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ABREVIERI UTILIZATE IN TEXT

ACC - American College of Cardiology / Colegiul American de Cardiologie
ADN - Acid dezoxi-ribo-nucleic

AHA - American Heart Association / Asociatia Americana a Inimii

AJCC - American Joint Committee on Cancer / Comitetul mixt american pentru
cancer

CG — Cancer gastric

EBV - Virusul Epstein-Barr

ECG - Electrocardiografie

EDS - Endoscopie digestiva superioara

EDTA - Acid Etilendiaminotetraacetic

HE - Coloratie Hematoxilin-Eozina

MT - Coloratie Tricrom Masson

MTOR - Mechanistic Target of Rapamycin

MUC4 - Gena mucin 4

NET - Norepinephrine Transporter / Transportorul de norepinefrina

RMN - Rezonantd magnetica nucleara

VAChHT - Transportorul vezicular al acetilcolinei

VEGF - Vascular endothelial growth factor / Factor endotelial de crestere
vasculara

VEGFR - Vascular endothelial growth factor receptor / Receptorul factorului

endotelial de crestere vasculara



1. INTRODUCERE

Cancerul gastric este 0 afectiune maligna care reprezinta la momentul actual,
o reala problema de sanatate publica, datorita faptului ca acest tip de neoplazie,
in ciuda disponibilitatii unor multiple metode de diagnostic precoce, cét si a
optiunilor avansate de tratament, continua sa fie una dintre cele mai agresive boli
oncologice. Aceasta patologie multifactoriala este caracterizatd atat de evolutia
rapida si prognosticul nefavorabil, cat si de numarul mare de decese in randul
pacientilor cu acest diagnostic.

Un factor de risc major in aceasta patologie este considerat stresul, care prin
perturbarea activitatii sistemului nervos central vegetativ, atat cel simpatic, cat si
cel parasimpatic, poate determina declansarea procesului de carcinogeneza
gastrica.

Implicarea sistemului nervos autonom asupra activitatii cardiace a
pacientilor cu neoplasm gastric inclusi in studiu, a fost evaluata prin studierea
variabilitatii  frecventei  cardiace (VFC), in timpul monitorizarii
electrocardiografice (ECG) Holter. Din punct de vedere histopatologic (HP) si
imunohistochimic (IHC), a fost evidentiata activitatea receptorilor sistemului
nervos simpatic prin evaluarea transportorului de norepinefrina/norepinephrine
transporter (NET), dar si a celor din sistemul nervos parasimpatic, reprezentati
de receptorul muscarinic M3, in functie de diferitele grade de diferentiere
histopatologica ale adenocarcinomului gastric. A treia evaluare efectuata in acest
studiu a fost de tip biologic, prin dozarea metanefrinelor si a normetanefrinelor

plasmatice din serul pacientilor cu cancer gastric.



2. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

2.1. EPIDEMIOLOGIA SI INCIDENTA CANCERULUI
GASTRIC

Cancerul gastric este o afectiune maligna cu un impact major asupra sanatatii
publice la nivel mondial. Tn 2020, conform Agentiei Internationale de Cercetare
a Cancerului - Globocan, au fost raportate peste un milion de cazuri noi si s-a
nregistrat un numar mare de decese, aproximativ 769.000 de decese anuale. Pe
baza acestor statistici, patologia gastricd oncologica ocupa locul cinci ca
incidenta, iar ca mortalitate, locul patru din totalul de cazuri de cancer
diagnosticate anual [1].

Neoplasmul gastric este o afectiune multifactoriala, determinata de factori
de risc variati, atat genetici cat si de mediu [2], dintre acestia cei mai importanti
fiind infectia cu Helicobacter pylori, dieta si stilul de viatd, leziunile

precanceroase.
2.2. PRINCIPII DE DIAGNOSTIC TN CANCERUL GASTRIC

Simptomatologia pacientului cu neoplasm gastric, in special cel in stadii
initiale, este de cele mai multe ori absenta. Cand se manifesta, tabloul clinic este
influentat de topografia tumorii, complicatiile care apar odata cu evolutia bolii si
bineinteles de prezenta sindroamelor paraneoplazice care insotesc aceastad
afectiune.

Stabilirea diagnosticului de certitudine este un element obligatoriu n
patologia oncologica, acesta orienteaza medicul Tn primul rénd asupra unei

strategii terapeutice, cat si in stabilirea prognosticului si evolutiei bolii.



Mijloacele de diagnostic paraclinic in ceea ce priveste cancerul gastric sunt
complexe, aceasta afectiune dispunand de tehnici de endoscopie digestiva
superioara, care permit evidentierea tumorii primare, dar si biopsierea tesutului
pentru stabilirea ulterioara a diagnosticului histopatologic de certitudine.
Examenele imagistice de tipul RMN, CT, PET-CT, ecografie abdominala sunt
extrem de utile pentru stabilirea extensiei reale a bolii [3, 4].

Markerii tumorali nu sunt suficient de sensibili si specifici in stabilirea
diagnosticului cancerului gastric [2], de cele mai multe ori acestia sunt utilizati
in monitorizarea tratamentului oncologic. Principalii markeri urmariti in
neoplasmul gastric sunt: antigenul carcinoembrionar CEA, antigenul carbohidrat
CA19-9 si antigenul carbohidrat CA72-4.

Cel mai frecvent tip de diagnostic histopatologic pentru neoplasmul gastric
este adenocarcinomul, care reprezinta aproximativ 95% din totalul tumorilor
gastrice [5]. Localizarea cea mai frecventa este situata Tn regiunea antro-pilorica
(aproximativ 50-60% din cazuri), fiind urmata de regiunea din mica curbura
(20%), restul tumorilor fiind situate Tn corpul gastric, regiunea cardio-
tuberozitara si marea curbura [4].

Sistemul folosit pentru stadializarea cancerului este sistemul TNM (tumora,
nodul, metastaza), care conform stadializarii AJCC (American Joint Committee
on Cancer) are urmatoarele semnificatii: T evalueaza invazia tumorala sau, mai
exact, descrie tumora primara, N caracterizeaza starea ganglionilor limfatici, iar
M semnifica prezenta sau absenta metastazelor la distantd. Aceastd a opta editie
a sistemului de stadializare, elaborata in 2018, este Tn prezent cea mai utilizata si

acceptata metoda de evaluare a stadializarii cancerului [6].



2.3. SISTEMUL NERVOS VEGETATIV SI CANCERUL
GASTRIC

2.3.1. Sistemul nervos simpatic, transportorul de norepinefrini,

metanefrina si normetanefrina serica

O componentd a sistemul nervos vegetativ, si anume sistemul nervos
simpatic, este responsabila de raspunsul simpatic-adrenergic sau reactia de lupta.
La nivelul glandelor suprarenale, mai exact la nivelul medularei acestora
(portiunea centrald) sunt secretati hormoni similari numiti catecolamine, printre
care adrenalina (epinefrina) si noradrenalina (norepinefrina). Acestia sunt
eliberati in circulatia sangvina in perioade de stres atat fizic, cat si emotional,
ducand la aparitia unor modificari atat la nivel endocrin, cét si fiziologic.
Metanefrinele si normetanefrinele libere plasmatice sunt metaboliti biologic
inactivi ai adrenalinei si noradrenalinei [7].

Transportorul de norepinefrina (NET) este un transportor de monoamine
care are rolul principal de captare a norepinefrinei celulare, dar totodata si de
transport al dopaminei extracelulare. Procesul de captare a acestor doi mediatori
este important pentru reglarea concentratiilor plasmatice ale acestora, motiv
pentru care acest mecanism este folosit ca tintd terapeutica in cazul unor

medicamente antidepresive precum reboxetina, duloxetina, desipramina [8].
2.3.2. Sistemul nervos parasimpatic si receptorul M3 muscarinic
Activitatea sistemului nervos parasimpatic, exercitatd prin principalul

receptor al acestui sistem, si anume receptorul M3 muscarinic, a fost asociata cu

dezvoltarea, evolutia si diseminarea cancerului gastric.



Sistemul nervos parasimpatic este implicat in mecanismele moleculare
care pot inhiba sau stimula cresterea tumorala, in functie de tipul de receptor
muscarinic al aceticolinei (MAChR) implicat. S-a demonstrat ca toate cele 5
subtipuri de MAChR (M1-M5) sunt implicate in homeostazia gastrica, chiar daca
rolul fiecarei clase de receptori nu a fost stabilit clar [9, 10]. Activitatea mAChR
este crescuta in cateva tipuri de cancer al sistemului gastrointestinal, localizate in

stomac, pancreas si la nivelul colonului [11].

2.4. RATA VARIABILITATII RITMULUI CARDIAC 1IN
CANCERUL GASTRIC

Prin definitie, variabilitatea frecventei cardiace (VFC) este un parametru
utilizat pentru a masura variatiile in timp ale ritmului sinusal. Aceste variatii
reflecta efectele reglatoare ale factorilor hormonali si ale sistemului nervos
asupra nodului sinoatrial. Evaluarea acestui indicator este utila prin simplitatea
si fiabilitatea evaluarii cantitative a variatiilor si a statusului sistemului nervos
autonom [12].

Tn baza cercetarilor de specialitate curente, evaluarea variabilititii frecventei
cardiace poate fi utilizatd in diagnosticul timpuriu al cancerului gastric, evaluarea
prognosticului si planificarea tratamentului, sau ca obiectiv pentru interventii in

prevenirea bolii sau incetinirea progresiei [13].



3. CONTRIBUTI PROPRII

3.1. IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE GENERALE

Scopul principal al acestui studiu a fost acela de a evidentia posibilele
corelatii dintre activitatea sistemului nervos vegetativ si cancerul gastric. Pe baza
rezultatelor obtinute se poate Tncerca ulterior imbunatatirea mijloacelor de
diagnostic in cancerul gastric, precum si identificarea unor noi tinte terapeutice
care sa permita elaborarea unor strategii superioare de tratament. Punctul de
plecare I-a reprezentat faptul ca tumorile gastrice sunt o importanta problema de
sandtate publica, deoarece evolutia acestora este de cele mai multe ori nefasta, cu
toate ca in prezent exista mijloace moderne de diagnostic si tratament.

Cele 4 obiective majore ale studiului, legat de activitatea si influenta
sistemului nervos vegetativ, au constat in: 1. masurarea valorilor serice ale
metabolitilor catecolaminelor serice (metanefrina si normetanefrina serica); 2.
identificarea imunohistochimicd a densitatii transportorului de norepinefrina
(NET); 3. evaluarea densitatii receptorului M3 muscarinic in tesuturile
neoplazice ale pacientilor in functie de gradul de diferentiere celulard; 4.
identificarea variabilitatii ritmului cardiac prin monitorizarea Holter timp de 24
de ore a pacientului oncologic. Toti acesti parametrii au fost corelati cu stadiul

bolii, dar si cu gradul de diferentiere celulard a adenocarcinomului gastric.



3.1.1. MATERIAL SI METODA

Studiul I. Corelatii intre aspecte clinico-patologice si sistemul nervos

vegetativ Tn cancerul gastric

In cadrul acestui studiu, care a constituit punctul de plecare al cercetarii
noastre, au fost analizate cazurile a patru pacienti, dintre care trei au fost
diagnosticati cu adenocarcinom gastric si un pacient a avut diagnosticul de
limfom gastric. Diagnosticul a fost pus in cadrul Spitalului Clinic Judetean de
Urgenta, Craiova in perioada noiembrie 2018 - aprilie 2019. Includerea
pacientilor in studiu a fost realizatd in urma consimtamantului scris al pacientului
si in concordanta cu regulile Comisiei de etica, fara sa fie afectate procedurile de
diagnostic si tratament ale pacientilor.

Diagnosticul a fost stabilit Tn urma efectuarii endoscopiei digestive
superioare. Probele rezultate in urma biopsiei au fost prelucrate histopatologic,
dar si imunohistochimic, iar ulterior au fost interpretate din punct de vedere
anatomopatologic, in cadrul departamentului de Anatomie patologica al

Spitalului Clinic Judetean de Urgenta, Craiova.

Studiul 1. Evaluarea epinefrinei si norepinefrinei in cancerul gastric

Studiul acesta a fost unul observational, in care au fost inclusi 91 de pacienti
diagnosticati cu cancer gastric cu diferite grade de diferentiere tumorala.
Diagnosticul s-a pus in urma interventiei chirurgicale sau a endoscopiei digestive
superioare, in cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta din Craiova, intre
noiembrie 2017 si octombrie 2018. De asemenea, s-a folosit si un grup de control,
in care au fost selectati 200 de pacienti fara cancer, din aceeasi categorie de varsta
si de acelasi sex ca si pacientii cu cancer gastric. Obiectivul primar in acest studiu

a fost mortalitatea de orice cauza in primii doi ani dupa inrolarea in studiu.
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Pentru a evalua predominanta sistemului nervos simpatic sau parasimpatic,
pacientii au fost monitorizati folosind un ECG Holter TLC5000 (Contec Medical
Systems, Qinhuangdao, Hebei Province, China), Tmpreund cu o analiza
anterioard a variabilitatii frecventei cardiace in ceea ce priveste atat frecventa, cat
si domeniul timpului. Au fost aplicati zece electrozi de tip plasture pe toracele
pacientilor, la care au fost conectate 12 cabluri ECG. Parametrii importanti din
studiul nostru au fost frecventa cardiaca minima, medie si maxima, nu numai pe
parcursul a 24 de ore, dar si pe parcursul zilei si noptii.

Anticorpii primari folositi in aceasta cercetare au fost anticorpii monoclonali
transportori al norepinefrinei (CL3063)/NBP2-62704 (dilutie 1:20; Novus
Biological, Abingdon, UK). Tn final, semnalul a fost identificat prin intermediul
3,3-diaminobenzidine (DAB) (Dako, Glostrup, Danemarca).

Pentru cuantificarea semnalului imunohistochimic tintda si luand Tn
considerare aspectul histopatologic, imaginile de microscopie usoara au fost
obtinute folosind un microscop motorizat Nikon Eclispe 901 (Apidrag, Bucuresti,
Romania).

Probele de sange au fost prelevate de la pacienti, in repaus alimentar, acestia
fiind informati sa evite alcoolul si cofeina timp de 24 de ore anterior recoltdrii.

Metanefrinele si normetanefrinele serice au fost cuantificate prin intermediul
testului imunosorbant legat de enzima (ELISA), iar valorile au fost determinate
dupa o etapa de precipitare. Valorile de referinta ale acestora au fost urmatoarele:
metanefrine: <65pg/mL si normetanefrine: <196pg/mL, cu limite de detectie de
5 si respectiv 10 pg/mL.

Datele statistice au fost obtinute cu softul de analiza graficd a imaginii
Image-Pro Plus AMS 7 si au fost exportate Tn Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, SUA) si analizate folosind GraphPad Prism 8 (San
Diego, CA, SUA). Toate rezultatele sunt raportate ca abateri medii si standard.

Pentru a compara mediile celor doud grupuri am folosit Student’s t-test.



Studiul 111. Expresia receptorilor M3 muscarinici ai acetilcolinei in

cancerul gastric

Prezentul studiu a inclus un numar 77 pacienti cu cancer gastric din cadrul
Spitalului Clinic Judetean de Urgentd din Craiova. Dupa examinarea CT pentru
evaluarea extensiei reale a bolii, s-a practicat interventia chirurgicala.

Metodele de diagnostic histopatologic (HP) au fost diferite, in functie de
stadiul bolii oncologice. Pacientilor cu stadiile I-III de boala, li s-a efectuat
gastrectomie si au fost diagnosticati in baza piesei de rezectie, iar pacientii cu
stadiul IV au fost diagnosticati in baza biopsiei obtinute prin endoscopie digestiva
superioara (EDS).

Colorarea s-a efectuat diferit, in functie de structura evidentiata: nucleii au
fost marcati cu ajutorul hematoxilinei, citoplasma cu ajutorul eozinei, iar pentru
fibrele de colagen s-a aplicat coloratie MT. Dupa colorare, lamele au fost trecute
prin bai de alcool cu concentratii crescande de la 70%, la 100%, a cate 5 minute
fiecare, iar apoi au fost clarificate in trei bai de xilen, a cate cinci minute fiecare.
In final, lamele au fost fixate cu balsam de Canada, analizate cu microscopul si

fotografiate cu ajutorul camerei foto Nikon Eclipse 55i.

3.2. REZULTATE

Studiul I. Corelatii intre aspectele clinico-patologice ale cancerului

gastric si sistemul nervos vegetativ

Acest studiu a avut ca scop initierea cercetarii de baza. In urma rezultatelor
acestui studiu am decis evaluarea si mai amanuntitd si aprofundata a impactului
pe care sistemului nervos vegetativ il are in aparitia si evolutia cancerului gastric.

Un alt scop a fost analiza statistica, a varstei, localizarii bolii, sexului, gradului



de diferentiere neoplazicd si valorilor serice ale metanefrinelor si
normetanefrinelor, ulterior realizandu-se corelatii intre acesti parametrii.

In cadrul acestui studiu am analizat cazul a patru pacienti cu varste cuprinse
intre 51 si 82 de ani, cu o medie de varsta de 69,75 de ani (in ceea ce priveste
sexul, trei dintre acesti pacienti erau barbati si o femeie). Dintre acestia 3 au fost

diagnosticati cu adenocarcinom gastric si unul dintre ei cu limfom gastric.

Studiul 1. Evaluarea epinefrinei si norepinefrinei in cancerul gastric

Evaluarea implicarii valorii epinefrinei si norepinefrinei serice in cancerul
gastric a fost realizata pe un lot de 91 de pacienti cu adenocarcinom gastric, In
functie de gradul de diferentiere tumorala. Dintre acestia, 34 de pacienti au fost
diagnosticati cu adenocarcinom bine diferentiat (G1), reprezentand 37%, 29 de
pacienti cu adenocarcinom moderat diferentiat (G2), adica 32% si un numar de

28 de pacienti (31%) au fost diagnosticati cu adenocarcinom slab diferentiat
(G3).

Studiul I11. Expresia receptorilor M3 muscarinici in cancerul gastric

Grupul analizat a inclus un numar de 77 de pacienti diagnosticati cu cancer
gastric, care au fost evaluati in ceea ce priveste caracteristicile demografice si
caracteristici oncologice patologice specifice.

In functie de rezultat, tratamentul specific a fost ajustat in concordanta cu
stadiul curent al bolii oncologice. Tn stadiile incipiente I-III, pacientii au fost
indrumati cétre chirurgie pentru gastrectomie, iar cei in stadiul avansat IV au
urmat un tratament oncologic specific, in functie de examenul HP si IHC.
Evaluarea macroscopica a adenocarcinomului gastric s-a realizat cu EDS pentru
tumorile inoperabile n stadiu avansat, sau dupa operatie din piesa de rezectie,

pentru tumori operabile, n stadiu incipient.
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4. DISCUTII

Pe parcursul ultimelor decenii au existat numeroase studii care au aratat
faptul cd activarea sistemului nervos simpatic duce la eliberarea
neurotransmitatorilor catecolaminici din glandele suprarenale In sdnge prin axa
sistemului simpatic-adrenomedular. Cu toate acestea, rolul glandelor suprarenale
in controlul tumorilor maligne inca nu este inteles in totalitate, fapt care ne-a
determinat sa studiem amanuntit efectul pe care sistemul nervos simpatic il are
in dezvoltarea cancerului prin eliberarea locald de neurotransmitatori adrenergici
in tesuturile periferice [14].

Factorii sociali sau factorii de stres pot prezice efectele asupra sanatatii in
randul pacientilor cu cancer [15], fapt demonstrat de datele epidemiologice
recente, care au aratat ca stresul social si fiziologic poate fi asociat cu debutul
cancerului [16].

Recent, in urma cercetdrilor amanuntite, s-a demonstrat cd indivizii care
sufereau de stres cronic, aveau valori crescute ale neutrofilelor, monocitelor si
limfocitelor, cauzate de activarea proliferarii hematopoietice din maduva osoasa,
asociata cu cresterea expresiei neurotransmitatorilor adrenergici [17].

Pacientul cu cancer gastric este un pacient supus unei forme severe de stres.
Experientele generate de stresul bolii sunt fondate pe amenintarea reprezentata
de boala oncologica — cancerul gastric. Diagnosticul de cancer este asociat cu o
boald invalidantd, cu moarte, cu mutilare dupa interventii chirurgicale.

Subliniind faptul cad sistemul nervos joacd un rol important in procesul
malignitdtii prin interactiunea dintre celula canceroasa si nerv, aspect explicat nu
doar prin faptul ca in cancerul gastric neurotransmitatorii conduc la progresia
cancerului, ci si prin faptul ca in micromediul tumoral elementele nervoase sunt
recrutate in permanent de cdtre celula canceroasa, lucru care conduce la initierea

si progresia malignitatii [18].
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Scopul acestei lucrari este de a incerca si imbunatatii mijloacele de
diagnostic timpuriu al cancerului gastric si de asemenea posibilitatea de a
descoperii noi terapii tintite pentru aceasta boald oncologica agresiva.

Metanefrinele si normetanefrinele libere plasmatice sunt metaboliti ai
catecolaminelor, cele din urma fiind considerate un hormon ce este eliberat in
sange, in special in timpul perioadelor de stres fizic sau emotional intens,
depresie sau anxietate, cauzand atat modificari fiziologice, cat si endocrine [19].
implicate in initierea, cresterea si metastazarea tumorala [20, 21].

Am aratat in acest studiu ca cele mai crescute valori plasmatice ale
metanefrinelor $i normetanefrinelor serice erau la pacientii cu adenocarcinom
gastric slab diferentiat. Acestea variau si in functie de gradul de diferentiere, iar
valori crescute au fost gasite la pacientii cu localizare tumorala in corpul gastric
sau zona pilorica si cu aspect histopatologic de adenocarcinom, cat si printre
pacientii care aveau metastaze in ganglionii limfatici regionali sau metastaze la
distanta.

Este bine stiut faptul ca sistemul nervos simpatic influenteaza activitatea
cardiacd, cauzand o frecventa cardiacd crescutd, cum s-a ardtat la pacientii nostri.
Mare parte din pacientii cu cancer gastric din studiul nostru au avut frecvente
cardiace crescute direct proportional cu nivelele plasmatice ale metanefrinelor si
normetanefrinelor libere. Shi et. al au raportat recent ca severitatea cancerului
gastric la pacientii diagnosticati poate fi de asemenea preconizatda de perturbari
in tiparele dinamice nonlineare ale variabilitatii frecventei cardiace (VFC) [22].

Acest studiu a mai aratat ca expresia M3 mAChR a fost mult mai bine
reprezentatd In adenocarcinomul gastric slab diferentiat (G3). Densitatea
receptorilor a scazut cu gradul de diferentiere, fiind foarte scazutad in tumorile
bine diferentiate (G1) si in tesutul normal. Aceste rezultate sugereaza ca
activitatea parasimpatica crescuta cauzeaza o evolutie negativa a cancerului

gastric, in corelatie cu gradul tumoral de diferentiere.
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5. CONCLUZII

Cancerul gastric este 0 afectiune oncologica al carei diagnostic este
intarziat din cauza simptomelor nespecifice care nu conduc la un
diagnostic rapid. Simptomele initiale al acestui tip de boald sunt destul de
vagi la Inceput si foarte usor confundate cu alte boli, mult mai putin
serioase. Acesta este motivul pentru care confirmarea unui astfel de
diagnostic genereaza un nivel asa de mare de stres, asimilat de respectivul
pacient ca un soc emotional.

Predominanta activitatii sistemului nervos simpatic la pacientii cu cancer
gastric, prin frecvente cardiace crescute, metanefrine si normetanefrine
libere plasmatice crescute si o expresie crescutd a transportorului
norepinefrinei in celulele cancerigene/canceroase, este un factor de
prognostic negativ pentru acesti pacienti. Aceste observatii pot evidentia
viitoare tinte terapeutice sau de prognostic.

Cercetarile ulterioare, bazate pe rolul M3, pot conduce la identificarea
unor metode chirurgicale sau farmacologice de suprimare a
hiperactivitatii muscarinice. Aceastd abordare poate fi beneficd pentru

prognosticul si calitatea vietii pacientilor cu cancer gastric.
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