tejido o un 

organismo en un determinado momento y en unas determinadas condiciones 

fisiológicas. El secretoma constituye una clase importante de proteínas que 

controla y regula una gran variedad de procesos biológicos y fisiológicos. En este 

sentido, lo más relevante es poder detectar y cuantificar las proteínas realmente 

secretadas en un tejido (51). Debe tenerse en cuenta que la enfermedad 

oncológica es el producto del microambiente tisular, donde tienen lugar un enorme 

número de interacciones entre células pre-cancerosas, las células estromales y 
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epiteliales adyacentes, los canales vasculares, la matriz extracelular y el sistema 

inmune. Todas estas interacciones están medidas por enzimas, citoquinas, 

moléculas de la matriz extracelular y distintos componentes del sistema 

inmunológico y de la respuesta inflamatoria (52,53).  

Aunque los procesos celulares normales (y el perfil de proteínas que se genera en 

estos procesos) son también una manifestación del microambiente tisular, el 

microambiente tumoral, a través de procesos tales como el crecimiento celular 

aberrante, la invasión celular y las alteraciones de las funciones del sistema 

inmune y de la respuesta inflamatoria, genera activamente una estequiometría 

alterada o desbalanceada de numerosas moléculas en el secretoma tumoral en 

comparación al “microambiente normal”. Además, cuando las células mueren en el 

interior de este microambiente liberan toda una serie de productos de 

degradación. El modo de muerte celular, apoptosis, necrosis o autofagia, genera 

clases diferentes de constituyentes celulares degradados. En este escenario, la 

microecología tumoral genera una cascada de eventos únicos que puede contener 

una información codificada de las cascadas de comunicación moleculares que 

tienen lugar en el microambiente tisular, aumentando la especificidad y 

sensibilidad de los biomarcadores detectados en el secretoma, como los factores 

de crecimiento que potencian la señal proliferativa, factores de supervivencia que 

limitan la muerte celular, factores pro-angiogénicos, enzimas modificadores de la 

matriz extracelular que facilitan la angiogénesis, y factores inflamatorios que 

facilitan la transformación de las células tumorales hasta convertirse en malignas.  

 

1.2. Fundamentos del Estudio 

1.2.1 Análisis genómicos y proteómicos: Necesidad de nuevas herramientas 
“ómicas”. 

El cáncer, una enfermedad genética altamente compleja que afecta a una gran 

proporción de la población mundial, y que presenta gran heterogeneidad molecular 
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entre pacientes, ha sido una diana obvia para diseñar nuevas tecnologías que 

colaboren en la inequívoca identificación de subgrupos de pacientes con cáncer a 

través de la asociación entre las características moleculares y clínicas de sus 

tumores (54). 

Desafortunadamente los biomarcadores actuales (Tabla 1) en el CG y en otros 

tumores, carecen de la suficiente sensibilidad (capacidad de detectar de forma 

correcta el tejido sano) ni especificidad (capacidad de detectar de forma correcta 

la enfermedad) que permita el diagnostico precoz de la enfermedad.  

Los factores predictivos conocidos hasta la fecha (invasión linfática determinado 

por examen con hematoxilina/eosina y/o por inmunotinción con el marcador 

específico de vasos sanguíneos D2-40, valoración de marcadores específicos de 

micrometástasis mediante RT-PCR, análisis cuantitativo de factores de 

crecimiento linfangiogénicos tales como VEGF-C/D y PDGF-BB, etc) son 

incapaces, individualmente, de proporcionar una información exacta sobre la 

presencia de afectación metastásica ganglionar pre-operatoria en el CG y otros 

carcinomas.  

Esta importante limitación hace necesario recurrir a técnicas diagnósticas 

quirúrgicas. En este escenario, la disponibilidad, validación y uso de nuevas 

estrategias más eficaces y menos invasivas capaces de aumentar la capacidad 

predictiva del GC y linfadenectomías (selectivas o extensas) no solo 

proporcionaría un mejor manejo clínico de numerosos carcinomas humanos sino 

que aumentaría la calidad de vida del paciente y reduciría significativamente un 

gasto sanitario sobreañadido e innecesario en numerosas ocasiones.  
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MARCADORES SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD CÁNCER 

NMP22 31% 95% VEJIGA 

CA15.3 63% 80%-88% MAMA 

CEA 43% *********** COLORECTAL 

CEA 49% *********** GÁSTRICO 

AFP 50% 90% HEPÁTICO 

Cifra 21-1 63% 94% PULMÓN 

CA 125 57% *********** OVARIO 

CA 19.9 72% *********** PÁNCREAS 

PSA 86% 20%-34% PRÓSTATA 

 Tabla 1: Marcadores tumorales más habituales. 

Todas las funciones celulares, incluyendo los procesos de proliferación, muerte y 

diferenciación, están controladas por numerosos genes y cascadas de 

señalización que tienen lugar a través de las proteínas (55). En este sentido, la 

obtención de perfiles de expresión génica ha generado una cantidad de 

información sin precedentes en relación a los numerosos cambios genéticos que 

simultáneamente ocurren durante la aparición y evolución invasiva/metastásica del 

cáncer. La predicción de metástasis en los ganglios linfáticos mediante la 

evaluación de la expresión de genes con una implicación reconocida en el proceso 

de tumorogénesis y/o metástasis es una estrategia potencialmente prometedora 

dada la disponibilidad de tejido procedente del tumor primario después de la 

resección o biopsia. El desarrollo de nuevas tecnologías como los microarrays de 
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ADNc ha permitido a los investigadores analizar, de manera global, los cambios en 

la expresión génica subyacentes a numerosas patologías incluyendo el cáncer. 

Sin embargo, la complejidad de esta aproximación metodológica y su elevado 

coste imposibilitan que el perfil genómico de los tumores primarios sea una 

herramienta diagnóstica/pronóstica en la rutina hospitalaria del CG. Dado que las 

funciones celulares son ejecutadas por proteínas y estas funciones no pueden ser 

analizadas únicamente a través de la evaluación de ADN o ARN, no es de 

extrañar que numerosos análisis experimentales hayan demostrado una clara 

disparidad entre los niveles relativos de expresión de ARNm con aquellos de las 

proteínas codificadas. Por otro lado, la modificación post-translacional, las 

interacciones proteína-proteína, y las interacciones proteína-ADN, todas ellas 

vitales para la actividad celular, tampoco pueden ser analizadas a través de la 

mera evaluación del ADN o ARN.(56)  

En la actualidad está ampliamente aceptado que la consecuencia funcional de una 

enfermedad, incluyendo el cáncer, se manifiesta en una desregulación de los 

productos proteicos y redes de señalización que se activan/desactivan en 

respuesta a estímulos internos y externos. Estas redes dinámicas, por su parte, 

propagan las señales desde la superficie celular hasta el núcleo, lo que finalmente 

define el destino de la célula tumoral. Este flujo de información no puede ser 

analizado en su totalidad mediante el empleo de análisis de expresión génica dado 

que las proteínas no son productos invariables sino que dependen en gran medida 

de procesos altamente regulados a nivel genético, transcripcional, translacional y 

post-translacional. A diferencia de la evaluación del número de copias de ARNm 

en el análisis genómico, el análisis proteómico proporciona una visión real y 

funcional de la enfermedad oncológica. El análisis global de la expresión de 

proteínas (proteómica) es una aproximación investigacional clave no solo en el 

entendimiento de las funciones celulares básicas sino también para conocer los 

detalles moleculares que subyacen al desarrollo de las enfermedades humanas, 

particularmente el cáncer. La práctica estándar para la separación y análisis 

sistemático de los perfiles de expresión proteica es el SDS-PAGE en dos 

dimensiones. La tecnología analítica SELDI-TOF-MS (Surface-Enhanced Laser 
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Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) puede ser empleada en 

una búsqueda rápida para la identificación de múltiples proteínas expresadas 

diferencialmente en un elevado número de muestras.(23) Esta técnica es 

extremadamente laboriosa, requiere grandes cantidades del material biológico de 

partida, y no es práctica para el análisis de un elevado número de muestras 

procedentes de pacientes en la práctica clínica diaria. Más aún, la necesidad de 

equipamientos extremadamente sofisticados, la falta de medidas cuantitativas, así 

como su elevado coste, limitan, en gran medida, una aplicación generalizada en 

los laboratorios asociados a los Servicios de Cirugía, Patología y Oncología de 

nuestro Sistema Nacional de Salud.  Por tanto se hace prioritario desarrollar y 

validar nuevas técnicas de análisis proteómico simples, flexibles, efectivas, y 

altamente sensibles, que permitan el análisis simultáneo de numerosas muestras 

tumorales en un único ensayo y en un formato de bajo coste.  

La necesidad de un mejor conocimiento y descripción del microambiente tumoral y 

de su secretoma se hace evidente cuando se considera, específicamente, el 

proceso de la metástasis linfática (56) Una lesión metastásica clínicamente 

detectable en un ganglio linfático es la consecuencia de un proceso complejo y en 

etapas, que incluye la diseminación de las células tumorales desde la localización 

primaria a los vasos linfáticos, el transporte de células tumorales a través del 

sistema linfáticos a los ganglios, el establecimiento de las células tumorales en los 

nódulos y el crecimiento de la lesión metastásica hasta alcanzar una masa 

detectable. La diseminación de las células tumorales a través del sistema linfático 

requiere de la existencia de contactos físicos entre las células tumorales y los 

vasos linfáticos. El tamaño de los vasos linfáticos peritumorales constituye el factor 

más importante que contribuye a la aparición de metástasis ganglionares en 

algunos casos, como  en el melanoma. En este sentido, estudios retrospectivos en 

muestras de tumores humanos han demostrado la existencia de una relación 

positiva entre el número de vasos linfáticos tumorales y metástasis linfáticas. Las 

células tumorales, estromales e inflamatorias que están presentes en el 

microambiente tumoral producen multitud de factores linfo-angiogénicos (por 

ejemplo, VEGFA, VEGFC, VEGFD y PDGFBB y sus receptores) que podrían 
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estimular la linfangiogénesis intratumoral y promover la formación de metástasis 

linfáticas (57). 

La “hipótesis del secretoma” establece que numerosas proteínas y péptidos son 

liberados a la circulación local desde el microambiente tumoral. Aquí se incluyen 

proteínas funcionales completas (factores de crecimiento, moléculas pro-

inflamatorias, citoquinas, metaloproteinasas, factores 

angiogénicos/linfangiogénicos, etc.) y un elevado número de fragmentos de estas 

mismas proteínas. Es importante señalar que una proteína celular completa que 

presente un tamaño excesivo para penetrar en los vasos sanguíneos y/o linfáticos 

puede estar representada pasivamente en el sistema circulatorio como un 

fragmento cortado que entra libremente en la circulación por difusión o 

convención. Un beneficio asociado del secretoma como fuente de biomarcadores 

es la propia naturaleza permeable de los vasos de nueva formación y el 

incremento de presión hidrostática en el interior de los tumores. Esta característica 

biofísica de la patofisiología tumoral tiende a empujar y liberar numerosas 

moléculas desde el interstitium tumoral a la circulación sanguínea. Si se tiene en 

cuenta que esta batería de moléculas bio-informativas derivan de una población 

de células tumorales con un mayor volumen que las pequeñas lesiones 

precancerosas, la descripción de perfiles proteómicos/secretómicos 

específicamente representativos de las interacciones moleculares que tienen lugar 

en el microambiente del tejido tumoral debería proporcionar una mayor 

especificidad y sensibilidad que la proporcionada por biomarcadores individuales 

en relación al riesgo de diseminación tumoral linfática en los estadíos tempranos 

de la enfermedad.  

1.2.2 Microarrays de proteínas basados en anticuerpos.  

Una relativamente reciente aproximación metodológica capaz de cumplir los 

requisitos de simplicidad, flexibilidad, efectividad, sensibilidad, alta densidad y bajo 

coste para el análisis proteómico/secretómico del microambiente tumoral es el 

empleo de sistemas array para proteínas basados en anticuerpos (antibody-based 

protein array systems). Los micro-arrays de proteínas constituyen una nueva 
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herramienta de laboratorio capaz de producir perfiles semi- y cuantitativos de 

expresión proteica específicamente asociados con el status de la enfermedad 

cancerosa. Algunas de las principales ventajas de estos arrays son su flexibilidad, 

adaptabilidad y fácil manejo. La propia naturaleza de los arrays permite los análisis 

simultáneos de cientos e incluso miles de muestras, empleando métodos 

analíticos, de imagen o robóticos. Los microarrays de proteínas basados en 

anticuerpos son herramientas metodológicas que pueden ser empleadas en 

numerosas áreas de investigación, desde la básica a la translacional. 

Publicaciones recientes han demostrado que este tipo de microarrays pueden ser 

utilizados para fenotipar células tumorales, identificar nuevas interacciones 

proteína-proteína, escrutar proteomas completos de nuevas proteínas o analizar 

simultáneamente cientos de muestras biológicas procedentes de pacientes. Sin 

embargo, en la literatura biomédica pueden encontrarse muy pocos ejemplos 

acerca del empleo de esta metodología.  

Las limitaciones tecnológicas existentes hasta fechas recientes han provocado 

que la mayoría de estudios dirigidos a obtener nuevos marcadores 

específicamente asociados con la presencia de diseminación tumoral (y, en 

general, otros procesos tumorales) hayan evaluado una o muy pocas “proteínas 

candidato” implicadas a priori en el proceso (58)(. Los arrays de proteína basados 

en anticuerpos  desarrollados por RayBiotech (Norcross, GA, EEUU) son capaces 

de detectar rápida y específicamente los niveles de expresión de numerosas 

citoquinas, factores de crecimiento, receptores solubles de factores de 

crecimiento, factores angiogénicos, proteasas y otras proteínas empleando 

pequeñas cantidades de muestras experimental y en un único experimento.  Esta 

tecnología está diseñada en torno al principio del “inmunoensayo de tipo 

sándwich”. Un panel de anticuerpos (anticuerpos de captura) es inmovilizado en 

localizaciones puntuadas específicas en la superficie de una membrana sólida. La 

incubación de las membranas arrays con muestras biológicas (lisados 

celulares/tisulares, sobrenadantes celulares, sueros, etc.) resulta en la captura de 

las proteínas solubles por sus correspondientes anticuerpos. Las proteínas unidas 

son detectadas mediante la incubación con un cocktail de anticuerpos biotinilados. 
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Las señales correspondientes son visualizadas finalmente mediante el empleo de 

técnicas quimioluminiscentes (ECL), colorimetría o fluorescencia infrarroja. La 

intensidad de la señal de cada spot del array es proporcional a la concentración de 

cada proteína de interés.(59,60)  

La definición adecuada de perfiles proteómicos/secretómicos (61,62,63,64) “pro-

metastásicos” en tumores primarios no solo aumentaría la capacidad predictiva de 

la linfadenectomía en el majeo quirúrgico del CG sino que permitiría la 

identificación de un subgrupo de pacientes de “alto riesgo” de diseminación 

tumoral linfática. El tipo de indicación, monitorización y respuesta al tratamiento 

neoadyuvante en función de la firma proteómica del CG permitiría mejorar el 

pronóstico de este grupo de pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Las interacciones  moleculares  en el microambiente tumoral generan 
perfiles proteómicos  específicos detectables mediante microarrays basados en 
anticuerpos. Aguirre-Ghiso JA. Models, mechanisms and clinical evidence for cancer 
dormancy. Nat Rev Cancer. 2007 Nov; 7(11):834-46 y Petricoin EF, Belluco C, 
Araujo RP, Liotta LA. The blood peptidome: a higher dimension of information 
content for cancer biomarker divscovery. Nat Rev Cancer. 2006 Dec:6(12):961-7.  
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Por ejemplo, tanto el crecimiento local con afectación de órganos vecinos como la 

formación de metástasis a distancia, son características de los tumores malignos. 

Para que ello suceda, los enzimas proteolíticos juegan un papel fundamental para 

permitir el acceso de las células malignas a los vasos sanguíneos y linfáticos (65). 
El sistema proteolítico tisular es extremadamente complejo  y dentro de este, el 

papel de las metaloproteasas (MMPs) tienen una importancia especial por su 

actuación en la degradación de la matriz extracelular y membranas basales que 

por otra parte, permiten el acceso de las células tumorales a penetrar e infiltrar la 

matriz estromal. Sin embargo, el papel de las MMPs en la progresión tumoral es 

mucho más complejo, más allá del que simplemente podría suponerse derivado de 

la degradación de los componentes de la matriz extracelular (66,67,68). En la figura 

4 podemos ver la intervención de todas las células que participan en la producción 

de MMPs en la acción invasiva del tumor. Células del sistema inmunitario como 

linfocitos, macrófagos y neutrófilos, del estroma como fibroblastos y 

miofibroblastos, de los vasos sanguíneos como células endoteliales, interaccionan 

con las células tumorales, de manera que se origina una foto molecular del 

proceso de degradación propio del microambiente tumoral. Es decir, detectamos 

las MMPs de todas las células implicadas, no solamente de las tumorales, sino 

también del estroma, del sistema inmunitario y de los vasos sanguíneos (69). 

 

 

 

 

 

 

 Figura 4. Los diferentes tipos de MMPs y TIMPs son sintetizados por las células 
estromales, las células tumorales y las células tumorales que realizarán la EMT. 
Egeblad M, Werb Z. New functions for the matrix metalloproteinases in cancer 
progression. Nat Rev Cancer. 2002 Mar; 2(3):161-74.  
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Dado que el uso de microarrays de proteínas basados en anticuerpos permitiría la 

determinación simultánea de un número muy elevado de factores de crecimiento, 

moléculas pro-inflamatorias, citoquinas, metaloproteasas, TIMPs (tissue inhibitors 

of metalloproteinases), factores angiogénicos y linfangiogénicos, nuestro proyecto 

ha hipotetizado que la utilización de esta nueva herramienta “ómica”, de fácil 

implementación y de bajo coste, podría permitir la obtención de un mapeado 

sensible y específico de los perfiles proteómicos/secretómicos del microambiente 

tumoral asociado al cáncer gástrico. 
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2. HIPÓTESIS 
 

Nuestro estudio ha evaluado las siguientes hipótesis: 

 

I.- Las interacciones moleculares que se producen en el microambiente del CG 

generan firmas “oncoproteómicas” específicamente asociadas con la presencia de 

enfermedad tumoral, las cuales se pueden caracterizar mediante ensayos 

proteómicos de afinidad. 

 

II.- La caracterización de una firma “proteómica” característica del microambiente 

del CG y su detección mediante micromatrices de anticuerpos permite detectar de 

forma específica y sensible la presencia de cáncer en la mucosa gástrica. 
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3. OBJETIVOS 

 

Los objetivos generales diseñados en para aceptar o rechazar las hipótesis del 

estudio han sido los siguientes: 

I. Caracterizar los perfiles proteómicos en el tejido tumoral y en el tejido sano 

adyacente de tumores primarios de pacientes con CG mediante la 

utilización de micromatrices de proteínas basados en anticuerpos. 

 

II. Generar de manera prospectiva una “firma oncoproteómica” asociada 

específicamente con la presencia de enfermedad neoplásica en una 

población de pacientes con CG. 

 
 

III. Determinar la especificidad y la sensibilidad del poder predictivo de la “firma 

oncoproteómica” en una población independiente de pacientes con CG.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1  Obtención e identificación de las muestras 

Las muestras de tejidos tumorales y los respectivos tejidos sanos adyacentes de 

pacientes con CG, un total de 66 muestras (33 corresponden a tejidos tumorales y 

33 correspondientes a tejido sano adyacente) se obtuvieron prospectivamente de 

pacientes intervenidos en el Servei de Cirugia General i Digestiva del Hospital 

Universitari Josep Trueta de Girona. Todos los pacientes habían firmado el 

correspondiente consentimiento informado preceptivo previamente aprobado por 

la Comisión Ética de Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Universitari Josep 

Trueta de Girona. La cohorte prospectiva analizada en este estudio estuvo 

formada por pacientes con CG que cumplieron los siguientes requisitos: 

I.- El diagnostico histológico corresponde al de CG. 

II.- Puede hallarse en cualquier estadio tumoral (I-IV según clasificación TNM) 

III.-La intervención quirúrgica debe tener intención curativa o radical. 

IV.-No puede haber tratamiento previo a la cirugía con quimioterapia o 

radioterapia. 

V.- Debe haber un consentimiento informado firmado por cada paciente. 

La clasificación TNM hace referencia al sistema de clasificación, el cual describe el 

tamaño (T) del tumor, si hay invasión tejidos próximos, si afectación ganglionar 

regional (N), o bien, si hay metástasis (M), respectivamente. 
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Sexo Edad

Localización del 
tumor

Tamaño 
(mm)

Grado 
histológico

pT pN
Lymph node 

ratio
Invasión 
linfática

Invasión 
vascular

Invasión 
perineural

pM
pTNM 
Estadío

Cirugía numero estadio AJCC

m 49 u 41x26 indiferenciado 2b 0/23 0 no no no 0 pT2b N0 R 0 2 I B

h 83 l 52x49 diferenciado 2b 8/37 < 30 si si si 0 pT2b N2 R 0 3 III A

m 73 u 520x490 indiferenciado 2b 0/24 0 si si si 0 pT2b N0 R 0 6 I B

m 82 l 83x80 diferenciado 1 0/60 0 no no no 0 pT1 N0 R 0 9 I A
h 64 u 53x41 diferenciado 2b 12/44 <30 si no no 0 pT2b N2 R 0 15 III A

h 73 l 95x ? indiferenciado 3 14/56 <30 si si si 0 p T3 N3 R 0 16 IV

m 70 u 25x15 indiferenciado 2 9/31 <30 si si si 0 p T2 N2 R 0 18 III A

h 85 l 36x34 indiferenciado 2b 3/34 <30 si si si 0 p  T2b N1 R 0 19 II
m 80 l 76x61 diferenciado 2b 6/15 <30 si ? ? 0 p T2b N1 R 0 22 II

m 53 l 10x5 indiferenciado 3 1/35 <30 si no no 0 p T3 N1 R 0 23 III A

h 56 l 18x10 indiferenciado 2b 4/34 <30 si no si 0 p T2 N2 R 0 24 III A

h 0 l 171 x 129 indiferenciado 3 40/57 >30 si si si 1 pT3 N3 R 0 25 IV

m 54 u 48x34 indiferenciado 3 2/68 <30 no no si 0 p T3 N1 R 0 28 III A
h 73 u 25x ? diferenciado 2b 0/42 0 no no no 0 p T2b N0 R 0 29 I B

h 60 u 38x ? diferenciado 2 7/35 <30 si si no 0 pT1  N2 R 0 32 II

h 64 l 40x25 indiferenciado 3 18/49 >30 si si si 0 p T3 N3 R 0 34 IV

h 61 u 100 x ? indiferenciado 4 ? ? ? ? ? 1 p T4 N3 ? 36 IV

m 77 l 40 x 35 diferenciado 2b abr-27 <30 si si no 0 pT2b N1 R 0 39 II A
h 79 l 77x70 mixto 3 3/17 <30 si si si 0 p T3 N2 R 0 40 III B

m 63 u 166x154 indiferenciado 3 15/22 >30 si si si 0 p T3 N2 R 0 41 III B

m 25 l 80x70 diferenciado 2 1/38 <30 no no no 0 p T2 N1 R 0 43 II

h 61 l 25x14 indiferenciado 1 0/63 0 si no no 0 p T1 N0 R0 44 I A

h 51 l 27x20 indiferenciado 3 19/43 >30 si no no 0 pT3 N3b R0 46 IV
m 60 l 30x28 diferenciado 3 5/83 <30 si ? ? 0 p T3 N2 R0 47 III B

h 61 l 50x24 diferenciado 3 1/35 <30 si no si 0 pT3 N1 R0 60 IIIA

m 71 l 55 x 50 diferenciado 1 0/27 0 si no no 0 pT1 N0 R0 54 I A

m 54 l 40 x 20 indiferenciado 4a 0/41 0 no no si p T4a N0 R0 49 IIIA
h 82 l 38 x 24 indiferenciado 2 0/9 0 si no no 0 p T2 N0 R0 52 I B

h 70 l 38 x 25 diferenciado 1b 0/24 0 no no no 0 pT1b N0 RO 53 I A

h 55 l 45x 35 indiferenciado 4a 0/10 0 no no si 0 p T4a N0 RO 58 III A

m 82 u 47 x 35 diferenciado 3 0/26 0 no no no 0 p T3 N0 RO 59 II  
 
Tabla 2. Datos pacientes.  
 
 

Una vez programada la intervención quirúrgica y con el consentimiento informado 

preceptivo, se comunicó a los responsables clínicos y a la enfermera de 

investigación clínica del proyecto sobre la fecha y hora programadas para la 

obtención de las siguientes muestras: 

Biopsias. Tejido fresco de la pieza quirúrgica obtenida durante la cirugía en 

recipientes separados.  

- Muestra de tejido tumoral (durante la cirugía): Las piezas quirúrgicas fueron 

trasladadas en fresco al Servicio de Anatomía Patológica para su 

procesamiento diagnóstico de rutina (inclusión en parafina, tinción de 
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hematoxilina-eosina, técnicas de inmunohistoquímica en los casos 

necesarios y almacenaje del bloque restante en el banco de tumores de 

acuerdo al protocolo habitual del centro) y para la obtención adicional de 1 

espécimen (≥1 x 0.5 cm2) para su congelación inmediata en nitrógeno 

líquido y almacenamiento a -80oC para su posterior procesamiento y 

análisis proteómico.  

- Muestra de tejido sano (durante la cirugía): Se obtuvo una pieza           

adicional (≥1 x 0.5 cm2) de tejido sano adyacente al tumor (>3 cm del borde 

del tumor) para su  congelación inmediata en nitrógeno líquido y 

almacenamiento a -80oC para su posterior procesamiento y análisis 

proteómico.  

Recogida de datos clínicos. Los responsables clínicos y la enfermera de 

investigación clínica garantizaron la creación de una base de datos que pasó a 

disposición del investigador principal del proyecto. Esta base incluyó los siguientes 

datos correspondientes a cada paciente seleccionado para el estudio: 

- Código, edad y sexo del paciente 

- Diagnóstico anatomopatológico y otros datos de interés clínico 

- Clasificación del tumor según sistema TNM 

- Tipo, fecha de inicio y final, y valoración de la respuesta al tratamiento 

antineoplásico (si existiese), incluyendo: Cirugía, Radioterapia, 

Quimioterapia, moduladores de la respuesta biológica, etc.  

- Otras intervenciones médicas de interés posteriores al diagnóstico 

- Fecha de defunción (si procede) 

El laboratorio de investigación creó una base de datos que permitió correlacionar 

los datos clínicos con los resultados del estudio sin comprometer la 

confidencialidad de los datos del paciente, así como de ponerla a disposición de 
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los responsables clínicos, quienes pudieron informar a cada paciente sobre los 

resultados de las evaluaciones realizadas si así hubiera sido oportuno. 

- El código de la historia clínica del paciente fue sustituido por un código de 

laboratorio o código interno reasignado a cada muestra en el momento del 

registro de entrada de la muestra. 

- Cada muestra registrada mantuvo ambos códigos en el cuaderno de 

registro de muestras que estuvo debidamente custodiado a lo largo de todo 

el estudio. La información contenida en el cuaderno de registro de muestras 

se trasladó a un archivo electrónico cuya confidencialidad estuvo 

garantizada por el investigador principal del proyecto. 

- El investigador principal del proyecto fue el encargado de crear, actualizar y 

gestionar la base de datos de todos los resultados del estudio, incluyendo 

únicamente el código de laboratorio de cada muestra/paciente. 

- Para el análisis de los resultados se utilizó el archivo de correlación entre 

códigos.  En respuesta a la solicitud específica por parte de los 

responsables clínicos se crearon archivos/informes confidenciales en los 

que se incluyó la historia clínica del paciente y los resultados de interés. 

La confidencialidad de los datos recogidos, por tanto, fue garantizada mediante la 

recodificación en el momento de registrar la entrada de cada muestra en el 

laboratorio y la posterior destrucción del etiquetado de partida. El personal 

responsable de la recogida de las muestras se aseguró que todos los 

tubos/recipientes recogidos incluyeran los siguientes datos: Código o identificación 

del paciente, edad del paciente, sexo del paciente, fecha de recogida.  

El análisis de los perfiles de expresión proteómicos y secretómicos fue realizado 

por personal investigador independiente que no tuvo acceso a la información 

clínica del paciente correspondiente. El tratamiento de los datos de carácter 

personal se realizó de acuerdo a la normativa vigente, el RD 223/2004 de 6 de 
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Febrero y la Ley Orgánica 15/1999 de 13 de Diciembre sobre protección de datos 

de carácter personal.  

4.2 Preparación de las muestras 

4.2.1  Descongelación de los tejidos.  

Las  muestras fueron guardadas en el congelador a -80ºC en tubos eppendorf con 

una sustancia crioprotectora. Para el procesamiento de las muestras, éstas fueron 

retiradas del congelador y mantenidas en nieve carbónica (hielo seco) para evitar 

su descongelación. 

Para procesar la muestra de tejido tumoral y la correspondiente muestra de tejido 

sano estrictamente en paralelo, ambas se dejaron durante unos minutos en el tubo  

eppendorf para su descongelación. En ese periodo de tiempo, se colocó una placa 

de Petri en la báscula para pesar las muestras de tejido una vez descongeladas, 

un dato necesario para calcular la cantidad de tampón de lisis necesaria para 

llevar a cabo la disgregación enzimática del tejido. A continuación, y mediante el 

empleo de pinzas esterilizadas con lejía al 10% y agua destilada, se extrajeron las 

muestras contenidas dentro de la sustancia crioprotectora y se colocaron en otra 

placa de Petri, lavándose con agua destilada hasta asegurarse una total 

desaparición de la sustancia crioprotectora. Seguidamente, se pesaron los 

fragmentos de tejido y con un bisturí esterilizado con lejía al 10% y agua destilada, 

se disgregaron los tejidos. Se extremaron las precauciones de uso de material de 

disgregación entre muestra y muestra para evitar posibles contaminaciones 

cruzadas de tejidos.  

4.2.2  Lisis de los tejidos.  

Una vez los fragmentos de tejido estuvieron disgregados, estos fueron transferidos 

a un tubo con tampón de lisis RIPA (Sigma-Aldrich, ref. RO278-50ml), en una 

relación de 500µl de RIPA por cada 100 mg de tejido. El tampón RIPA se utiliza 

para lisar células y solubilizar proteínas, y puede ser utilizado tanto en muestras 

en solución (muestras solubles) como muestras adheridas (muestras de tejido). Su 
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acción se basa en minimizar las uniones proteicas específicas que pueden hacer 

aparecer un background pero, en cambio, permite que puedan darse las 

interacciones específicas . Para que el tampón sea efectivo, debe añadirse un 

inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, ref. P8340-1 ml) en una proporción de 

100µl de proteasa inhibidor cocktail por 1000µl de solución de tampón RIPA. 

También, es preciso añadir el PMSF (Fluka BioChemika, ref.93482) que es un 

inhibidor de fosfatasas, en una proporción de 10µl de PMSF por cada 1000µl de 

tampón.  

Una vez dispuestos los fragmentos de tejido dentro del tubo con el tampón de lisis 

RIPA, los tubos fueron depositados en hielo seco.  Para lisar y disgregar el tejido, 

se empleó un homogeneizador de tejidos Ultra-turrax T25 Basic (IKA). Antes de su 

utilización se realizaron procesos de limpieza antes de la primera muestra y 

también entre muestras, para evitar contaminaciones cruzadas. Dicho proceso 

requirió los pasos siguientes: 

I. Poner un papel de filtro bajo la cuchilla. 

II. Desmontar la cuchilla del homogeneizador, para evitar que queden restos 

de tejido. En caso de que quedaran, retirarlos  con agua destilada y pinzas 

estériles con lejía al 10%.  

III. Montar la cuchilla. 

IV. Llevar a cabo un proceso secuencial de limpieza: 

a. Tubo Falcon con agua destilada 

b. Tubo Falcon de lejía al 10% 

c. Tubo Falcon con agua destilada 

V. Secar la cuchilla con papel de filtro. 

VI. Triturar las muestras. 

 

Una vez el tejido estuvo bien disgregado, los tubos fueron cubiertos con parafilm y 

depositados en hielo seco para evitar la degradación de las proteínas de la 

muestra. El tampón de lisis estuvo presente durante 30 minutos, y cada 5 minutos 

se les dio la vuelta a cada uno de los tubos con objeto de favorecer 



48 

mecánicamente el proceso de lisis. Transcurridos los 30 minutos, las muestras 

fueron transferidas a tubos eppendorf y centrifugadas a 15000 rpm durante 15 

minutos a 4ºC. Una vez centrifugadas, se recuperó el sobrenadante (la fase donde 

se encuentran las proteínas que se pretende detectar) de cada una de ellas para 

poder llevar a cabo el protocolo de Lowry de cuantificación de proteínas. El 

sobrenadante fue congelado a -80ºC. 

4.2.3  Protocolo de LOWRY para la determinación de la concentración de                                      
proteínas. 

El método de Lowry (1951) (70) es un método colorimétrico de valoración 

cuantitativa de las proteínas. A  la muestra se le añade un reactivo que al unirse a 

las proteínas forman un complejo que genera color. La intensidad del color es 

proporcional a la concentración de proteínas en la muestra. 

En primer lugar es preciso diseñar una curva patrón, que se prepara en tubos 

eppendorf y por duplicado a partir de un cantidad almacenada de BSA (albúmina 

sérica bovina) de 1,44mg/ml en alícuotas de 240µl. Los estándares a preparar son 

los siguientes: 

 

Una vez diseñada la curva patrón, se preparan los reactivos según el protocolo del 

fabricante (Bio-Rad DC protein assay kit, ref. 500-0112). La relación del reactivo A 

(Bio-Rad DC) es de 25µl de reactivo A por muestra. La relación del reactivo A’ es 

de 20 µl de reactivo A’ por ml de reactivo A (Bio-Rad DC). Los dos reactivos se 

preparan en un mismo tubo. Finalmente, la proporción del reactivo B (Bio-Rad DC) 

es de 200µl de reactivo B por muestra.  

Estàndard Concentración Tubo anterior Agua destil·lada 
1 1.20 mg/ml 240 µl 48 µl 
2 1.00 mg/ml 166.6 µl 33.3 µl 
3 0.75 mg/ml 112.5 µl 37.5 µl 
4 0.50 mg/ml 66.6 µl 33.4 µl 
5 0.25 mg/ml 37.5 µl 37.5 µl 

6 (blanco) 0.00 mg/ml  5 µl 
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Por último, las muestras son preparadas por duplicado. Se realiza en cada caso 

una dilución 1/10, es decir, 0.5 µl de muestra más 4.5 µl de agua destilada 

(volumen final 5 µl de muestra) y se añade la preparación de los reactivos A y A’ 

(25 µl de la preparación) y los 200 µl del reactivo B, prosiguiendo la incubación sin 

luz durante 15 minutos.  

Transcurrido este tiempo, los resultados colorimétricos son leídos en un lector de 

placas a una longitud de onda de 750-650 nm y la concentración de proteína en la 

muestra se calcula por extrapolación de la curva patrón.  

4.2.4 Protocolo microarrays de proteínas basados en anticuerpos. 

El ensayo con microarrays de proteínas basados en anticuerpos fue llevado a 

cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 5. Esquema de los microarrays basados en 
anticuerpos. 
http://www.insightbio.com/services/raybiotech/CA2.asp. 
RayBiotech, Inc.  
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Podemos ver el proceso esquematizado según el fabricante RayBiotech, Inc. en la 
figura siguiente: 

 

 

Previamente al comienzo del análisis, las membranas fueron bloqueadas con 

BSA/TBS al 5% (0.01 M Tris HCl pH 7.6/0.15 M NaCl) durante 1 h. Tras el bloqueo 

para disminuir el número de uniones inespecíficas, las membranas fueron 

incubadas con 500 µg proteína total/muestra de tejido durante 2 horas. Tras un 

lavado extensivo de las membranas con TBS/0.1% (v/v) Tween 20 (3 veces x 5 

minutos) y TBS (2 veces x 5 minutos) para eliminar el material no-unido 

específicamente, las membranas fueron incubadas con un cocktail de anticuerpos 

marcados con biotina dirigidos contra las proteínas inmovilizadas por los 

anticuerpos de captura. Tras la incubación con los anticuerpos, las membranas 

fueron levadas como se ha indicado anteriormente e incubadas con estreptavidina 

conjugada con peroxidasa de rábano –HRP- (2.5 pg/ml) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. El exceso de HRP-estreptavidina fue eliminado mediante 

Figura 6. Proceso esquemático del protocolo de los microarrays de proteínas 
basados en anticuerpos. https://www.raybiotech.com/products/antibody-
arrays/c-series/.  RayBiotech, Inc.  
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lavados con TBS/0.1% Tween 20 y TBS. Finalmente, las señales específicas de 

expresión fueron detectadas mediante el sistema ECL. Los valores 

densitométricos de los spots fueron cuantificados mediante el uso del software 

Scion Imaging (Scion Corp., Frederick, MD, EEUU). 

4.3 Creación de la firma oncoproteómica  

Para la creación de la “firma oncoproteómica” se utilizó un primer grupo de 22 

muestras (11 muestras pareadas de tejido tumoral y de mucosa gástrica sana). En 

este primer grupo de pacientes, se conocía la naturaleza “tumoral” o “no-tumoral” 

de las muestras. En primer lugar se generaron “sub-firmas” de las proteínas más 

relevantes que se encuentran en el microambiente tumoral: metaloproteasas, 

factores angiogénicos, citoquinas, factores de crecimiento y factores inflamatorios. 

Siguiendo de manera estricta el protocolo de la casa comercial RayBiotech, Inc., 

se emplearon los siguientes microarrays basados en anticuerpos para todas y 

cada una de las muestras. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. RayBio® Human ANGIOGENESIS Antibody Array C 
Series 1000 (Array 1 + Array 2, el cual detecta la expresión de 43 
factores angiogénicos en dos membranas) 
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POS  POS  NEG  NEG  MMP-1  MMP-2  MMP-3  MMP-8  
POS  POS  NEG  NEG  MMP-1  MMP-2  MMP-3  MMP-8  

MMP-9  MMP-10  MMP-13  TIMP-1  TIMP-2  TIMP-4  NEG  POS  
MMP-9  MMP-10  MMP-13  TIMP-1  TIMP-2  TIMP-4  NEG  POS  

 
Figura 8. RayBio® Human MATRIX METALLOPROTEINASES (MMPs) Antibody Array 1 
(el cual detecta la expression 10 MMPs en una membrana) 
 

 
Figura 9. RayBio® Human INFLAMMATION Antibody Array 3 (el cual detecta la 
expresión de 40 factores inflamatorios en una membrana) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. RayBio® Human CYTOKINE Antibody Array C 
Series 1000 (Array VI + Array VII, el cual detecta la 
expression de 120 citoquinas en dos membranas) 
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Figura 11. RayBio® Human GROWTH FACTOR Antibody Array 1 (el cual detecta la 
expresión de 41 factores de crecimiento en una membrana) 

 

Una vez llevado a cabo el protocolo de los distintos arrays, la “sub-firmas” fueron 

generadas de la siguiente manera: 

− Cuando una de las proteínas no fue detectada en una muestra de tejido 

normal, se decidió de forma arbitraria, que un resultado “positivo” requeriría 

un mínimo de 5 veces el aumento de la expresión en la muestra pareada de 

tejido tumoral. 

− Cuando una de las proteínas sí que fue detectada en la muestra de tejido 

normal, se decidió de forma aleatoria, que un resultado “positivo” requeriría 

un mínimo de 10 veces el aumento en la expresión. 

Las proteínas que conformaron las distintas “sub-firmas” y la “firma final” fueron 

aquellas que cumplían algunos de los dos requisitos anteriores (>5 o >10) en al 

menos, uno de los pacientes analizados en la cohorte de descubrimiento. 

Una vez generada la firma oncoproteómica del microambiente tumoral del CG, la 

casa comercial RayBiotech, Inc. diseñó arrays personalizados incluyendo 

exclusivamente las proteínas incluidas en la firma final (Figura 12). Por motivos 
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técnicos de la casa comercial, la citoquina Acrp30 (adiponectina) no pudo ser 

incluida en el array personalizado de la firma final.  

Figura 12. RayBio
® 

Custom Human Antibody Array: Firma oncoproteómica del 
microambiente tumoral del CG  

Para validar la capacidad diagnóstica de la firma oncoproteómica se analizaron 44 

muestras de una población independiente (22 muestras pareadas de tejido tumoral 

y de tejido sano). Este análisis se realizó de forma ciega, es decir, desconociendo 

la naturaleza “tumoral” o “normal” de las muestras y con una numeración de las 

mismas asignada al azar.  

4.4 Validación de poder de diagnóstico, cálculo de la sensibilidad y 
especificidad del test. 

Dado que el valor de un test diagnóstico en cáncer depende de su capacidad en 

discriminar correctamente la presencia o ausencia de cáncer en una determinada 

muestra de tejido, se validó el poder de diagnóstico de la firma oncoproteómica del 

microambiente tumoral del CG mediante la construcción de una tabla de 

especificidad y sensibilidad. Las características de este test fueron las siguientes: 

 

• Sensibilidad. Capacidad del test para detectar de forma correcta la 

enfermedad 

• Especificidad. Capacidad del test para detectar de forma correcta el 

tejido sano 

POS POS NEG NEG GRO MMP-9 IL-8 MMP-8 
POS POS NEG NEG GRO MMP-9 IL-8 MMP-8 
TIMP-1 HGF ICAM-1 Angiogenin HAP-2 bFGF RANTES EAN-78 
TIMP1 HGF ICAM-1 Angiogenin HAP-2 bFGF RANTES EAN-78 
uPAR S TNF RII TIMP-2 EGF R MCP-1 IL-1 Beta MIP-1 delta IGFBP-2 
uPAR S TNF RII TIMP-2 EGF R MCP-1 IL-1 Beta MIP-1 delta IGFBP-3 
Blank Blank Blank Blank Blank Blank NEG POS 
Blank Blank Blank Blank Blank Blank NEG POS 
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• Valor predictivo de positivos (PPV, verdaderos positivos). Capacidad del 

test para detectar un positivo cuando el paciente tiene realmente la 

enfermedad 

• Valor predictivo de negativos (NPV, verdaderos negativos). Capacidad 

del test para detectar un negativo cuando el paciente realmente no tiene 

la enfermedad 

La tabla de especificidad y sensibilidad se construyó de la siguiente manera: 

                                                   ENFERMEDAD 

                           PRESENCIA            AUSENCIA       

TEST POSITIVO   Verdadero positivo (a) Falso positivo (b)             PPV  

                                                                                                                  a/(a+b)  

TEST NEGATIVO     Falso negativo (c)           Verdadero negativo(d)      NPV 

                                                                                                                  d/(c+d) 

                                    SENSIBILIDAD                    ESPECIFICIDAD 

                                      a/(a+c)                                d/(b+d) 

Con el objetivo de valorar la calidad del test, se realizó asimismo el cálculo del 

likelihood ratio positive test  y el likelihood negative test, dos cocientes que 

comparan, utilizando la sensibilidad y la especificidad, la probabilidad que el 

resultado esperado para un paciente con enfermedad con la probabilidad que el 

mismo resultado saliera en un paciente sin enfermedad. 

El cálculo del likelihood ratio positive test fue calculado de la siguiente manera: 

 LR (+) = Sensibilidad/(1-Especificidad) 

El cálculo del likelihood ratio negative test fue calculado de la siguiente manera: 
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 LR (- ) = (1-Sensibilidad)/Especificidad 

Cuando los resultados son mayores que 1, significa que el resultado se asocia a 

enfermedad. En el caso de resultados menores que 1, significa que el resultado se 

asocia a la ausencia de enfermedad. 
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5. RESULTADOS  

5.1 Generación de la “firma oncoproteómica” del CG 

Para la generación de “sub-firmas” se utilizaron las micromatrices basadas en 

anticuerpos dirigidas contra las familias de proteínas más relevantes que se 

localizan en el microambiente tumoral, tal y como se presentó en la sección de 

“Materiales y métodos”. A continuación se muestran los resultados obtenidos para 

cada tipo de familia de proteínas analizadas. 

5.1.1 Metaloproteasas 

Una vez realizado el protocolo de los arrays de las muestras de tejido 

correspondiente, lo que podemos ver son membranas con unos puntos o spots de 

mayor o menor intensidad, tal y como podemos apreciar en la Figura 13.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Representación de arrays de MMPs y TIMPs obtenidos en tres muestras de 
tejido sano y tumoral de tres pacientes diferentes. Puig-Costa, M, Oliveras-Ferraros, C; 
Flaquer S; Llopis-Puigmartí F; Pujol-Amado E; Martín Castillo B; Vázquez-Martín A; Cufí S; 
Ortiz R; Roig J; Codina-Cazador A; Menéndez JA. Antibody microarray-based technology 
to rapidly define matrix metalloproteinase (MMP) signatures in patients undergoing 
resection for primary gastric carcinoma. J Surg Oncol. 2011 Jul 1; 104(1):106-109. 
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En la Figura 13, tomada como muestra representativa, podemos observar los 

resultados de tres muestras de tejido tumoral (TT) y mucosa gástrica sana 

adyacente (NT) procedentes de tres pacientes diferentes. Los rectángulos rojos 

indican que hay una elevada sobre-expresión de dos MMPs, la MMP-8 y la MMP-

9, y de los inhibidores TIMP-1 y TIMP-2. Podemos ver que la proteína que se 

encuentra más diferencialmente sobre-expresada en el tejido tumoral gástrico es 

la MMP-9, ya que en las tres muestras el spot correspondiente es más intenso en 

comparación al observado en la muestra pareada de tejido normal. Una vez 

analizados todos los pacientes, se construyó una tabla mostrado de forma 

conjunta todos los cambios significativos de expresión de las MMPs y sus 

inhibidores (TIMPs) obtenidos de las muestras analizadas en 11 pacientes de la 

cohorte de descubrimiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Lo que podemos observar es que en un 70% de las muestras tumorales hay 

sobreexpresión (>5 aumentada la expresión) de las MMP-8 y MMP-9 y que en un 

60% de las muestras los inhibidores TIMP-1 y TIMP-2 también se encuentran 

sobre-expresados en comparación a la mucosa normal.  

Figura 14. Cambios en la expresión de las MMPs y los TIMPs en CG.  
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Una “sub-firma” de las MMPs fue entonces construida incluyendo todas aquellas 

MMPs y TIMPs sobreexpresados en al menos 1 paciente. La Figura 15 muestra 

las dos MMPs (8 y 9) y TIMPs (1 y 2) que formarán parte de la firma 

oncoproteómica final. 

 

 

 

6.1.2 Factores angiogénicos/linfangiogenicos 

 

 

5.1.2 Factores angiogénicos 

La Figura 16 muestra la tabla que analiza los cambios de expresión de los 43 

factores angiogénicos analizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. “Sub-firma” de MMPs en el GC. 

Figura 16. Cambios en la expresión de los factores angiogénicos en CG. 
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Nuestro estudio no observó cambios significativos en la expresión de VEGF. La 

familia GRO (la cual incluye las citoquinas quimiotácticas CXCL1,CXCL2 y 

CXCL3), Sin embargo, estuvo sobre-expresada en un 90% de las muestras 

analizadas; la IL-8 también fue encontrada sobre-expresada en un 80% de las 

muestras analizadas. Los otros factores identificados, pese a estar 

sobreexpresados, lo estuvieron en un porcentaje de pacientes muy inferior. La 

utilización de las membranas para factores angiogénicos permitió confirmar la 

sobre-expresión de MMP-9 y TIMP-1 inicialmente detectada mediante el uso de 

membranas específicas para metaloproteasas y TIMPs. Los otros factores, aun 

estando sobreexpresados en un porcentaje inferior en las muestras analizadas, 

también formarán parte de la “sub-firma” de los factores angiogénicos, ya que se 

encuentran alterados en al menos un paciente. La “sub-firma” de los factores 

angiogénicos (Figura 17) estuvo finalmente formada por 10 factores angiogénicos 

(angiogenina, ENA-78, b-FGF, GRO, IL-8, RANTES, TIMP-1, IL-1b, MMP-9 y 

uPAR), aunque debe indicarse que dos de ellos corresponden a la metaloproteasa 

MMP-9 y al inhibidor de metaloproteasas TIMP-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. “Sub-firma” de factores angiogénicos en el CG.  
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5.1.3 Factores inflamatorios y citoquinas 

Los resultados obtenidos en los cambios de expresión de los factores inflamatorios 

es el que se muestra en la Figura 18.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El factor más relevante fue la IL-8, la cual estuvo sobre-expresada en un 80% de 

las muestras analizadas, confirmando así los resultados obtenidos con la misma 

citoquina con el array de factores angiogénico. Cabe destacar que también se 

observó una disminución significativa en la expresión (>5 veces) de la citoquina 

MIP-1δ en muestras tumorales en comparación a los tejidos normales pareados. 

La “sub-firma” de los factores inflamatorios (Figura 19) estuvo finalmente formada 

por 6 proteínas (ICAM, IL-8, MCP-1, MIP-1, RANTES y sTNF RII), las cuales se 

encuentran sobre-expresadas o disminuidas en al menos un paciente de la serie. 

Figura 18. Cambios en la expresión de los factores inflamatorios en el CG.   
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Las citoquinas, aunque también considerados factores inflamatorios, fueron 

analizadas en diferentes micromatrices capaces de detectar un total de 120 de 

manera simultánea.  

La Figura 20 muestra los cambios en la expresión de las citoquinas analizadas.

 

 

Figura 19. “Sub-firma” de factores inflamatorios.  
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Figura 20. Cambios en la expresión de citoquinas en CG. 
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Los resultados confirmaron que la citoquina quimiotáctica GRO está sobre-

expresada hasta en un 90 % de las muestras tumorales analizadas; también se 

confirmó la sobreexpresión de la IL-8 en aproximadamente un 80% del total de 

muestras tumorales. 

La “sub-firma” de las citoquinas analizadas (Figura 21) estuvo formada por 10 

citoquinas (angiogenina, NAP-2, RANTES, Acrp30, GRO, ICAM-1, IL-8, TIMP-1, 

TIMP-2, uPAR), aunque una amplia mayoría de las mismas fueron previamente 

detectadas en el análisis de metaloproteasas, factores angiogénicos y factores 

inflamatorios.   

 

 

 

 

 

 

 

5.1.4 Factores de crecimiento 

En la Figura 22 se pueden observar los cambios de expresión de los 41 factores 

de crecimiento analizados. Se detectó la sobreexpresión de tres factores de 

crecimiento, b-FGF, EGFR y HGF en las muestras tumorales en comparación a la 

mucosa normal. Se observó asimismo un descenso significativo (>5 veces) en la 

expresión de IGFBP-2 (Insulin like growth factor-binding protein 2) de las muestras 

tumorales en comparación al tejido normal.  

.

Figura 21. “Sub-firma” de citoquinas en CG.  
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Figura 22. Cambios en la expresión de los factores de crecimiento en el CG. 



67 

La “sub-firma” de los factores de crecimiento estuvo formada por cuatro proteínas 

(b-FGF, EGFR, HGF e IGFBP-2), tal y como se resume en la Figura 23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.5 Resumen de los resultados: Generación de la firma 

En la cohorte de descubrimiento se identificaron finalmente un total de 19 

proteínas sobre-expresada (GRO,MMP-9, IL-8, MMP-8, TIMP-1,TIMP-2, Acrp30, 

ICAM-1, NAP-2, Angiogenina, HGF, b-FGF, RANTES, ENA-78, uPAR, sTNF RII, 

EGFR, MCP-1 y IL-1β) y dos proteínas (MIP-1δ y IGFBP-2) cuya expresión estuvo 

disminuida en los tejidos tumorales en comparación al tejidos normal adyacente. 

Una vez analizadas las proteínas a través del programa bio-informático GO (Gene 

Ontology), se concluyó que el 35% de las proteínas de la firma están involucradas 

en procesos inflamatorios, procesos de respuesta inmunitaria y procesos de 

quimiotaxis, todos ellos procesos imprescindibles en la carcinogénesis. Cabe 

destacar que las citoquinas quimiotácticas agrupadas en la familia GRO, la IL-8, 

así como las MMP-8 y MMP-9 se encontraron sobre-expresadas en más del 80% 

de las muestras, mientras que la expresión de la IGFBP-2 está disminuida en un 

70% de las muestras analizadas. En la siguiente figura (Figura 24) se puede 

        Figura 23. “Sub-firma” de factores de crecimiento en el CG. 
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observar la firma oncoproteómica final del microambiente tumoral del CG 

constituida por 21 proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Validación del test 

Con el fin de validar esta firma, se genera un dispositivo para analizar en una 

única membrana las 21 proteínas de la firma oncoproteómica (Figura 25). Por 

motivos técnicos de la casa comercial, el array solo pudo contener finalmente 20 

proteínas al tener que descartarse la proteína Acrp30. 

Figura 24. Firma oncoproteómica del microambiente tumoral del CG. 
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La validación de la firma, tal y como se explica detalladamente en el apartado de 

“Materiales y Métodos” fue llevada a cabo en una población independiente 

formada por 44 muestras. Una vez llevado a cabo el protocolo de los arrays en 

cada una de las muestras se procedió a calcular la sensibilidad y especificidad del 

test. 

 Los resultados fueron los siguientes (Tabla 3): 

• Total de muestras: 44 

• Número de muestras patológicas (CG): 22 

• Número de muestras sin patología (mucosa gástrica sana): 22 

 

 

 

 

Figura 25. Distribución de las citoquinas en el array que se ha utilizado para 
validar el valor predictivo de la firma oncoproteómica del microambiente tumoral 
del CG. 
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 PRESENCIA     AUSENCIA     TOTALES  

TEST POSITIVO 18 6 24 PPV = 75% 

(53-90) 

TEST NEGATIVO 4 16 20 NPV = 80% 

(56-94) 

TOTALES 22 22 44  

 
Tabla 3. Sensibilidad y Especificidad de la firma oncoproteómica 

 

PPV= [a/(a+b)] = [18 / (18+6)] * 100 = 75% (53-90) 

NPV= [d/(c+d)] = [16 / (4+16)] * 100 = 80% (56-94) 

 

Sensibilidad = [a/(a+c)] = [18/(18+4)] * 100 = 81,81 % (59-94) 

Especificidad = [d/(b+d)] = [16/(6+16)] * 100 = 72,72%  (49-89) 

LR (+) test = [sensibilidad/(1-Especificidad)]   = [0,8181/(1-07272)] = 3 (1,47-6,1) 

LR (-)  test = [(1- Sensibilidad)/Especificidad]= [(1-0,8181) / 0,7272] = 0,249 
(0,099-0,62) 

Nota: ( ) = 95% del intervalo de confianza (calculado con el test de expansión 
binomial) 

 

ENFERMEDAD 
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La Figura 26 proporciona un ejemplo representativo de los resultados obtenidos 

con el array diseñado con la firma oncoproteómica de 21 proteínas del 

microambiente tumoral del CG. Pueden observarse ejemplos de verdaderos 

positivos (en rojo) y verdadero negativos (en azul), así como también de falsos 

positivos y falsos negativos (en negro) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Resultados representativos de los arrays personalizados con la 
firma de 21 proteínas del microambiente tumoral del CG. En rojo, los 
verdaderos positivos, en azul los verdaderos negativos y en negro, los falsos 
positivos y negativos.  
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6. DISCUSIÓN  

Inflamación y CG 

La relación causal entre la inflamación y el cáncer ha sido sugerida durante 

muchos años. En la actualidad, la conexión entre los procesos inflamatorios y el 

cáncer está respaldad por diversos estudios epidemiológicos, celulares y 

moleculares. En realidad, la inflamación se incluye ya en la lista de “hallmarks” del 

cáncer y su inhibición se considera ya una estrategia válida para prevenir y/o tratar 

el cáncer (55,69,71). Es cierto que una inflamación a corto plazo puede tener efectos 

anti-infecciosos y anti-tumorales, pero cuando aquella se transforma en crónica, 

puede promover la aparición de cáncer. Es sabido que muchos tumores malignos 

tienen su origen en zonas donde preexiste una infección, una inflamación o una 

inflamación/irritación crónica; un buen ejemplo que relaciona de forma directa la 

inflamación crónica con la formación de tumores puede observarse en el colon, 

donde los procesos carcinogénicos se dan en individuos que sufren inflamaciones 

crónicas como son el caso de la Enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerosa. Ya en 

el siglo XIX, Virchow fue pionero al proponer la inflamación como origen del 

cáncer, basándose en la hipótesis de que algunas sustancias irritantes y la 

consecuente inflamación del tejido, facilitaría la proliferación celular aberrante 

propia de los carcinomas. Aunque está claro que la sola proliferación celular no es 

causa de cáncer, en un determinado microambiente enriquecido con células 

inflamatorias, factores de crecimiento, etc., potenciaría y promovería el riesgo 

neoplásico de manera sinérgica (72) 

En diferentes estudios, ha podido confirmarse que las células inflamatorias juegan 

un importante papel en la linfangiogénesis patológica (73,74). Las células 

neoplásicas producen citoquinas (moléculas señalizadoras importantes en 

procesos inflamatorios) y quimioquinas (tipos de citoquinas encargadas de llevar a 

cabo la quimiotaxis), mediadores citotóxicos que incluyen ROS (reactive oxigen 

especies), MMPs, moléculas perforadoras de la membrana celular, TNFalfa, 

interleuquinas e interferones (75), las cuales tienen una función mitogénica y de 
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atracción de granulocitos, monocitos/macrófagos, fibroblastos y células 

endoteliales hacia el microambiente tumoral, provocando su infiltración. 

Concomitantemente, los fibroblastos (76) activados y las células inflamatorias 

infiltradas producen y secretan enzimas proteolíticos (metaloproteasas), citoquinas 

y quimioquinas (77), las cuales tiene efectos mitogénicos sobre las células 

neoplásicas y las células endoteliales relacionadas con los procesos de 

angiogénesis y linfangiogénesis. En este microambiente inflamatorio, se generan 

desequilibrios entre muchas de las moléculas que intervienen en los procesos 

como el crecimiento celular aberrante, y  alteraciones en la respuesta inflamatoria, 

que promueven o potencian aquel, dando lugar a una evolución acelerada del 

proceso de malignización (78). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. La producción de citoquinas y quimioquinas por parte de las células tumorales 
provocan una infiltración de las células inflamatorias hacia el microambiente tumoral. Balkwill, 
F, Coussens LM. Cancer: an inflammatory link. Nature. 2004 Sep 23; 431 (2007):405-6. 
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Es decir, una vez originado el microambiente inflamatorio alrededor del estroma 

tumoral, las citoquinas de dicho ambiente activan de nuevo los mismos factores de 

transcripción responsables de estimular la presencia de los mediadores pro-

inflamatorios, provocando de nuevo un aumento de su producción, generándose 

una retroalimentación positiva del microambiente inflamatorio relacionado con el 

estroma tumoral y favorecido por la activación de la inflamación de las células 

peritumorales (79). 

El papel de la inflamación en la angiogénesis tumoral es evidente, de manera que 

el número de macrófagos en los tejidos tumorales es significativamente superior 

que en tejidos normales. En algunos tipos de tumor como el cáncer de mama, el 

cáncer de ovario o el cáncer de próstata se ha observado que la densidad de 

TAMs (Tumor Associated Macrophages) tiene valor pronóstico. La TAMs 

promueven la neovascularización mediante la secreción de potentes citoquinas 

pro-angiogénicas y factores de crecimiento, como el VEGF, el TNFalfa (tumor 

necrosis factor alfa), interleucina 8 y bFGF (basic fibroblastic growth factor) y gran 

variedad de metaloproteasas (MMP2, MMP7, MMP9 y MMP12) que, asimismo, 

participan en el proceso de la angiogénesis a través de la degradación y 

remodelación activa de la matriz celular (80,81).  

Estudios más recientes han puesto de manifiesto que la estimulación de la 

angiogénesis y linfangiogénesis, las citoquinas inflamatorias o sus reguladores, 

promueven la amplificación de la población minoritaria de cancer stem cells (CSC) 

o células iniciadoras de tumores (tumor initiating cells, TICs), que son las únicas 

capaces de auto-renovarse dentro de la población celular tumoral y, por tanto, las 

verdaderas responsables del crecimiento, resistencia a las terapias y recaídas de 

los carcinomas humanos (82,83,84,85,86). 
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Metaloproteasas y CG 

Tanto el crecimiento local con afectación de órganos vecinos como la formación 

de metástasis a distancia en localizaciones distales, son características de los 

tumores malignos incluyendo el CG. Para que estos procesos tengan lugar, los 

enzimas proteolíticos juegan un papel fundamental para permitir el acceso de las 

células malignas a los vasos sanguíneos y linfáticos. El sistema proteolítico tisular 

es extremadamente complejo y, dentro de este, el papel de las MMPs tienen una 

importancia especial por su actuación en la degradación de la matriz extracelular  

y membranas basales que, por otra parte, posibilitan a las células tumorales 

penetrar e infiltrar la matriz estromal (87,88,66). 

En los últimos años, el estudio de estos enzimas y la implicación de los mismos en 

fase tempranas de la evolución tumoral, ha permitido conocer otras actividades 

también fundamentales  en la citada evolución tumoral, como la estimulación de  la 

proliferación celular y la modulación de la angiogénesis. Así, el papel de las 

MMPs, inicialmente limitado a la degradación de la matriz extracelular creando 

vías de acceso para las células cancerígenas a vasos linfáticos y vasculares, ha 

sido ampliado por su implicación directa en la angiogénesis y crecimiento tumoral 

durante la progresión metastática de la enfermedad tumorales (89,90). 

Dentro de las funciones fisiológicas de las MMPs, por su actividad degradadora de 

los componentes de la ECM y la membrana basal, figura el crecimiento 

embrionario y la morfogénesis tisular, la adipogénesis y la participación en los 

procesos de cicatrización, entre otros. También, la participación de las MMPs en la 

angiogénesis es complejo y extenso. Varias MMPs producidas por las células 

endoteliales han sido descritas como factores importantes en la neo-formación 

vascular tanto en procesos fisiológicos como patológicos, describiéndose múltiples 

MMPs que actúan tanto movilizando o activando factores pro-angiogénicos como 

estimulando la liberación de sustancias inhibidoras de la angiogénesis. 
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La identificación de nuevas funciones biológicas por parte de las MMPs (la 

activación de factores de crecimiento, la supresión de la apoptosis en las células 

tumorales, la destrucción de los gradientes de chemokines desarrollado por la 

respuesta inmune de acogida, o la liberación de factores angiogénicos)(91) ha 

propiciado la reevaluación del papel de estas en el cáncer más allá de su papel 

como regulador de la matriz extracelular en estadios avanzados de la enfermedad. 

Por ejemplo, los procesos proteolíticos de moléculas bioactivas por parte de las 

MMPs favoreciendo la liberación de factores de proliferación celular que están 

vinculados a determinadas proteínas de unión (por ejemplo, IGF-BP) contribuyen a 

la transformación de un microambiente complejo que promueve la malignización 

en las primeras etapas de formación de los carcinomas humanos incluyendo el 

CG. De una manera similar las MMPs también puede orientar y activar los factores 

de crecimiento cuyos precursores están anclados en la superficie celular o 

secuestrados en la matriz extracelular peritumoral. No es de extrañar que estas y 
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otras actividades no-clásica de las MMPs (p. ej. remodelación de sustratos 

implicados en la muerte celular programada –apoptosis-) sean capaces de dirigir 

de manera directa el crecimiento de las células tumorales.   

Las MMPs pueden asimismo modular las reacciones inmunes antitumorales a 

través de su capacidad de adherirse de manera eficiente a varias quimioquinas, 

regulando directamente su movilización (92). En este mismo sentido, las MMPs  

también pueden ser beneficiosas para el huésped mediante la estimulación de 

respuestas inmunes de protección y de adaptación. En un estudio llevado a cabo 

por Balbín y cols. (2003), el déficit de MMPs se asoció con un incremento 

significativo de la susceptibilidad tumoral. La falta de esta MMP puede obstaculizar 

las primeras etapas de la inflamación, pero una vez establecida, es anormalmente 

sostenida conducente a un ambiente más favorable para el desarrollo de tumores 

(93). La acumulación prolongada de las células inflamatorias y el establecimiento 

de una inflamación crónica, facilitarían finalmente la inestabilidad genómica y la 

promoción del crecimiento del tumor. 
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No es de extrañar que, en nuestro estudio, hayamos observado una 

sobreexpresión de las MMPs-8 y -9 en un 70% de las muestras tumorales 

analizadas. Diferentes publicaciones habían observado la sobreexpresión de la 

MMPs-2 y -9 en CG, correlacionando la misma con la presencia de metástasis 

ganglionares o recurrencia del tumor (94,95,96). Sin embargo, si frente a la 

expresión de la primera y la correlación citada no hay consenso en la actualidad, 

no es así en el caso de la MMP-9, la cual cuyo efecto pro-metastásico ha sido 

confirmado en varios estudios (97,98). Otros estudios han observado la 

sobreexpresión de otras MMPs, como las MMP-7 y MMP-14 en el CG, un 

escenario que no ha podido ser replicado en nuestra aproximación experimental 

(99,100,101).  

La determinación de la expresión de determinadas proteínas que participan en la 

señalización celular y que se han convertido en objetivos diana (102,103,104) para el 

tratamiento de algunos tipos de tumores y que, además, contribuyen a diferenciar 

subtipos de tumores molecularmente diferentes, conlleva modificaciones en los 

planteamientos terapéuticos; la identificación del “protease degradomics” (105) 

permitiría actuaciones concretas sobre algunas proteasas y contribuiría a 

establecer criterios pronósticos   diferentes a los criterios clínicos más generales 

empleados en la actualidad. 

Factores angiogénicos y CG 

Tanto la angiogénesis como la linfangiogénesis son procesos que participan 

activamente en el crecimiento de los tumores y en la formación de metástasis de 

los mismos. Los tumores malignos estimulan tanto el crecimiento de los vasos 

sanguíneos como de los linfáticos mediante la producción de factores angiogénico 

y linfangiogénicos. La capacidad de las células tumorales para promover los 

procesos de angiogénesis y linfangiogénesis determina por tanto la probabilidad 

de las metástasis por via hematógena y linfática, respectivamente 

(106,107,108,109,110,111). 
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Dentro de los mecanismos biológicos implicados en el proceso angiogénico, la 

familia VEGF (vascular endothelial growth factor) y los factores de crecimiento 

endotelial han sido identificados como los actores moleculares más influyentes en 

la angiogénesis tumoral. Junto a estos inductores clásicos de la angiogénesis, 

debemos considerar también el factor de crecimiento fibroblástico, las 

angiopoyetinas 1 y 2 , el TNFalfa, así como las moléculas inhibidoras del proceso 

como la angiostatina, vasostatina, e interferón alfa. En realidad, es el equilibrio 

entre ambos grupos de mediadores lo que determina finalmente la evolución en el 

proceso angiogénico.  

La familia de los VEGF está integrada por diferentes tipos del mismo (A,B,C,D,E,F 

y PIGF -placental growth factor-) (112,113). Cada uno de ellos presenta diferentes 

subtipos de moléculas. En el caso del VEGF-A se pueden reconocer hasta 9 

subtipos por la escisión repetida de un simple gen 

(VEGF121,145,148,162,165,165b,183,189 y 206.) Sin embargo, cuatro son las 

isoformas principales (121,165, 189 y 206), siendo la 165-aminoacid la forma 

predominante de VEGF. Las varias isoformas del VEGF-A juegan distintos 

Figura 28. Las células 
tumorales secretan factores 
angiogénicos que difunden a  
través del microambiente 
temporal y permiten el 
alargamiento de los capitales 
preexistentes. Cristofanilli M; 
Charnsangavej,C; Hortobagyi 
GN. Angiogenesis modulation 
in cancer reserach: novel 
clinical approaches. Nat Rev 
Drug Disco. 2002 Jun; 1 (6): 
415-26. 
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papeles en la formación vascular y desarrollo arterial, aunque el VEGF-165 

isoforma juega un papel central en el desarrollo vascular.  

El VEGF-A también referido como VPF (vascular permeability factor) es un 

importante regulador  de la fisiología de las células endoteliales que fue 

identificado en 1989;  se trata de una glicoproteína esencial en múltiples  procesos 

angiogénicos, tanto en situaciones normales como patológicas, a través de sus 

dos receptores: el VEGFR-1, también conocido como Flt-1 (Fms-like tyrosine 

kinase) y VEGFR-2, también conocido como Flk-1 (fetal liver kinase). El VEGF-A 

presenta dos actividades biológicas preferentes, como son la capacidad de 

estimular la proliferación del endotelio vascular y promover la supervivencia y 

migración de las células endoteliales. La expresión del VEGF-A está regulada por 

una variedad de estímulos como la hipoxia, los factores de crecimiento PDGF (114), 

FGF, EGF -epidermal growth factor-TNF, TGFbeta -transforming growth factor-

beta y interleucina-1 -IL-1-), mutaciones en p53, estrógenos, TSH, y otras 

proteínas. Aunque todos los estímulos citados son importantes, es la hipoxia la 

que tiene un interés especial por el tipo de respuesta, un proceso de inducción que 

se sabe esta mediado por el factor de transcripción HIF-1α (112). 

Las isoformas largas VEGF-165, VEGF-189 y VEGF- 206 se encuentran en la 

superficie celular y matrices extracelulares. Corresponden a las formas heparino-

proteoglicanas de VEGF y pueden ser liberadas  de la superficie celular  y las 

matrices extracelulares mediante la acción de heparinasas, plasmina y MMPs. El 

VEGF por sí mismo activa las principales cascadas proteolíticas con vistas a la 

generación de plasmina y MMPs, creando una retroalimentación positiva en la 

actividad del VEGF. 

Aunque tradicionalmente se ha enfatizado más la importancia de la angiogénesis 

sobre la linfangiogénesis, esto ha sido debido en gran parte a la ausencia de 

identificación de factores para esta última, así como de marcadores que pudieran 

utilizarse para diferenciar el endotelio linfático del vascular (115,116). La evidencia 

reciente de la importancia de los factores de crecimiento linfangiogénicos en el 

desarrollo de los vasos linfáticos tumorales, y en la diseminación tumoral y 
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formación de metástasis (117), hace suponer que los factores que influyen sobre 

los vasos linfáticos y su crecimiento y desarrollo también deben ser considerados 

como objetivos para la terapia antitumoral (118,85,119). En la actualidad parece claro 

que los mecanismos básicos aplicables a la angiogénesis pueden también 

aplicarse a la linfangiogénesis, con la intervención  de los VEGF-C y su homólogo 

D. Tanto el uno como el otro ejercen sus efectos mediante la interacción con los 

receptores VEGFR- 2 y VEGFR-3, también denominado este último Flt4. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Los VEGFs y sus receptores.Al-Rawi,MAA, Mansell RE, Jiang WG . Molecular 
and cellular mechanisms of lymphangiogenesis. EJSO (2005) 31,177-121.    

 

El VEGF-C, el primer factor linfangiogénico descrito  induce la proliferación de las 

células endoteliales linfáticas y vasos linfáticos a través de la activación del 

VEGFR-3 (Flt4) o VEGFR-2(KDR) presentes en la membrana de las células 

endoteliales, así como promoviendo la migración de dichas células y la 

permeabilidad vascular. La caracterización de VEGF-C y D como potentes 

factores que estimulan la linfangiogénesis a través de su receptor VEGFR-3, han 

permitido profundizar en el conocimiento de la misma.  Así, algunos  trabajos han 

demostrado que la sobreexpresión de VEGF-C o VEGF-D induce la 

linfangiogénesis y promueve la aparición de metástasis linfáticas (120) en modelos 
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experimentales. En estudios clínicos, el incremento de la expresión de VEGF-C en 

tumores primarios se ha correlacionado con un aumento en la diseminación de 

células tumorales en múltiples tumores (121,122,123,124,125). Algunos autores han 

concluido que la expresión de VEGF-C en el CG puede considerarse un marcador 

predictivo en la evolución del mismo (126,5,127,128,129,130). Varios estudios han 

confirmado que la expresión de VEGF-C es un indicador pronostico independiente 

en la supervivencia global por CG (131,132).  

Se ha reportado también una relación significativa entre la expresión elevada de 

VEGF-D y un mal pronóstico en cáncer colorrectal, carcinoma de mama y CG. En 

un estudio en el que se analizó la expresión de VEGF-D (133,134,135) y su relación 

con el estadio clínico-patológico y su significado pronostico en el CG (136), se 

demostró que la recurrencia en los ganglios linfáticos era más elevada en los 

pacientes con expresión VEGF-D positiva que en los casos en que era 

negativa(137) Una correlación similar fue observada entre los niveles elevados de 

VEGF-D en CG y la recurrencia peritoneal. 

Tanto VEGF-C como el VEGF-D tienen una gran afinidad por el VEGFR-3, 

mientras que para el VEGFR-2 se obtiene una respuesta progresiva bajo el efecto 

de algunas proteasas tisulares. No queda claro todavía que forma molecular de 

VEGF-C y VEGF-D están presente mayoritariamente en el tejido tumoral y la  

influencia de cada una de las isoformas en el pronóstico y desarrollo de la 

enfermedad. La caracterización de las isoformas  del VEGF-C y D y las proteasas 

que influyan en las mismas, podría ser una aproximación útil en el diagnóstico y 

pronostico del CG (138,139,140). 

Estudios de laboratorio han demostrado que los niveles de FGF-2 (fibroblastic 

growth factor-2) modulan la capacidad de los cultivos celulares para desarrollar 

linfangiogénesis versus angiogénesis en función de la presencia en mayor o 

menor medida de VEGF-C o VEGF-A.  Así, dentro de los factores necesarios para 

la regulación molecular de la formación y diferenciación de los vasos linfáticos, 

incluiríamos varios factores, entre los que cabe citar VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3, 

VEGFR-2, NRP2 (non-kinase neuropilin-2, expresado en células endoteliales 
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linfáticas), Ang2 (también expresado en células endoteliales linfáticas), Prox-1 

(necesario para el desarrollo de los vasos linfáticos a partir de las células 

endoteliales), y la adaptor protein SLP76, necesaria para la separación anatómica 

entre vasos linfáticos y sanguíneos. 

Una nueva firma oncoproteómica del microambiente tumoral del CG: 

Importancia tecnológica, molecular y relevancia clínica.  

Nuestro estudio ha demostrado la utilidad de la tecnología de los arrays de 

proteínas basados en anticuerpos es útil para el estudio del proteoma del 

microambiente tumoral (141, 142, 143, 144,145) en el CG y permite sugerir las posibles 

interacciones moleculares en el mismo. Así, la generación de esta 

“firma”(146,147,148) ha confirmado que las moléculas relacionadas con la inflamación 

y la quimiotaxis, como por ejemplo las metaloproteasas (MMPs) y las citoquinas 

pro-inflamatorias (IL-8, GRO), se encuentran sobre-expresadas en la mayoría de 

los tejidos tumorales analizados y que es lógico sugerir la existencia una 

interacción entre ellas y entre las células que las producen, como por ejemplo, las 

células tumorales y las células del estroma. Estos resultados reafirman que el 

microambiente tumoral es un sistema dinámico formado por varios tipos celulares 

que segregan moléculas que interaccionan entre ellas, y que son indispensables 

para el proceso de la carcinogénesis, en este caso en la mucosa gástrica 

(149,150,151).  

Como hemos visto en el apartado de Resultados, nuestro proyecto de 

investigación ha desarrollado un dispositivo proteómico de bajo coste capaz de 

diagnosticar de forma sensible (82%) y especifica (73%) el CG en muestras de 

mucosa gástrica. Se trata por tanto de una dispositivo que podría aplicarse en la 

rutina hospitalaria para llevar a cabo programas de screening y diagnostico precoz 

de posibles pacientes con CG en una población asintomática. Estudios futuros 

deberán validar los resultados obtenidos en tejido con los obtenidos en suero; es 

decir, dada la naturaliza secretómica de la mayoría de proteínas incluidas en las 

21 de la firma final, se hace necesario la puesta en marcha de un nuevo estudio 

secretómico de las mismas moléculas que hemos analizado en este estudio en el 
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suero de los mismos pacientes, con la intención de establecer relaciones causales 

entre la presencia de una proteína predictora en el tejido tumoral y su 

presencia/ausencia en el torrente circulatorio del mismo paciente.  

Si consideramos el CG desde un punto de vista funcional podemos decir que de 

todas las  21 moléculas  presentes en el microambiente tumoral del CG definidas 

en nuestro proyecto de investigación, un 70% de las mismas participan en 

procesos inflamatorios y angiogénicos. El resto representan moléculas que 

participan en procesos de crecimiento celular, remodelación de la matriz 

extracelular e invasión. Por tanto, podríamos concluir que tanto los procesos 

inflamatorios como los angiogénicos son muy importantes en el proceso de 

malignización de la mucosa gástrica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Si atendemos a los datos clínico-patológicos que durante muchos años han 

sugerido el papel clave que para la diseminación tumoral podrían jugar los vasos 

linfáticos, y la afectación ganglionar regional como primer paso en la evolución de 

la diseminación metastásica, podremos entender por qué se ha modificado la 

extensión inicial de las linfadenectomías hasta protocolizar las mismas dentro del 

tratamiento del CG en la actualidad. Nuestros resultados sugieren que la 

Figura 30. Visión funcional del CG según la firma oncoproteómica de  
21 proteínas obtenida en nuestro proyecto de investigación 
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valoración a priori de ciertos factores moleculares implicados en el desarrollo del 

proceso de malignización podría impactar significativamente la implementación de 

estrategias quirúrgicas tempranas, tales como resecciones endoscópicas locales 

(EMR), en individuos con un riesgo elevado de CG. En los tumores submucosos 

gástricos invasivos con mínimo riesgo de afectación linfática y por ello, tributarios 

de EMR, seleccionados combinando el tamaño del tumor, el tipo histológico, la 

afectación vascular-linfática y la profundidad de la afectación submucosa, la 

implementación de nuestra firma oncoproteómica de 21 proteínas podría orientar 

la indicación o no de EMR e incluso ampliar las opciones de dicha técnica, si la 

firma tuviera valor predictivo para las metástasis ganglionares.  

Iniciábamos nuestra introducción indicando que el CG es una de las principales 

causas de muerte por cáncer a nivel mundial. También en la misma línea, la 

aparición de metástasis tumorales es la responsable de la mayoría de muertes por 

cáncer, y también lo es en el caso de CG. En Occidente los pacientes con CG son 

diagnosticados en estadios más avanzados en comparación a los diagnosticados 

en Japón, mostrando en la mayoría de los casos invasión linfática y un mal 

pronóstico con supervivencias a 5 años inferiores a un 30%. Los estudios clínicos 

demuestran que la extensión de la diseminación tumoral determinan el futuro de 

estos pacientes. Es por ello que se hace indispensable conocer con la máxima 

precisión el grado de afectación ganglionar metastásica con vistas a optimizar las 

estrategias terapéuticas y establecer un pronóstico correcto de manera muy 

temprana. Los procedimientos habituales para valorar la extensión ganglionar  en 

el CG incluyen TAC, ultrasonidos endoluminales y laparoscopia. Aun cuando todos 

ellos están bien establecidos desde el punto de vista clínico, todos ellos tienen una 

utilidad limitada que podría mejorarse significativamente mediante la 

implementación simultánea de tests predictivos como el desarrollado en nuestro 

estudio.  

La aplicación clínica de la firma oncoproteómica de 21 proteínas podría permitir el 

establecimiento de un mejor estadiaje del CG y, por tanto, la implementación de 

factores pronóstico capaces de identificar grupos determinados de pacientes que 
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podrían beneficiarse de tratamientos diferentes desde etapas más tempranas (152). 

Por ejemplo, el empleo de fármacos anti-angiogénicos y/o anti-linfangiogénicos 

(bevacizumab, valatanib, ZD6475 –vandetanib-, SU6668) (153,85,154) podría evitar 

la diseminación temprana de células tumorales en subgrupos de pacientes con un 

alto riesgo de diseminación, permitiendo de esta manera el diseño personalizado 

de tratamientos adyuvantes con el doble objetivo de evitar no solo la proliferación 

tumoral sino también su recurrencia y sus metastatización loco-regional y distal. 
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7. CONCLUSIONES 

 

1. La utilización de micromatrices de proteínas basadas en anticuerpos, una nueva 

técnica oncoproteómica, es capaz de caracterizar adecuadamente los perfiles 

proteómicos específicamente asociados con la presencia de tejido tumoral en la 

mucosa gástrica. 

 

 

2. La generación prospectiva de una firma oncoproteómica compuesta por 21 

biomarcadores permite predecir de manera específica (73%) y sensible (82%), la 

presencia de enfermedad neoplásica en muestras procedentes de la mucosa 

gástrica.   
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