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RESUMEN

El cancer gastrico es una de las principales causas de muerte por cancer y una de las neoplasias
de mayor incidencia en Costa Rica y el mundo. La cirugia es la mejor opcién curativa para el
tratamiento del cancer gastrico, sin embargo una alta proporciéon de los casos presentan
tumores en estadios avanzados o metastasicos al momento del diagndstico, y son por lo tanto
irresecables. En los casos operables la tasa de recurrencia es elevada, de hasta el 60%, y a pesar
de los beneficios en sobrevida asociadas al uso de las terapias combinadas muchos pacientes
no responden, por lo que el prondstico de los pacientes con cdncer gastrico avanzado continta
siendo muy pobre. HER2 es una proteina relacionada con tumores mas agresivos y con menor
sobrevida. El estudio TOGA demostré que pacientes de cancer gdstrico con sobrexpresion de
HER2 obtienen un beneficio en sobrevida al ser tratados con Trastuzumab, un anticuerpo
monoclonal que bloquea la sefializacién inducida por HER2. Existe, sin embargo, una amplia
variacién en la prevalencia de casos positivos para HER2 en las diferentes zonas geograficas del
mundo. En Costa Rica no se ha validado la metodologia para determinar el estatus de HER2 en
cancer gastrico. Lo anterior implica que se podria estar excluyendo a pacientes que podrian
resultar beneficiados de un tratamiento personalizado.

En el presente estudio se evalud los beneficios de las diferentes terapias farmacoldgicas
utilizadas en Costa Rica para el tratamiento del cancer gastrico avanzado o metastdsico
irresecable y se estandarizoé las pruebas diagndsticas y confirmatorias para el diagnéstico de la
sobreexpresion de la oncoproteina HER2. Esto se realizé en dos fases, la primera fue la revisién
de expedientes clinicos de pacientes diagnosticados con cancer gdstrico avanzado o
metastasico entre el 2009 y 2012. En la segunda fase se estandarizé y validé las pruebas de IHC
y FISH contra HER2 en muestras quirdrgicas de tejido parafinado de 50 pacientes
diagnosticados con cancer gastrico.

Los resultados de este estudio indican que los pacientes con cancer gastrico avanzado en
estadios no metastdsicos que son operados no obtienen un beneficio adicional, en términos de
sobrevida, al recibir quimioterapia posterior a la cirugia. Sin embargo, la utilizacion de la
quimioterapia en pacientes con cancer gastrico metastdsico si extiende la sobrevida de los
pacientes. Ademas, se demuestra que la razon de ganglios linfaticos (LNR) es un factor con
utilidad pronéstico en cancer gastrico, incluso mas confiable que el valor de N o ganglios
metastasicos. Los datos obtenidos a partir de los expedientes y los resultados de la validacidn
sugieren que la prevalencia de casos de cancer géstrico con sobreexpresidon de HER2 en Costa
Rica oscila entre 4% y 8%.

En conclusidn, el presente estudio demuestra que el estudio sistematizado de variables clinico-
patoldgicas puede ser de gran relevancia para optimizar y ofrecer un manejo mas personalizado
en los pacientes con céncer gastrico avanzado en Costa Rica. Asimismo, este es el primer
estudio que presenta una estimacion de la prevalencia de casos de cdncer gdstrico con
sobreexpresion de HER2 en el pais.
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Capitulo |
MARCO TEGRICO

Epidemiologia del cdncer gdstrico

El cancer gastrico es la quinta neoplasia mas diagnosticada a nivel mundial, lo que
corresponde a aproximadamente un 6.8% de todos los tumores registrados en un afio.
Sélo en el afio 2012, se reportaron casi un millén de casos nuevos y 723.000 muertes por
este tipo de tumor maligno, siendo la tercera causa de muerte por cancer en el mundo. La
alta morbilidad y mortalidad asociada a esta enfermedad la convierten, por lo tanto, en un

problema de salud publica. %3

Las tasas de incidencia y mortalidad de céncer gastrico varian sustancialmente entre las
diferentes regiones geogréficas. En general, la incidencia es baja en el norte y occidente
de Europa, norteamérica, el sur de Asia, el norte y este de Africa y Australia, mientras que
en el este asiatico, centro y sur de América y Europa Oriental se observan las mas altas
tasas de incidencia para esta neoplasia. I ° Las tasas de incidencia de la enfermedad
también presentan variaciones importantes en funcién del sexo, siendo ésta dos veces
mas comin en hombres que en mujeres, independientemente de la localizacién

L% ® E| céncer gastrico, sin embargo, ha venido experimentando una

geografica.
disminucién sostenida de las tasas de incidencia y mortalidad en las Gltimas décadas,
tanto en paises de alto y bajo riesgo, asi como en ambos sexos, por razones que no han

sido del todo esclarecidas.’

También existen diferencias entre las regiones de alto y bajo riesgo de céncer gastrico en
cuanto a la localizacién anatémica de los tumores malignos en el estdmago. En los paises
con alto riesgo, el cancer gastrico mas comun es el que se encuentra localizado en la
region distal del estdmago. Entre tanto, el adenocarcinoma gastrico proximal, o del cardia,
presenta una distribucién mas homogénea a nivel mundial, aunque su incidencia tiende a

aumentar, especialmente en regiones de bajo riesgo. "



Factores de Riesgo

Muiltiples factores han sido asociados con el riesgo de desarrollar el cancer gastrico, entre
los mas reconocidos figuran ciertos aspectos relacionados con la dieta (bajo consumo de
frutas y verduras, alto consumo de comidas procesadas y elevadas cantidades de sal) y el
estilo de vida (el fumado vy la ingesta de alcohol). ® La predisposicién genética también es
considerada como un factor de riesgo importante para el desarrollo del cancer géstrico,
especialmente para ciertos subtipos histolégicos de esta enfermedad. No obstante, la
infeccién por la bacteria Helicobacter pylori es considerado como uno de los principales
factores de riesgo para el desarrollo de céncer géstrico. ***?

Ma3s recientemente, se ha reconocido la importancia de la respuesta inflamatoria del
hospedero contra la infeccidn por H. pylori como un factor importante en la génesis de

esta patologia.

Una importante cantidad de estudios han demostrado la asociacién de
algunos polimorfismos en genes que codifican para interleucina 1 beta, el receptor
antagonista de interleucina 1 e interleucina 10 (IL-1B, ILRN, IL10, respectivamente) entre
otros, con el riesgo de desarrollar cancer géastrico en poblaciones de alto y bajo riesgo,

incluyendo Costa Rica. 72

Subtipos histoldgicos y anatémicos de cdncer gdstrico

Existen multiples guias de clasificacion histoldgica para los tumores que se desarrollan en
esta regidn del tracto gastrointestinal. La clasificacion de estas neoplasias se puede hacer
de acuerdo al tipo de tejido de origen o a la apariencia histolégica que presentan las

. . . . . -21
lesiones, siendo el adenocarcinoma el tumor maligno mas frecuente.’®?

De acuerdo a la extensién del tumor y la estructura macroscopica, el cancer gastrico se ha
clasificado en cancer temprano y cancer avanzado. El cancer temprano se define como el
tumor que se encuentra confinado a la mucosa y submucosa de la pared estomacal, ya sea
en presencia o ausencia de metdstasis en los nddulos linfaticos; por otro lado, un cancer

avanzado es aquel que ha sobrepasado la submucosa de la pared estomacal.>*



El cancer gastrico se puede clasificar, a su vez, de acuerdo a la histologia mediante los
criterios de Borrmann o de Lauren. La clasificacion de Lauren es la mas utilizada
mundialmente para establecer el subtipo histolégico del tumor. Este sistema de
clasificacién describe a los tumores de acuerdo con aspectos de la configuracién
microscopica y patron de crecimiento, dividiendo a los tumores en dos tipos principales: el
difuso y el intestinal. En aquellos casos en que no es posible clasificar el tumor en alguno
de estos dos subtipos, se establece como otros. 1>

El cancer gastrico intestinal es el mds frecuente alrededor del mundo y esta claramente
asociado a la aparicion de una serie de lesiones precancerosas en la mucosa gastrica, la
cual inicia con gastritis crénica atréfica severa, que posteriormente avanza a metaplasia
intestinal, displasia y culmina con cancer gé\strico.23 Los tumores de tipo intestinal se
ubican principalmente en el antro y estdn caracterizados por la presencia de células
epiteliales similares a las intestinales que presentan formaciones glandulares y nédulos.
Este subtipo de cdncer gastrico predomina en regiones de alto riesgo, con mas frecuencia
en hombres y estd mas asociado a aspectos relacionados con la dieta, estilo de vida e

infeccién por H. pylori. %1%

El cédncer géstrico de tipo difuso estd caracterizado por la infiltracidn de células malignas
dispersas que invaden la mucosa y las paredes gastricas de forma individual o en
conglomerados pequerios. Estos tumores se localizan principalmente en el fondo o cuerpo
del estdmago, y en la mayoria de los casos aparecen en ausencia de gastritis u otras
lesiones precancerosas identificables, contrario al subtipo intestinal. Generalmente, este
subtipo de neoplasia géstrica se presenta mas en personas jovenes y con historia familiar
de cancer gastrico, es igualmente frecuente en hombres y mujeres y estd asociado con un

peor prondstico en comparacién con el cancer géstrico intestinal. >

Otro sistema de clasificacion frecuentemente usado es la clasificacion de Borrmann, la
cual se utiliza particularmente en tumores localmente avanzados, en donde se encuentra
comprometida la capa muscular propia y se extiende incluso a otros tejidos. Esta

clasificacion se divide en cuatro estadios: I, I, 1l y IV. Los tipos 1 y Il agrupan lesiones de



formas polipoideas, circunscritas y de limites precisos; los lll y IV son tumores difusos y de
limites imprecisos, en los cuales el tipo lll presenta ulceraciones y en el tipo IV no se
presentan lesiones adicionales. El estadio V se utiliza para aquellos casos en los que el

s I . . 0
cancer no puede clasificarse en ninguno de los anteriores.

La localizacién anatémica de los tumores en el estémago también es un importante
parametro para la clasificacién de los mismos. Segin su localizacién, se reconocen dos
subtipos principales de céncer gastrico proximal y distal. El cdncer gastrico proximal se
encuentra cerca de la regidn gastro-esofagica, también conocida como cardia. Por su
parte, los tumores distales son los que se extienden contrarios al drea cardial, en las
regiones correspondientes al cuerpo y antro del estdmago. Existen diferencias etioldgicas
y epidemioldgicas importantes entre estos dos tipos de tumores, principalmente con
respecto a la infeccién por H. pylori, la cual es un factor de riesgo para céncer distal, pero
pareciera no ser determinante en la etiologia del subtipo proximal. Ademas, el cancer

géstrico distal es el més frecuente a nivel mundial. ****

Estadiaje del Cdncer Gdstrico

La determinacién del estadio del cancer gastrico en un paciente es un factor indispensable
porque es a través de este parametro que se establece la estrategia terapéutica inicial. El
estadiaje del cdncer gastrico puede realizarse por medio de dos clasificaciones diferentes;
la japonesa y el sistema de estadiaje desarrollado por la American Joint Commitee on

Cancer (AJCC) y la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC). 323

La clasificacion japonesa es mas elaborada y estd basada en la localizacién anatdmica y
nimero de ganglios linfaticos que han sido afectados por el tumor, asi como el tipo de
gastrectomia realizada en el paciente. La clasificacion de la AJCCy la UICC, por su parte, se
basa en tamafio del tumor primario, nimero de ganglios linfaticos afectados y la presencia
0 no de metastasis en drganos distantes agrupando los casos con prondstico similar. Este

Gltimo es el sistema mas utilizado en el hemisferio oeste. > 2>



Debido a las diferencias y confusion que se generaba al establecer el estadio del paciente
por la utilizacion de ambos sistemas, en el 2010 se tratd de unificar criterios para la sétima
edicion del TNM (UICC/AICC), asi como para la guia de la Japanese Classification for
Gastric Cancer y de la Treatment Guidelines (Japanese Gastric Cancer Association). Uno
de los aspectos relevantes que deriva de esta homologacién es el requerimiento de al

menos 15 nédulos linfaticos examinados para establecer el estadio. > 2>%°

Patogénesis del cdncer gdstrico

El desarrollo del cancer gastrico es un proceso complejo y multifactorial en el cual
intervienen factores genéticos, ambientales y la bacteria H. pylori. Los mecanismos
especificos por los cuales se origina un tumor canceroso gastrico todavia no han sido
entendidos en su totalidad; sin embargo, en los Ultimos afios ha habido un importante
progreso en el entendimiento de los aspectos celulares y moleculares que propician el
desarrollo de este cdncer. Es importante resaltar que los mecanismos propios de la
carcinogénesis gastrica varian de acuerdo al tipo histolégico del tumor, y posiblemente de
acuerdo a la localizacién anatémica del mismo. >% 2%

La patogénesis del cancer gastrico de tipo intestinal se caracteriza por ser un proceso
progresivo, con una secuencia de eventos premalignos que inicia con una inflamacion
cronica o gastritis crénica, causada por la infeccién por H. pylori y/o factores asociados a la

. 23
dieta. 2> 27 30

La persistencia de esta inflamacién por periodos prologados resulta en
atrofia gastrica, también conocida como gastritis crénica atréfica, que se caracteriza por la
pérdida focal de glandulas y células de la mucosa gastrica, lo que conlleva a una
disminucidén en la secrecion de acidos gastricos, o hipoclorhidria, que favorece el
crecimiento de microorganismos en el estdmago, aumentando asi la posibilidad de que
ocurran alteraciones genéticas en las células epiteliales como resultado de la acumulacién
de toxinas bacterianas. ** %’ % Como consecuencia de este proceso inflamatorio crénico y

persistente, ocurren alteraciones en el epitelio gastrico que resultan en el desarrollo de

metaplasia intestinal, que se caracteriza, entre otros cambios, por la aparicion de células



globulares mucinosas tipicas del epitelio intestinal (células Goblet). Posterior a esto, se da
la aparicion de la displasia 0 adenoma en donde se observan cambios histoldgicos en el
epitelio, entre ellos formas irregulares y pérdida de la polaridad de las células intestinales;

. . . 4 . . . 1]
para dar origen finalmente al adenocarcinoma gastrico invasivo.” %3

La patogénesis del cancer gastrico de tipo difuso esta menos comprendida. En este
subtipo histoldégico no se observan lesiones precancerosas microscépicamente
identificables, siendo la inflamacién géstrica o gastritis el (inico aspecto en comun con
respecto a la patogénesis del cancer gdstrico intestinal. Sin embargo, en un grupo
considerable de tumores gastricos de tipo difuso tampoco se presenta una lesién
inflamatoria previa. ” *° En aproximadamente el 10% de los casos de céncer gastrico se
observa agregacidén familiar, con dos o mas parientes en primer grado afectados por la
enfermedad, lo que sugiere que estos casos podrian tener un origen genético. No
obstante, un 3% del total de casos de cancer géastrico estdn claramente atribuidos a
mutaciones en el gen que codifica para la E-cadherina (CDH1), lo cual conlleva a una
pérdida de la funcién de esta proteina. Estos ultimos son mayoritariamente tumores de
tipo difuso y se denominan cominmente como adenocarcinoma gastrico hereditario

difuso.>*

Aspectos Moleculares

La carcinogénesis, en general, es un proceso que comprende varias etapas y en el que se
pueden distinguir diez eventos considerados como fundamentales en la biologia de esta
enfermedad: la resistencia a la muerte celular, sefiales proliferativas mantenidas en el
tiempo, evasion de los factores supresores de crecimiento, activacion de mecanismos de
invasion y metdstasis, capacidad de replicarse indefinidamente (inmortalidad), induccién
de la angiogénesis, inestabilidad gendmica, inflamacion favorecida por el tumor, evasién
del sistema inmune y desregulacién energética celular.®® Estas diez caracteristicas son
complementarias y permiten el crecimiento del tumor y la diseminacién metastésica. Cada
uno de los eventos anteriormente mencionados ocurre como consecuencia de

alteraciones en una gran variedad de genes que codifican para proteinas que participan en



procesos homeostdticos normales de proliferacién celular, crecimiento, apoptosis,
remodelacién de tejido, vascularizacion, inflamacion y metabolismo energético, entre

otros. 3233

Los aspectos genéticos y epigenéticos representan un factor fundamental en el desarrollo
y progresion del cédncer gastrico. Una gran variedad de alteraciones genéticas son
encontradas cominmente en las células tumorales de este tipo de cancer. Estas
alteraciones ocurren en diferentes etapas del desarrollo de la neoplasia y varian de
acuerdo a los subtipos histolégicos. Las mismas pueden resultar en la induccién del
crecimiento y la proliferacion celular, angiogénesis, activacion de mecanismos de
remodelacién de tejido y degradacidn de la matriz extracelular y la invasion tisular, entre

otros.2%%

Algunos genes comuinmente mutados o con expresion aberrante en cdncer
gastrico son: el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), la interleucina 8 (IL-8),
el factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), el factor de
crecimiento epidermoide (EGF) y el factor de crecimiento transformante a (TGF-a), los
cuales se han asociado con invasién, estados avanzados de la enfermedad y un peor

progndstico.>*

Diversas alteraciones epigenéticas también han sido asociadas con el desarrollo y la
progresion de cancer gastrico, siendo la metilacion en regiones especificas del ADN (islas
CpG), la modificacion de histonas y la remodelacién de la cromatina las més estudiadas.™
Més recientemente, el estudio de varios tipos de ARNs no codificantes, incluyendo los
microARNs y los ARNSs largos no codificantes (IncRNAs), y su participacion en el desarrollo
y progresion del cancer géstrico ha ganado interés por su importancia en diversos niveles

de la regulacion de la expresién génica .22

- Oncogenes y genes supresores de tumores

Los oncogenes codifican para proteinas que controlan o participan en procesos celulares
importantes, comunmente alterados en cancer, como por ejemplo la proliferacion y

diferenciacién celular, angiogénesis, regulacién del ciclo celular, entre otros. En muchos



tumores, entre ellos los gastricos, se da la activacion constitutiva de uno o varios
oncogenes debido a reacomodos cromosdmicos, mutaciones o amplificacion de genes, lo
cual resulta en una excesiva proliferacion celular, metastasis, angiogénesis e inmortalidad
celular. Un ejemplo de lo anterior es el caso del oncogen erbB, que codifica para la

proteina HER2, el cual es activado como resultado de la amplificacién del gen.?” 3%

Los genes supresores de tumores participan en procesos celulares claves como la
regulacion negativa del ciclo celular y la induccién de la apoptosis. En general, varias
proteinas codificadas por genes supresores de tumores son mediadores fundamentales en
los puntos de revisién del ciclo celular, los cuales son sitios de control importantes para
completar adecuadamente el ciclo celular. Asi, las mutaciones o alteraciones epigenéticas
en estos genes pueden conllevar a una pérdida del control del ciclo celular v,
consecuentemente, en la posible acumulacién de mutaciones e inestabilidad genética en
la célula.”” En consecuencia, los genes supresores de tumores pueden considerarse como

reguladores negativos o contraparte de los oncogenes.

Uno de los genes supresores de tumores mas conocido es TP53, el cual codifica para la
proteina p53; p53 es una proteina multifuncional, con un papel determinante en la
regulacion del ciclo celular y los mecanismos de apoptosis. Esta recibe sefiales
intracelulares que garantizan las condiciones necesarias para que se lleve a cabo el ciclo
en una forma adecuada. En caso de que haya dafios en el ADN, o una cantidad subdptima
de nucledtidos, sefiales de crecimiento excesivas, niveles de glucosa u oxigeno
subdptimos, p53 detiene el ciclo celular hasta que se repare el dafio o se normalicen las
condiciones celulares. En aquellas situaciones en las que las alteraciones moleculares o
celulares son muy severas o irreparables, la proteina p53 media la activacién de los
mecanismos de apoptosis.®* Se han encontrado anormalidades en p53 que se relacionan
con al menos el 50% de los tumores malignos.®? La expresién anormal de esta proteina
favorece el crecimiento tumoral en el cancer gastrico avanzado, afectando
consecuentemente la sobrevida de los pacientes, y también se ha relacionado con
diferencias de respuesta a la quimioterapia. Las alteraciones en p53 se presentan con

. . . . .. . . . 19,32, 34
mayor prevalencia en el cancer gastrico de tipo intestinal que en el de tipo difuso.



- Biologia de la Familia de receptores HER

La familia de receptores HER estd compuesta por cuatro proteinas: HER1, también
conocido como receptor del factor de crecimiento epidermoide (EGFR o Erb-B1), HER2
(HER2/neu, Erb-B2), HER3 (Erb-B3) y HER4 (Erb-B4). Los 4 receptores HER son muy
similares en estructura y funcién, con una region extracelular que contiene el dominio de
union al ligando, un segmento transmembrana y un dominio citoplasmatico con actividad
quinasa. La union del ligando y el receptor lleva a la formacién de dimeros que activan la
region tirosina-quinasa. La fosforilacion de los receptores HER estimula una cascada de
sefiales intracelulares que modula la expresion de genes involucrados en procesos

. 5, 36~
celulares variados.> >3

Los diferentes receptores HER pueden unirse entre si formando homodimeros o
heterodimeros. A la fecha, se han descrito al menos 10 combinaciones diferentes de
dimeros de HER, sin embargo, no todos son activos. Existe una alta variedad de moléculas
gue actian como ligandos de receptores HER, asi como diversos efectores intracelulares
qgue modulan la actividad celular a través de diferentes vias de sefalizacién. Por las
razones anteriores, los eventos celulares que se producen en respuesta a la activacion de
dichos receptores son muy diversos y varian de acuerdo al dimero formado y las vias de

sefializacién activadas. 3% 3%

La cascada de sefiales intracelulares producto de la dimerizacién y consecuente activacion
de estos receptores incluye principalmente tres vias diferentes. La via de PI3K/AKT, la cual
es regulada por PTEN, y genera la activacién de NF-kB y mTOR. La segunda es la cascada
Raf/MAPK vy la tercera via involucra PLC y PKC. Como resultado de la activacion de todas
estas vias se transcriben diferentes genes que estan involucrados en la progresion del ciclo

celular, proliferacion e inmortalidad. 36,37

El gen que codifica para la proteina HER2 se encuentra localizado en el cromosoma 17.
Dicha proteina ha sido asociada con una variedad de vias de sefializacidn, interacciones
con proteinas citoplasmdticas y procesos celulares incluyendo la movilidad celular,

. - . . . . . . . . 36, 39, 40
invasividad, angiogénesis, resistencia a la apoptosis y potencial de metastasis. A
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pesar de que se han identificado varios ligandos para otros miembros de la familia de
receptores HER, el receptor HER2 no tiene ligandos conocidos. HER2 es, sin embargo, el
receptor mas comunmente involucrado en la formacion de los dimeros con los otros
receptores de la familia. Se ha sugerido que HER2 puede estabilizar EGFR en una
conformacion que potencia la dimerizacidn y fosforilacidn, ain en ausencia de ligando,

formando asf un complejo muy activo. > 3°

En 1987, Slamon et al. reportaron por primera vez la relacidon causal entre HER2 y el
cancer de mama.*! La alteracién reportada por estos cientificos para dicho gen era el
resultado de una delecién en el dominio de unién a ligando, la cual causa una activacion
constitutiva del receptor, de manera que este se mantiene activo aun en ausencia del
ligando. El receptor activado provoca la fosforilacién de tirosinas en su dominio
intracelular, generando asi interacciones con proteinas citoplasmaticas que contengan el
dominio SRC u otros dominios similares de unidn. Esta fosforilacion de proteinas genera
efectos a nivel celular como el aumento en la proliferacién y disminucion de la apoptosis
celular, y favorece la invasion y la angiogénesis. Estos sistemas de sefializacidn activados
por el HER2 son criticos en el desarrollo celular y tisular normal, por lo que su
hiperactivacion y/o sobreexpresion explica algunas caracteristicas patoldgicas del cancer
33394 Ademas del cancer de mama, la proteina HER2 ha sido también involucrada con
otros tipos de cancer, como por ejemplo colorectal, pulmén, cabeza y cuello. Mas

recientemente HER2 ha sido implicada en gastricoy gastroesofégico.33' 36,39,42

Proteina HER2 y cdncer gdstrico

De acuerdo con las investigaciones realizadas a la fecha, se ha determinado que la
sobreexpresion de la proteina HER2 en cancer gastrico presenta variaciones importantes a
nivel mundial, con una prevalencia que oscila entre un 2% y un 45% de los casos. Esta
variacion podria estar asociada a varios aspectos, como por ejemplo el subtipo histolégico,
la localizacién anatémica del tumor, los criterios de interpretacion de las pruebas, la
poblacion estudiada y la heterogeneidad en la expresion del receptor. En general, la

proteina HER2 es sobreexpresada principalmente en casos de cancer localizado en la
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union gastroesofagica o cardias (24-25%). Ademas, la prevalencia de sobreexpresidn

. . . ;. . . 6, 43-45
tiende a ser mayor en el subtipo histolégico intestinal. >3%*

En el afio 2010 se publicé el primer estudio prospectivo, randomizado, multicéntrico, fase
[l (estudio ToGA), en el cual se evalud la eficacia y seguridad del uso de un anticuerpo
monoclonal contra HER2, comercialmente conocido como Trastuzumab, en pacientes de
adenocarcinoma gastrico avanzado y de la unién gastroesofagica con sobreexpresion de
HER2 (HER2-positivos). En dicho estudio, se distribuyd de manera aleatoria una muestra
de 594 pacientes en dos subgrupos, un grupo recibié Trastuzumab en combinacién con
agentes quimioterapéuticos cominmente usados en el tratamiento del cancer gastrico,
mientras el segundo grupo recibié Unicamente tratamiento con quimioterapia. * Dicho
estudio demostré que la combinacion del Trastuzumab con la quimioterapia extiende de
forma significativa la sobrevida global de los pacientes tratados (13.8meses trastuzumab
con quimioterapia vrs 11.1 meses quimioterapia séla),”® ademas de mejorar la tasa de
respuesta y la sobrevida libre de progresion, todo esto sin presentarse mayor cantidad de
efectos adversos, comparado a aquellos que Unicamente recibieron quimioterapia. Los
resultados obtenidos en este estudio permitieron el establecimiento de esta terapia como
estandar para pacientes de cancer gastrico y gastro-esofdgico avanzado, positivos para

HER2.%¢

Previamente, también se habia demostrado el aumento de sobrevida pacientes con
cancer de mama, temprano y metastasico, tratados con trastuzumab en combinacién con
agentes quimioterapéuticos. Actualmente, trastuzumab representa la primera linea de
tratamiento para este tipo especifico de tumor. Ademads, los altos niveles de expresién de
la proteina HER2 en cancer de mama han demostrado ser de utilidad como factor
prondstico en estos pacientes. **%

En julio del 2010 la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) aprobd la utilizacién de
Trastuzumab para pacientes con adenocarcinoma de estdmago o de la unién

gastroesofagica. Posteriormente, en octubre 2010, se otorgé la aprobacién para dicho

medicamento por la Food and Drug Administration de Estados Unidos (FDA) y para el afio
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434598 En todos los casos, el tratamiento

2011 se obtuvo también la aprobacién en Japdn.
con este agente se prescribe Ginicamente a aquellos pacientes con tumores positivos para
HER2. Los criterios aceptados por dichas entidades para la determinacién del estatus de
HER2 se basan en anilisis de inmunohistoquimica (IHC) e hibridacidén in situ con sondas

marcadas con fluorescencia (FISH), y el anélisis semi-cuantitativo de las mismas.*

Técnicas para determinar el estatus de HER2 y criterios para el andlisis semi-cuantitativo.

La administracion del Trastuzumab ha sido recomendada para pacientes con
adenocarcinoma gastrico clasificado como localmente avanzado, metastdsico no resecable
o recurrente, positivos para HER2. Como se menciond anteriormente, la metodologia
actualmente aceptada para el tamizaje es la IHC, y en caso de que esta tenga un resultado
no concluyente se realiza la prueba de FISH como prueba confirmatoria. El sistema de
puntaje que se utiliza actualmente para el “scoring” de HER2 en cancer gastrico es el

desarrollado por Hoffman et al.*®

De acuerdo con dicho sistema, las biopsias con
inmunoreactividad en menos del 10% de las células cancerosas (IHC=0) o aquellos con una
inmunoreactividad apenas perceptible en 10% o mas células cancerosas (IHC=1) se
consideran negativas para HER2. En los casos donde se observa una inmunoreactividad de
débil a moderada en membranas basolaterales o laterales en més del 10% de las células
cancerosas (IHC=2) la sobreexpresion del HER2 se considera no concluyente, por lo que
recurre al analisis por FISH como prueba confirmatoria. En aquellos casos en los que el
andlisis por FISH demuestra la existencia de amplificacién del gen que codifica para HER2
(Her2/CEN17 > 2) el paciente se considera positivo, mientras que los casos en los que esta
razén es menor a 2 se considera negativo al paciente. Por ultimo, cuando la reactividad
por IHC en membranas basolateral o lateral es fuerte y se observa en mas del 10% de las
células cancerosas (IHC=3), se considera al caso como HER2 positivo. Con base en dichos
criterios de puntaje, a los pacientes considerados como positivos se les administra

5, 46-47, 49-50

Trastuzumab como parte de la terapia. Recientemente, se han introducido

algunas modificaciones de la técnica FISH, especificamente el marcaje de las sondas con
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plata (SISH) y cromdgenos no fluorescentes (CISH). Dichas modificaciones facilitan

4244 para la

considerablemente la manipulacién y evaluacién de la hibridacién in situ.
prueba de IHC se han validado y aprobado por la FDA la utilizacion de un anticuerpo
policlonal (HercepTest), asi como la de un anticuerpo monoclonal (Pathway), sin

encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre ambos. ***

Es importante considerar una serie de aspectos practicos al llevar a cabo la determinacién
del estatus de HER2 para asegurar la buena calidad de las pruebas y la obtencidon de
resultados fidedignos. Se pueden utilizar muestras de tejido obtenidas a partir de piezas
quirdrgicas o biopsias endoscdpicas, sin embargo es importante tomar en cuenta que el
tiempo que transcurre entre la obtencién del tejido y la fijacion del mismo en formalina
puede afectar los resultados, por lo que ésta debe hacerse en el minimo tiempo posible
(se recomienda documentar estos tiempos). Cuando se trata de biopsias endoscépicas,
existe mayor posibilidad de que los resultados no sean concluyentes debido al tamafo
generalmente pequefio de las mismas, asi como a la heterogeneidad caracteristica de la
expresion de HER2. Por lo anterior, se recomienda obtener de seis a ocho biopsias

4243, 5152 £ también importante

endoscopicas y en diferentes puntos del tumor canceroso.
utilizar reactivos o kits previamente validados para llevar a cabo las pruebas de IHC y FISH,
con el fin garantizar la consistencia y exactitud de los resultados. En laboratorios en donde
se inicie la optimizacién y validacién de las pruebas de diagndstico para HER2, los
primeros 25-50 casos deben ser analizados en paralelo usando IHC y FISH. La tasa de

concordancia entre ambas pruebas debe ser similar a la reportada para HER2 en cancer de

mama.®

Terapia utilizada en cdncer gdstrico avanzado

La quimioterapia en cancer gastrico avanzado o metastasico tiene como objetivo principal
la paliacion de los sintomas y la mejoria en la sobrevida y calidad de vida del paciente. A
pesar de los avances que se han dado en los ultimos afios en relacién con el tratamiento

del cédncer géstrico, este sigue asociado a un prondstico pobre. Nuevos agentes citotdxicos
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y regimenes quimioterapéuticos mas efectivos han sido desarrollados y se han venido
aplicado, sin embargo, el prondstico para los pacientes de cancer gastrico avanzado sigue
siendo pobre, y la toxicidad de las combinaciones de medicamentos continda limitando el

1 . . . 3. . - s .
uso.>*** Las fluoropirimidinas, platinos, taxanos e irinotecan, son considerados los agentes

citotéxicos més activos para este tumor. >33

Al inicio de la década de los afios 80, la combinacién de 5-fluorouracilo (5-FU),
doxorrubicina y mitomicina (FAM), se considerd el estandar de oro para pacientes con
cancer gastrico avanzado.> Los resultados del estudio realizado por el NCCTG (North
Central Center Treatment Group) en el que se compard tres grupos: FAM, 5- FU sélo, y 5-
FU combinado con doxorrubicina, no demostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos en cuanto a la sobrevida, pero si una mayor tasa de
respuesta en las terapias combinadas en comparacién con la monoterapia.’ El 5-FU asi
como las fluoropirimidinas de mas reciente aplicacién, siguen siendo los farmacos mas
importantes en el tratamiento del céncer gastrico irresecable. Los efectos clinicos-

L. T . . 51
terapéuticos de las fluoropirimidinas aumentan cuando se combinan con platinos.

En las Gltimas tres décadas, multiples estudios randomizados han comparado diferentes
regimenes de combinacion. La combinaciéon de 5-FU, leucovorina y oxaliplatino es una
alternativa adecuada para los pacientes con cancer gdstrico avanzado 6 metastasico, con
mejoria en la sobrevida libre de progresién, cuando se compara con 5-FU, leucovorina y
cisplatino.*® Actualmente el régimen que incluye 5-FU, antraciclinas y cisplatino ha
demostrado tener resultados positivos en relacidén a la sobrevida y calidad de vida del

paciente. > 2

Un meta-analisis realizado en el 2008, con los pacientes que participaron en
los estudios REAL-2 y ML17032, demostrd superioridad en sobrevida global en los
pacientes tratados con dobletes o tripletes que incluyen capecitabina, comparados con

aquellos que incluyen 5-FU. >*

En los dltimos afios, nuevas drogas activas para el tratamiento de cancer géstrico
avanzado estdn siendo probadas. El estudio SPIRITS, un estudio fase Il realizado en Japédn,

analizé la eficacia de una nueva fluoropirimidina oral, conocida como S-1, como
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monoterapia y en combinacion con cisplatino como primera linea de tratamiento para
este tipo de tumores. Los resultados demostraron una sobrevida global superior de 13
meses versus 11 meses en el grupo de pacientes que recibid la terapia combinada que con
la monoterapia. No obstante, se requieren estudios posteriores para demostrar la eficacia

de esta nueva droga en el hemisferio occidental. >*%>®

En relacidn a la terapia blanco o terapia dirigida, diversos agentes han sido estudiados en
el cancer gastrico avanzado. La seguridad y eficacia de bevacizumab, erlotinib, sorafenib y
cetuximab se han evaluado en estudios fase Il. Actualmente se estan llevando a cabo
estudios fase lll para confirmar los resultados del uso de estas terapias bioldgicas en
combinacidn con la quimioterapia para este tipo de tumor.” El estudio REAL-3, un estudio
fase lI/lll, evalud la seguridad del panitutumab (P), una inmunoglobulina G2 que actda
sobre EGFR, en combinacién con epirrubicina, oxaliplatino y capecitabina (EOC),
evidenciando un aumento de las toxicidades de la terapia que incluye al anticuerpo
monoclonal. > Uno de los medicamentos con resultados positivos para los pacientes con
cancer gastrico avanzado o metastasico que progresan a la primera linea de tratamiento,
es el Ramucirumab. El Ramucirumab es un anticuerpo monoclonal que actda sobre el

3905 pesar de la

receptor del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGFR-2).
variedad de tratamientos debidamente aprobados y en fases de estudio que estan
disponibles en la actualidad para tumores malignos avanzados o metastasicos localizados
en la zona gdstrica, aun no existe un Unico estdndar terapéutico internacional que

. . . . . 52
evidencie una mejor respuesta y sobrevida para los pacientes. >

Cdncer gdstrico en Costa Rica

El cancer géstrico es la segunda causa de muerte por cdncer y uno de los tumores mas
prevalentes en Costa Rica, presentandose en el 2014 como el quinto tumor mds incidente

L 6164 | 2 tasa de mortalidad en el afio 2014 en Costa

en mujeres y el tercero en hombres.
Rica fue de 7.99 por cada 100000 mujeres y 15.49 por cada 100000 hombres. ® Al igual
gue la tendencia global, las tasas de incidencia y mortalidad para este tipo de cdncer en

Costa Rica muestran una tendencia a la disminucién en los Gltimos afios, por razones que
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se desconocen. ®% ©

En el afio 2000 la tasa de mortalidad era de 45.4 por cada 100000
hombres y 19.7 por cada 100000 mujeres, siendo la principal causa de muerte por cancer.
Para el afio 2007, el céncer gastrico pasé a ocupar el segundo lugar en mortalidad, tanto
en hombres como en mujeres, con tasas de mortalidad de 15.8 por cada 100000 hombres
y de 9.08 por cada 100000 mujeres.®” De igual forma, las tasas de incidencia para dicha
neoplasia en Costa Rica presentan una tendencia descendente sostenida en ambos sexos.
En el afio 2000 la tasa de incidencia en [a poblacién masculina era de 51.8 por cada
100000 hombres, la cual disminuyd a 22.96 en el 2007, hasta alcanzar una tasa de 18.45
en el 2014 ¥ Esta misma tendencia a la baja se observa en la poblacién femenina en el
mismo periodo de tiempo. Para el afio 2000 la tasa de incidencia por cada 100000 mujeres
era de 19.54, disminuyendo a 13.72 en el 2007, y alcanzando una tasa de 11.43 en el
2014. %

Es importante resaltar que existen regiones claramente definidas como de alto y bajo
riesgo de cancer gastrico, con diferencias importantes en las tasas de incidencia y
mortalidad. ®*® Cartago y San José son las provincias con mayor incidencia de cancer de
estémago.® La provincia con menor tasa de incidencia es Limén para el sexo masculino, y
Heredia para en el sexo femenino.®>%

A pesar de la disminuciéon que se ha observado en la incidencia de cédncer géastrico en el
pais, la mortalidad del mismo sigue siendo alta y el diagnéstico de la enfermedad se da

generalmente en estadios muy avanzados, lo que dificulta el manejo terapéutico del

paciente.
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Capitulo Il

1. lustificacién

El cdncer gastrico es una de las principales causas de muerte por cancer y una de las

61, 65 En

neoplasias de mayor incidencia, tanto en hombres como en mujeres en Costa Rica.
el pais existen zonas de alto y bajo riesgo para el desarrollo de esta patologia claramente
establecidas.®® No obstante, la prevalencia de la infeccién por H. pylori es alta tanto en las
regiones de alto como de bajo riesgo y el establecimiento de la infeccién ocurre en edades
muy temprana. % |as investigaciones realizadas a la fecha en Costa Rica no han logrado
descifrar las razones que explican estas caracteristicas, ni el porqué de la alta incidencia y
mortalidad en la poblacién costarricense. Actualmente, Costa Rica no posee una
infraestructura adecuada para implementar programas masivos de deteccién temprana de
cancer gastrico, similares a los que funcionan en Japdn, a excepcién de un Unico centro
creado para tal propdsito en la ciudad de Cartago.®”” Tampoco se han logrado desarrollar
metodologias no invasivas que permitan evaluar el perfil de riesgo de las personas o llevar
a cabo la deteccién de lesiones gastricas precancerosas por medio de marcadores
bioldgicos en sangre, a pesar de los resultados prometedores que han sido obtenidos con
ciertos marcadores, como por ejemplo los pepsindgenos. 68-69

Para el tratamiento del cdncer gastrico, la cirugia sigue siendo la mejor opcién curativa, sin
embargo sélo entre un 30-60% de los pacientes pueden someterse a una reseccion
quirdrgica, debido a la alta proporcidon de casos con tumores en estadios avanzados o
metastasicos, irresecables al momento del diagndstico. > Aunado a esto, la tasa de
recurrencia en pacientes operados de céncer gastrico es elevada, de hasta el 60%.>"° En
estos casos la terapia farmacoldgica se convierte en la opcién mas adecuada para su
tratamiento. A pesar de los beneficios en sobrevida que se han observado con las terapias
combinadas, muchos pacientes no responden a los regimenes de tratamiento existentes y
el prondstico del cancer gastrico avanzado sigue siendo muy pobre. Por estas razones, se
hace estrictamente necesario la bisqueda e implementacién de nuevas opciones para el

tratamiento de esta neoplasia.> **""
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El manejo terapéutico del cancer géstrico en Costa Rica estd regido por la Caja
Costarricense del Seguro Social (CCSS). El mismo se lleva a cabo siguiendo los lineamientos
internacionales establecidos por la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO), La
Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) y el National Comprehensive Cancer
Network (NCCN), quienes establecen los esquemas terapéuticos con mayor evidencia para
el tratamiento de los pacientes con cancer géstrico avanzado o metastésico. > A la
fecha, no se ha llevado a cabo un estudio sistematico a nivel local, para evaluar los
beneficios que confieren las terapias adyuvantes o paliativas utilizadas en el pais para el
tratamiento de los pacientes de cancer géstrico. Dicha evaluacion es relevante porque
permitiria optimizar mejor el manejo terapéutico de los pacientes, de una forma mas
personalizada, en funcién de las caracteristicas histopatoldgicas y fisioldgicas del tumor, la
respuesta a los agentes y la incidencia de efectos adversos, entre otros. Esto también
contribuiria a la optimizacién de los recursos econémicos destinados al tratamiento de los

pacientes de cancer gastrico en Costa Rica.

La aprobacién del Trastuzumab para el tratamiento de cancer gastrico avanzado con
expresion positiva de HER2 por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y por la Food
and Drug Administration de Estados Unidos (FDA), amplia las opciones de tratamiento
para este tipo de tumor, sobre todo en paises con alta incidencia y mortalidad como es el

34546, 7274 g obstante, existe una amplia variacién en la prevalencia

caso de Costa Rica.
de casos positivos para HER2 en las diferentes zonas geograficas del mundo. En Costa
Rica, no se ha llevado a cabo un estudio para estimar la prevalencia de casos de cdncer
gastrico positivos para la expresion de esta oncoproteina. La determinacidon de la
prevalencia de lesiones malignas positivas para HER2 en la poblacién costarricense de
cancer géstrico es de importancia para establecer la relevancia de esta alteracion genética
en la etiologia de la enfermedad, y como factor prondstico del cancer gastrico en Costa
Rica. Esto seria de utilidad para optimizar las opciones de tratamiento de los pacientes
con tumores gastricos positivos para HER2.

El uso de Trastuzumab en pacientes de céncer gastrico se basa enteramente en la

sobreexpresion de la proteina HER2 y/o amplificacion del gen que codifica para la misma
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en las células de céancer, como criterio de clasificacion. La immunohistoquimica (IHC) y la
hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) son las técnicas internacionalmente aceptadas y
validadas para determinar la expresién de la proteina HER2 y comprobar [a amplificacién
del gen, respectivamente.”® De acuerdo los criterios dictados por EMA y FDA, ambas
metodologias deben utilizarse de forma complementaria en los laboratorios en donde se

>% En Costa Rica, se aprobé el uso del

realice el diagndstico molecular para HER2.
Trastuzumab en el afio 2011, no obstante, a la fecha, las pruebas no se realizan en forma
regular y sélo algunos centros de los hospitales tiene la capacidad de realizar el FISH en
caso de que se requiera. Sin embargo no se ha validado el procedimiento para cancer
gastrico, como si lo esta para cancer de mama. Lo anterior implica que se podria estar
excluyendo a pacientes que podrian resultar beneficiados del tratamiento con dicho
agente farmacoldgico. Por lo anterior, la optimizacion de la técnica FISH en Costa Rica es
de suma importancia, de manera que ambas metodologias se apliquen de forma rutinaria

en los hospitales costarricenses y se les pueda brindar la mejor opcion de tratamiento a

los pacientes de cancer gastrico en el menor tiempo posible. > 2

2. Preguntas de Investigacion

éCudl es la mejor forma de tratar a un paciente de cancer gastrico avanzado o cancer
géstrico metastasico de acuerdo a las caracteristicas propias de su enfermedad, a las

variables clinico-patoldgicas y a las opciones terapéuticas existentes en Costa Rica?

éCudl es la prevalencia de casos positivos para HER2 entre pacientes de cdncer gastrico
avanzado en Costa Rica, seleccionados de acuerdo a variables histopatologicas que

sugieren la sobreexpresion de esta oncoproteina?
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar los beneficios de las diferentes terapias farmacoldgicas utilizadas en Costa Rica

para el tratamiento del cancer gastrico avanzado o metastésico irresecable, y estandarizar

la técnica de hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) para el oncogén c-erbB-2/HER2

como prueba confirmatoria para el uso de Trastuzumab.

11

3.2 Objetivos especificos

Determinar la sobrevida giobal de los pacientes diagnosticados con cdncer
gastrico avanzado o metastasico irresecable, con respecto a variables clinico-
patoldgicas y/o régimen de farmacoterapia utilizada.

Determinar la sobrevida libre de progresién de los pacientes diagnosticados
con cancer gastrico avanzado o metastdsico irresecable, con respecto a
variables clinico-patoldgicas y/o al régimen de farmacoterapia utilizada.
Determinar el numero de dias de hospitalizacion y el nimero de
hospitalizaciones requeridos por los pacientes con cancer gastrico avanzado o
metastdsico, debido a complicaciones de la terapia farmacoldgica y de la
enfermedad, de acuerdo al régimen de farmacoterapia utilizado.

Estimar la proporcién de casos de cdncer gastrico con sobreexpresion del
oncogen c-erbB-2/HER2 en pacientes a los que se les realizé previamente las
pruebas de IHC y/o FISH.

Optimizar y validar la técnica FISH como metodologia de tamizaje para los
casos con valores inciertos de HER2 (score 2+) por inmunohistoquimica, para el

uso de la misma en Costa Rica.
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Capitulo Il
MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es una investigacidon retrospectiva la cual se realizé en dos fases. La
primera de ellas fue la revision de expedientes clinicos de pacientes que fueron
diagnosticados con cancer gastrico avanzado o metastasico entre enero del 2009 y enero
del 2012, con el objetivo de evaluar la respuesta a los tratamientos utilizados en nuestro
pais. La segunda fase fue la realizacion de las pruebas de inmunohistoquimica (IHC) y la
hibridacion in situ fluorescente (FISH) en muestras quirdrgicas de tejido parafinado de 50
pacientes diagnosticados con cancer gastrico en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén
Guardia, con el fin de estandarizar la técnica FISH para el oncogén c-erbB-2/HER2 como

prueba confirmatoria para el uso de Trastuzumab.

FASE I: Evaluacion de las terapias farmacolégicas en expedientes clinicos

Para la ejecucion de esta parte de la investigacion fue necesario obtener la autorizacion
por parte del Comité Etico Cientifico (CEC) de la Vicerrectoria de Investigacion de la
Universidad de Costa Rica (#817-B2-371) y del Comité Etico Cientifico Institucional de la
CCSS (CECI), junto con las respectivas aprobaciones de cada uno de los centros médicos

donde se llevd a cabo el estudio (R013-SABI- 00048)(Anexos 1y 2).

Poblacion de estudio

Para la realizacién de la fase | del estudio, se solicité el expediente clinico del total de
pacientes que fueron diagnosticados con cancer géastrico avanzado o metastasico
irresecable en el periodo comprendido entre enero del 2009 y enero del 2012 en los 4
hospitales que contaban con servicio de Oncologia Clinica y servicio de Farmacia
Oncoldgica al momento del estudio: Hospital Max Peralta, Hospital México, Hospital

Rafael Angel Calderén Guardia y Hospital San Juan de Dios.
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Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyeron en el estudio los pacientes diagnosticados con cancer gastrico avanzado y/o
metastdsico irresecable entre enero 2009 y enero del 2012, mayores de edad, para los
cuales se contaba con el expediente clinico, y que hubieran recibido tratamiento con
alguno de los siguientes regimenes aprobados y utilizados en Costa Rica:
= FEC: 5FU, epirrubicina, cisplatino
= EQC: epirrubicina, oxaliplatino, capecitabina
= DCF: docetaxel, cisplatino y 5FU
®  FOLFOX: oxaliplatino, 5FU y leucovorina
= XELOX: capecitabina, oxaliplatino
= Trastuzumab, capecitabina y cisplatino
= Trastuzumab, cisplatino, 5FU
®=  5FU + Radioterapia
También se incluyeron aquellos pacientes que fueron diagnosticados con céncer géstrico
en un periodo anterior a enero del 2009, pero que iniciaron el primer tratamiento con
alguna terapia farmacoldgica en el periodo comprendido por el estudio.
Los criterios de exclusién fueron los siguientes:
o Menores de 18 afios
e Tratamiento del cancer por medio de algin régimen de tratamiento

distinto a los anteriormente mencionados

Recoleccién de datos clinicos

Para la recoleccién de los datos, se realizé una revision de los expedientes clinicos de los
pacientes que cumplian con los criterios de inclusién. A partir de estos registros, se
recolectd informacién correspondiente a las siguientes variables epidemioldgicas, clinicas
e histopatoldgicas:

e Fecha de nacimiento

e Sexo

e lLugar de procedencia geografica del paciente
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e |ocalizacién anatomica del tumor
e Subtipo histoldgico del tumor
e Estadio de la enfermedad al ingreso del estudio
e Numero de metdstasis y localizacién de las mismas
e Estado funcional del paciente o ECOG al diagndstico de la enfermedad
e Tratamiento previo a la farmacoterapia (cirugia, radioterapia, ninguna)
e Fecha de cirugia
e Diseccidon ganglionar quirtrgica
e Fechas de Tratamiento
e Numero de hospitalizaciones durante el tratamiento
e Razodn de ingreso de las hospitalizaciones
e Numero de dias hospitalizado
e Medicamentos y dosis utilizadas durante la hospitalizacién
e Fecha en que se suspende o termina la terapia
e Estatus HER2 (Positivo, negativo, no determinado)
= |HC (fecha de realizacién y resultado obtenido)
= FISH (fecha de realizacion y resultado obtenido)
e Razdn de suspension de la terapia (progresion de la enfermedad, efectos
secundarios, fallecimiento)

e Fecha de fallecimiento (si el paciente habia fallecido)

El seguimiento en los pacientes incluidos en el estudio se realizé hasta enero 2016, fecha
fijada para cierre de recoleccidén de datos (fecha de censura), o al momento en que los
pacientes fallecieron. La informacion obtenida de los expedientes clinicos en relacién con
la sobrevida y defunciones de los pacientes incluidos en el estudio fue corroborada con el
Registro Civil y el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), posterior al cierre de
recoleccion de datos (enero 2016). Todas las variables anteriormente mencionadas se
registraron en un formulario de recoleccion de datos, disefiado especialmente para este

estudio (Anexo 3).
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Para efectos de este estudio, la Sobrevida Global (OS) se entiende como el tiempo
transcurrido entre el diagndstico de la enfermedad (fecha del reporte patoldgico del
tumor) y la fecha de fallecimiento, o la establecida en este estudio como fecha de censura.
En los casos en los que no se realizé reporte patoldgico se utilizo la fecha de la endoscopia
diagndstica. La sobrevida libre de progresion (PFS) es el tiempo transcurrido entre el
diagndstico de la enfermedad (definido igual que para la OS) y el momento de la
progresion de la enfermedad. Se considera como progresiéon de la enfermedad la

aparicidn de metastasis, el aumento del tamafio del tumor o el fallecimiento del paciente.

Andlisis estadistico

- Célculo del tamafio muestral

La muestra requerida para la realizacion de este estudio se determiné con respecto a los
datos histdricos (3 afios: 2008 - 2010) del nimero de casos de céncer gastrico
diagnosticados al afio en Costa Rica y el nimero de casos de céncer géastrico nuevos
atendidos al afio en cada uno de los hospitales incluidos en el estudio. Se incluyé en el
estudio a todos los hospitales que durante el periodo de enero 2009 a enero 2012
contaran con servicio de Oncologia Médica y Farmacia Oncoldgica.

De acuerdo con la informacion proporcionada por el Registro Nacional de Tumores (RNT)
y la Unidad de Seguimiento de Indicadores en Salud, Direccidn de Vigilancia en Salud del
Ministerio de Salud y con los datos pais del porcentaje de pacientes que se diagnostican
con céncer géstrico en estadios avanzados (60%), en los cuatro hospitales incluidos en el
estudio se diagnostican en promedio 250 casos de céncer géastrico avanzado al afio. En
Costa Rica, no se tienen datos de la supervivencia promedio de estos pacientes, sin
embargo los estudios clinicos de fase 1l y IV llevados a cabo en otras latitudes indican que
la sobrevida promedio de pacientes diagnosticados con céncer gastrico avanzado o
metastasico irresecable es de 2.5 a 3 meses, y que los agentes quimioterapéuticos

existentes extienden la sobrevida entre 9 y 11 meses. Usando estos datos, se estimo que
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con una muestra de 500 pacientes, el poder estadistico para el presente estudio es de
80% (o= 0.05).

- Anilisis
La informacidn recolectada se procesd, digitalizé y manejé en bases de datos en archivos
del paquete estadl’sticq Excel (Microsoft Office). El analisis estadistico se hizo por grupos,
un primer grupo de pacientes con cancer géastrico avanzado operable, un segundo grupo
de pacientes con cdncer gastrico metastasico y un tercer grupo de pacientes con céncer
gdastrico avanzado no metastasico irresecable.
Las variables categdricas fueron comparadas con el uso de la prueba Chi-cuadrado y las
continuas con el uso de la prueba de T-student. Se realizé un analisis de supervivencia
global (OS) y libre de enfermedad por medio del método Kaplan-Meier, tomando el
tiempo de seguimiento a partir del primer procedimiento quirtrgico o médico que recibid
el paciente, o bien a partir del diagndstico de cancer en los sujetos con enfermedad
metastasica que no recibieron ningln tratamiento, hasta la fecha de censura (enero de
2016) o muerte. Se empled la prueba de Log-rank para comparar las curvas de
supervivencia global o libre de progresidn segin los estratos analizados. Un analisis de
regresion de COX fue empleado para calcular el Hazard Ratio (HR) de la probabilidad de
supervivencia global y sobrevida libre de progresidon segun las variables estudiadas. Un
valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Se empled el paquete

estadistico SPSS 19.0 para Mac (Chicago, IL, USA)

FASE II: Estandarizacion y Validacion de las pruebas de IHC y FISH

Para la ejecucidn de esta fase fue necesario obtener la autorizacion por parte del Comité
Etico Cientifico (CEC) de la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica
(#817-B2-371) y del Comité Local de Bioética del Hospital Calderén Guardia (CLOBI-01-01-
2015) (Anexo 4).
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Muestras de estudio

Se utilizaron 50 muestras quirurgicas de tejido parafinado, obtenidas a partir de pacientes
que fueron operados de céncer gastrico entre el 2012 y el 2015. Estas muestras se
encontraban almacenadas en el banco de tejido del Departamento de Patologia del
Hospital Rafael Angel Calderén Guardia. La seleccién de los bloques de tejido parafinado
para esta fase no fue al azar, pues se traté en la medida de lo posible de utilizar lesiones
de céncer gastrico avanzado o metastasico, de localizaciéon anatémica distal y subtipo
histoldgico intestinal. Estas caracteristicas, de acuerdo con la literatura, aumentan la
probabilidad de encontrar sobreexpresién de la oncoproteina HER2. No todas las
muestras cumplieron, sin embargo, con estas caracteristicas. Finalmente, se seleccioné 3
bloques de tejido parafinado de cédncer de mama a los que se les habia realizado
previamente IHC y FISH para HER2, de los cuales uno habia resultado ser positivo para
HER2 y dos negativos, razén por la que se utilizaron como controles positivo y negativos,

respectivamente.

Inmunohistoguimica {(IHC)

Las pruebas de IHC se realizaron en el laboratorio #3 del Programa de Especial Interés
Institucional Epidemiologia del Céncer, Instituto de Investigaciones en Salud (INISA),
Universidad de Costa Rica (UCR). Para la realizacion de estas se utilizd Hercept Test Kit
(cédigo K520421; Dako, Glostrup, Dinamarca) siguiendo las instrucciones del fabricante
con algunas modificaciones, entre ellas la utilizacion del horno procesador de tejidos
marca Milestone modelo KOS para la incubacidn y recuperaciéon antigénica, la utilizacion
de gradilla Shandon para aplicacién del anticuerpo primario y modificaciones en el tiempo
de incubacidn y recuperacién antigénica (ver protocolo utilizado en el anexo 5).

La estandarizacién del protocolo para llevar a cabo la IHC se realizé utilizando cortes de 5
um de grosor de los tejidos de cdncer de mama con expresion de HER2 ya conocida
(controles positivo y negativos, descritos anteriormente). Una vez estandarizado el

protocolo se procedio a la realizacion de las pruebas en cortes de 5 um de grosor de los 50
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blogues de tejido de cancer gastrico. Se incluyd un control positivo y un control negativo
cada vez que se realizaba un procedimiento de tincién de IHC (8 laminas de cancer
gastrico, 1 control positivo y 1 control negativo por ronda de tincidn). Las tinciones fueron
posteriormente evaluadas haciendo uso de un microscopio Olympus BX43 del Centro de
Investigacién en Estructuras Microscépicas (CIEMIC), UCR. Llas evaluaciones fueron
posteriormente confirmadas por la Dra. Yolanda Roa, Patdloga del Servicio de Patologia

del Hospital Calderén Guardia.

Hibridacion in situ por Fluorescencia

Las pruebas de FISH se realizaron en el Laboratorio #3 del Programa de Especial Interés
Institucional Epidemiologia del Cancer, Instituto de Investigaciones en Salud (INISA), UCR.
Para la realizacién de las pruebas se utilizé el kit HER2 pharmDxTM Kit (cédigo
K5331/K5599; Dako; donacion de la empresa MAKOL Costa Rica). Para llevar a cabo las
pruebas de FISH se siguid las indicaciones del fabricante con algunas modificaciones,
principalmente en el proceso de desparafinacion de las laminas (ver protocolo utilizado en
el anexo 6). Primeramente, se procedié a optimizar el protocolo de FISH en cortes de 5 um
de grosor de los tejidos de cancer de mama con expresion de HER2 conocida (controles) y
de los tejidos de céncer gastrico que resultaron positivas para HER2 mediante IHC. En los
experimentos de optimizacién también se incluyd laminas control de las que vienen como
parte de los materiales que contiene el kit.

Una vez estandarizado el protocolo para llevar a cabo las pruebas de FISH, se hicieron
cortes histologicos de 5 um de grosor a partir de los 50 bloques de tejidos de cancer
gastrico y se procedid a realizar la prueba de FISH. Las pruebas de FISH fueron llevadas a
cabo posterior a la realizacion de las pruebas de IHC. La evaluacidn de las pruebas de FISH
se llevd a cabo entre los 30 minutos y las 24 horas posteriores a la finalizacién del
protocolo, para lo cual se utiliz6 un microscopio Nikon Eclipse 80i del Laboratorio de

Oncologia Molecular del Hospital Calderén Guardia.
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Capitulo IV
RESULTADOS

Fase I: Evaluacion de las terapias farmacolégicas en expedientes clinicos

Para esta fase del proyecto se llevé a cabo un andlisis de expedientes clinicos de pacientes
diagnosticados con cancer gastrico en el periodo de enero 2009 a enero 2012 en los
hospitales México, San Juan de Dios, Rafael Angel Calderén Guardia y Max Peralta (ver
materiales y métodos). De los 1565 expedientes solicitados a los servicios de archivo
correspondientes, no fue posible localizar 765 (48%), los cuales correspondian a
expedientes pasivos, pacientes difuntos, expedientes microfilmados, etc. De los 800
expedientes a los que si se tuvo acceso, 310 (38.7%) no cumplieron los criterios de
inclusion fijados para este estudio por lo que fueron excluidos de la investigacion,
incluyendo 212 expedientes que presentaron cdncer gastrico temprano. Finalmente, se
contd con 490 expedientes para la realizacion de este estudio. La figura 1 detalla el

esquema de seleccion de los expedientes clinicos.

1565

Listado completo de expedientes de los 4
hospitales

r765 Expedientes Pasivos J

800

Expedientes Revisados

212 expedientes Cancer
Gdstrico temprano

98 expedientes otros
diagndsticos

430

Expedientes que cumplen con los
criterios de inclusién al estudio

Figura 1. Esquema de seleccion de los expedientes clinicos
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El cuadro 1 resume las principales caracteristicas demograficas de los 490 pacientes
incluidos en el estudio. Se desprende de este cuadro que el nimero de expedientes
revisados fue muy similar entre los 4 hospitales y que la mayoria de pacientes eran de
la provincia de San José. La edad promedio de los pacientes incluidos en el estudio era

de 61.8 +14.6 anos (@mbito: 18- 94).

CUADRO 1

Caracteristicas demogrdficas del total de pacientes incluidos en el estudio

Variable Nidmero pacientes (%)
Hospital
Calderén Guardia 135 (27.6)
México 133 (27.1)
San Juan de Dios 124 (25.3)
Max Peralta 98 (20.0)
Sexo
Masculino 282 (57.6)
Femenino 208 (42.5)
Provincia procedencia
San José 210 (42.8)
Cartago 90 (18.4)
Alajuela 60 (12.2)
Limén 49 (10.0)
Heredia 31(6.3)
Puntarenas 28 (5.7)
Guanacaste 22 (4.5)

Para este estudio, los cinco cantones con mayor nimero de casos de cancer gastrico
avanzado son San José (10.4%) Cartago (6.9%), Desamparados (6.1%), Goicoechea (4.3%),
Paraiso y Pococi (3.3%). Para el estudio de sobrevida, la mediana de seguimiento del
estudio fue de 14.63 meses; la mediana de sobrevida libre de progresién (PFS) fue de 12.9
meses (IC 95%: 10.4-15.3) y la mediana de supervivencia global (OS) de 14.7 meses (IC
95%: 11.8 - 17.7).



30

En relacién al estadio de los pacientes incluidos en el estudio, un 24.1% presenta estadio
ganglionar N3 (mds de 7 ganglios afectados) (Cuadro 2). Este factor es particularmente
importante para determinar el prondstico de los pacientes y el manejo terapéutico que se

- 70
va a realizar.

CUADRO 2

Clasificacion de los pacientes incluidos en el estudio de acuerdo al TNM

Estadio TNM Nimero de pacientes (%)
Tamaiio Tumoral
TO 1(0.2)
T1 0(0.0)
T2 9(1.8)
T3 254 (51.8)
T4 165 (33.7)
ND 61 (12.4)
Estadio Ganglionar
NO 76 (15.5)
N1 89 (18.2)
N2 84 (17.1)
N3 118 (24.1)
ND 123 (25.1)
Metastasis a distancia
MO 322 (65.7)
M1 168 (34.3)

ND: no disponible

El cuadro 3 resume el estadiaje de los pacientes de acuerdo al TNM. De acuerdo a esta
clasificacion, los estadiaje IA y IB se consideran cancer temprano. La mayoria de los
pacientes (34.3%) fueron clasificados en estadio IV. Nueve pacientes fueron clasificados
como IB, sin embargo estos presentaban invasion de [a pared gastrica hasta la muscular
propia (T2NOMO), razén por la cual estos 9 casos aparecen clasificados en los expedientes

clinicos como céncer géstrico avanzado. °
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CUADRO 3
Estadio TNM de los pacientes incluidos en el estudio
Estadio Ndmero de pacientes (%)
1B 9(1.8)
A 49 (10.0)
B 75 (15.3)
[[7: 57 (11.6)
B 68 (13.9)
nc 18 (3.7)
v 168 (34.3)
ND 46 (9.4)

ND: no disponible

Algunas otras variables clinico-patoldgicas de los 490 pacientes incluidos en este estudio
se presentan en el cuadro 4. En |la mayoria de los pacientes el tumor estaba localizado en
cuerpo y fondo gastrico. En 16 casos (3.3%), el cancer abarcaba hasta tres zonas del
estdmago y 1 paciente |o presentaba en todo el estémago. Es interesante hacer notar que
para algunas variables, como por ejemplo invasion linfatica e invasién vascular, hay un
gran problema de registro pues el porcentaje de datos no disponibles llega a ser mayor al

40% (cuadro 4).

CUADRO 4
Caracterizacion clinico-patolégica de la poblacion de estudio

Variable Numero de pacientes (%)
Clasificacion Bormann

1 14 (2.9)

J 83 (16.9)

3 232 (47.3)

4 61 (12.4)

ND 100 (21.4)
Sitio de Localizacién del
Tumor 334 (68.2)

Cuerpo 203 (41.4)

Fondo 93 (18.9)
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Antro 48 (9.8)
Piloro 11(2.2)
ND
Invasién Vascular
Presente 130 (26.5)
Ausente 131 (26.8)
ND 229 (46.7)
Invasion Linfatica
Presente 200 (40.8)
Ausente 82 (16.8)
ND 208 (42.2)
Escala del estado
Funcional (ECOG)
1 276 (56.3)
2 50 (10.2)
3 29 (5.9)
4 11 (2.2)
ND 124 (25.3)

ND: no disponible

De los 490 pacientes incluidos en el estudio, 276 (56.4%) fueron sometidos a cirugia y de
estos un 9.1% presentaban metastasis a érganos distantes, por lo que la cirugia se realizé
con fines paliativos. Del total de gastrectomias realizadas, 113 (40.9%) fueron cirugias
totales y 163 (59.1%) parciales. La cirugia con diseccion extendida o D2 se realizé en la
mayoria de los pacientes (78.3%). El promedio de ganglios disecados fue de 23.5 por
paciente (Cuadro 5). En este estudio, se determind que a 60 pacientes se le disecaron

menos de 15 ganglios, lo que corresponde a un 25.8% .

De los 214 (43.7%) pacientes a los que no se les practicd gastrectomia, un 67.5% se
encontraban en estadio IV o presentaban mas de 7 ganglios afectados por la enfermedad
(N3) al momento del diagndstico. Por su parte, un 15.8% de los pacientes no presentaban
condiciones de salud aptas para someterse a este procedimiento quirlirgico, o decidieron
no realizarse la cirugia a pesar de tener un estadio y condiciones de salud aptas para la

realizacion de este.
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CUADRO 5
Descripcidn de los de los procedimientos quirdrgicos realizados en los pacientes con cdancer
gdstrico avanzado

Procedimiento n (%)
Cirugia

No operados 214 (43.7%)

Gastrectomia 276 (56.4%)

Gastrectomia en pacientes no 237 (48.6%)
metastasicos
Reseccion gastrica

Total 113 (40.9%)

Parcial 163 (59.1%)
Tipo de diseccion

D1 27 (9.8%)

D2 216 (78.3%)

Promedio de ganglios disecados 23.5 ganglios + 13.6
[rango: 2 — 86 ganglios]

Estado de margenes quirurgicos

R1 42 (15.2%)
RO 166 (60.1%)
ND 68 (24.7%)

ND: no disponible

Andlisis de sobrevida libre de progresién y sobrevida global

Para la realizacién de los andlisis de sobrevida se subdividio el total de los pacientes del
estudio en tres grupos. El primer grupo incluye a los pacientes que fueron sometidos a
cirugia pero no presentaban metdstasis al momento del diagnéstico (n=237). El segundo
grupo comprende a los pacientes en estadio metastdsico, tanto operados como no
operados (n=168). Se considera paciente metastdsico al que presenta células cancerosas
en un drgano distinto al sitio inicial del cancer, y que no es adyacente al tumor ni un
ganglio linfatico regional. El tercer grupo incluye a los pacientes que no presentaban
metdstasis pero que por diferentes razones no fueron sometidos a cirugia (n=85). La

sobrevida libre de progresion y sobrevida global de los pacientes operados no
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metastasicos es significativamente mayor que la de pacientes metastasicos y de pacientes
no metastasicos que no fueron operados (Cuadro 6, Figura 2). Por su parte, la sobrevida
libre de progresién y sobrevida global de los pacientes metastasicos es similar a la de

pacientes no operados no metastasicos (cuadro 7, Figura 2).

CUADRO 6

Comparacién de la sobrevida libre de progresion (PFS) y la sobrevida global (0OS) de los
pacientes operados no metastdsicos con respecto a los pacientes en estadio metastasico y
los pacientes en estadio no metastdsico pero no gastrectomizados

Grupo n PFS (meses) P OS (meses) p
Gastrectomizados 237 40.1 (IC95%: 28.4 —51.8) 47.6 (IC 95%: 34.7 —60.4)
no metastasicos”
Pacientes 168 5.3 (IC95%:4.0-6.7) <0.001 6.0(IC95%:4.3-7.7) <0.001
Metastasicos
No operados, no 85 6.3 (IC95%:4.8-8.6) <0.001 7.8 (IC95%: 5.4- 10.3) <0.001
metastdsicos
+ Grupo de Referencia

CUADRO 7

Comparacion de sobrevida libre de progresion (PFS) y sobrevida global (OS) de los

pacientes en estadio metastdsico versus los pacientes no operados sin metastasis

Grupo n PFS (meses) <] 0S (meses) p
Paciente 168 5.3 (IC95%:4.0-6.7) 6.0 (IC95%: 4.3 -7.7)
metastasico+

No operados, no 85 6.3 (IC95%:4.8-8.6) 0861 7.8(IC95%:5.4-10.3) 0.545
metastasicos

+ Grupo de Referencia
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Figura 2. Sobrevida libre de progresion (PFS) y Sobrevida global (0S) de los tres subgrupos
de pacientes estudiados.

Pacientes con gastrectomia y estadio no metastdsico

Se realizaron una serie de andlisis en el grupo de pacientes sometidos a cirugia, que no
presentaban metastasis, en los que se tomé en cuenta variables como el tipo de diseccién
ganglionar realizada, el estado de los mdrgenes quirdrgicos, el manejo clinico posterior a
la cirugia, el estado funcional y el estadio del paciente. De acuerdo con estos andlisis, el
tipo de diseccion ganglionar realizada durante la cirugia no tiene mayor impacto en la
sobrevida libre de progresion o en la sobrevida global de los pacientes (cuadro 8, Figura
3). Por su parte, el estado de los mérgenes quirtrgicos posterior a la gastrectomia si es
una variable que repercute en la sobrevida libre de progresién y sobrevida global de los
pacientes con céncer gastrico avanzado operable (cuadro 8, Figura 4), con un HR de 1.93
(IC 95%: 1.20 —~ 3.08) para la sobrevida libre de progresién y un HR de 1.56 (IC 95%: 1.01-
2.41) para la sobrevida global. Es importante mencionar que al momento de cierre de
recoleccion de datos de este estudio mas del 50% de los pacientes con margenes

quirtirgicos libres (R0) estaban vivos (Figura 4B), por lo que la mediana de sobrevida libre
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progresion no fue alcanzada (cuadro 8). También se analizo |a sobrevida de los pacientes
operados no metastdsicos de acuerdo al nimero de ganglios disecados. No se observd
diferencia en la sobrevida libre de progresion, ni en la sobrevida global, entre los
pacientes a los cuales se les disecaron méds de 15 ganglios y aquellos a los que se les

disecaron menos de 15 ganglios (Cuadro 8).

CUADRO 8

Mediana de sobrevida libre de progresién y sobrevida global de acuerdo al tipo de
diseccion ganglionar durante la cirugia, al estado de los mdrgenes quirtrgicos posterior a
la cirugia y al numero de ganglios disecados

N PFS (meses) P OS (meses) p
Tipo de
Diseccion
Ganglionar
D1+ 21 31.4 (IC95%:12.2~-50.6) 36.3 (1C95%: 6.2- 66.5)
D2 184 47.6 (IC95%:27.5-67.6) 0.37 51.5 (1C95%: 35.4-67.5) 0.17
Margenes
Quirdrgicos
RO+ 145  Mediana no alcanzada 63.4 (IC 95% no
calculable)
R1/R2 33 21.1(IC95%: 14.9-27.2) 0.005 23.5 (1.1-45.6) 0.05
Nimero de
ganglios
disecados
<15+ 60 47.6 476
(IC 95%: 25.6 — 69.5) (IC 95%: 30.5 -64-6)
>15 144 440 0.87 51.1 0.88

(1C95%: 22.7- 65.3)

(IC 95%: 34.2 -67.9)

+ Grupo de Referencia: D1, RO y <15
D2: diseccion ganglionar extendida
RO: margenes quirtrgicos libres, R1/R2: margenes quirdrgicos comprometidos
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Otro factor importante, ademas del nimero de ganglios disecados, para determinar la
sobrevida o establecer terapia de tratamiento en los pacientes con cdncer gastrico es la
cantidad de noédulos linfaticos regionales positivos para células tumorales (ganglios
regionales metastdsicos) o valor de N. Los resultados reportados en el cuadro 9 confirman
que el nimero de ganglios comprometidos tiene un impacto significativo en la sobrevida
de los pacientes. Mediante una prueba post hoc de Bonferroni se determind, tanto para la
sobrevida global como para la sobrevida libre de progresién, que los pacientes con NO
tiene mayor probabilidad de sobrevivencia en comparacién con los que presentan un N1 o
superior (p<0.001) (cuadro 8). También se presentan mejores tiempos de sobrevida libre
de progresion y sobrevida global en los pacientes con N2 en comparacién con los
pacientes con N3 (PFS: N1 vs N2 p=0.746, N1 vs N3 p=0.060, N2 vs N3 p=0.026) (OS: N1
vs N2 p=0.719, N1 vs N3 p=0.100, N2 vs N3 p=0.046).

CUADRO 9

Sobrevida libre de progresién y sobrevida global del grupo de pacientes gastrectomizados
en estadio no metastdsico de acuerdo al valor de N

Estadiaje n PFS (meses) p 0S (meses) p
NO+ 65 Mediana no alcanzada Mediana no alcanzada

N1 54 32.6 (IC95%: 11.4-53.7) 33.0 (IC95%: 12.2-53.9)

N2 44  38.4(1C95%: 13.7 -63.0) 46.7 (IC 95%: 19.5-74.0)

N3 59 23.5(IC95%:32.3-55.6) 0.005 29.0(IC95%:19.9-38.1) 0.005

+ Grupo de Referencia

En estudios recientes se ha demostrado que el valor de la razén ganglios
positivos/ganglios disecados (razén ganglios linfaticos: LNR o Nr) tiene utilidad pronéstico
en los pacientes de cancer géastrico y podria ser un parémetro determinante para predecir
la sobrevida global de los pacientes y el tiempo a la progresién.”” Por lo anterior, en este
estudio se estimd el tiempo a la progresién y la sobrevida global de los pacientes en
funcidn de la razén ganglios linfaticos (LNR), tomando como valores parametro LNR< 0.2

(n=123), LNR entre 0.2-0.5 (n=43) y LNR>0.5 (n=36). Los resultados del presente estudio
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demuestran contundentemente que este parametro ayuda a predecir la sobrevida en
pacientes operados por cancer gastrico que no presentan metastasis a distancia (Cuadro
10, Figura 5). Mas especificamente, se pudo observar que los pacientes con un LNR <0.2
tienen una mayor sobrevida global y un mayor tiempo a progresién de la enfermedad que
aquellos cuyo valor de LNR es mayor a 0.5 (Cuadro 10, Figura 5). Asimismo, los pacientes
con LNR entre 0.2- 0.5 presentan mayor sobrevida global y mayor sobrevida libre de
progresion que los pacientes con un LNR>0.5 (Cuadro 10, Figura 5). De acuerdo con los
valores de HR presentados en el cuadro 10, hay una tendencia a mayor mortalidad y
menor tiempo a la progresién en los pacientes que presentan LNR>0.5 comparado con
aquellos con un LNR entre 0.2-0.5. El riesgo de progresion en los pacientes con un LNR>0.5
aumenta en un 68% y el riesgo de muerte en un 72%, comparado con pacientes con un

LNR entre 0.2-0.5 (Cuadro 10).

CUADRO 10

Sobrevida libre de progresién, sobrevida global y razén de probabilidad del grupo de
pacientes gastrectomizados en estadio no metastdsico acuerdo a la razon ganglios

linféticos (LNR)
LNR PFS (meses) P 0S (meses) <]
<0.2+ 65 (IC95% no calculable) 73 (IC 95% 54.1 - 92.0)
0.2-0.5 35 (IC95%: 10.6-59.4) 37.7 (IC 95% 18.1 - 57.3)
>0.5 21 (IC95%: 6.1- 36.6) <0.001 23.5(IC95%: 2.5-44.5) <0.001
LNR PFS (HR) P 0S (HR) p
0.2-0.5/ 1.48 (IC95%: 0.94-2.32) 0.086 1.44 (1C95%: 0.90-2.28) 0.125
<0.2
>0.5/ 1.68 (1C95%: 1.01 - 2.83) 0.048 1.72 (IC95%: 1.01 - 2.94) 0.047
0.2-0.5
<0.2 0.39 (IC95%: 0.29- 0.52) 0.001 0.39 (IC95%: 0.29- 0.52) 0.001
>0.5 2.74 (IC95%: 2.04- 3.68) 0.001 2.79 (IC95%: 2.06- 3.78) 0.001

+ Grupo de Referencia
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Figura 5. Sobrevida libre de progresion (PFS) y sobrevida global (0OS) del grupo de pacientes
gastrectomizados en estadio no metastdsico de acuerdo a la razén ganglios
positivos/ganglios disecados

Con respecto al tratamiento recibido posterior a la cirugia, los resultados de este estudio
indican que las terapias adyuvantes o la quimioradioterapia no tienen un impacto
significativo en la sobrevida libre de progresién o en la sobrevida global. Esto se hizo
evidente al comparar aquellos pacientes que recibieron algun tipo de adyuvancia contra el
grupo de pacientes operados que no recibieron ningun otro tipo de tratamiento adicional
a la cirugia (grupo en seguimiento u observacion clinica) (Cuadro 11, figura 6). También se
realizé andlisis estadistico para determinar el efecto de las terapias en la sobrevida de
pacientes con cancer gastrico avanzado no metastasico pero considerando tUnicamente el
grupo de pacientes sometidos a una cirugia D2 (n=184). En dicho andlisis tampoco se
encontraron diferencias significativas en la sobrevida libre de progresion o en la sobrevida
global entre pacientes que recibieron terapia adyuvante, neoadyuvante o quimioterapia
respecto al grupo de observacion clinica (Cuadro 11). El grupo de pacientes con diseccién

D1, asi como el grupo de pacientes con margenes quirlrgicos positivos (R1) son grupos
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muy pequefios (21 pacientes y 31 pacientes, respectivamente) por lo cual no fue pasible

realizar anélisis posteriores por tipo de tratamiento con estos subgrupos.

CUADRO 11

Sobrevida libre de progresion y sobrevida global del grupo de pacientes gastrectomizados
en estadio no metastasico de acuerdo al tratamiento recibido

N PFS (meses) p 0OS (meses) P
Modalidad de
Tratamiento
Observacién+ 101 50.2 (IC 95%: 21.5- 78.9) 50.8 (IC 95%: 22.8- 78.7)
Adyuvancia 31  30.6(IC95%: 15.7- 45.5) 32.3 (IC 95%: 15.6- 49.1)
Neoadyuvancia 10 14.3 (IC95%: 0.1- 62.5) 14.3 (IC 95%: 34.5- 60.6)
QTRT adyuvante® 90  44.2 (IC95%: 24.1- 64.3) 0.57 47.6 (1C95%: 34.7- 60.4) 0.566
Subgrupo con
cirugia D2
Observacién+ 76 50.2 (IC95% no det.) 65.7 m (IC 95%: 27.6 - 103.9)
Adyuvancia 21 37.7 (IC95%. 26.9 — 48.5) 28.3 (IC 95%: 21.6 — 132.5)
Neoadyuvancia 5 Noalcanzada No alcanzada
QTRT adyuvante®* 82 44.2(IC 95%: 21.9 - 66) 0.63 47.5 meses (27.2 - 68.0) 0.785
Subgrupo con
cirugia RO
Observacion+ 66  65.7 (IC 95% no calculable) 65.8 (IC 95%: no calculable)
Adyuvancia 7 40.1 (IC 95%: 21.6 —58.6) 40.9 (IC 95%. 21.6 — 60.3)
Neoadyuvancia 4 No calculable No calculable
QTRT adyuvante* 67  55.1(IC95%: 35.1-75.2) 041 55.1(1C 95%: 37.7- 72.6) 0.98
+ Grupo de Referencia

*QTRT: quimioradioterapia
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Figura 6. Sobrevida libre de progresion (PFS) y Sobrevida Global (OS) grupo de pacientes
gastrectomizados en estadio no metastdsico de acuerdo al tratamiento recibido

Al analizar el tiempo a la progresion de la enfermedad y la mediana de sobrevida global de
acuerdo al nimero de medicamentos utilizados como terapia (monoterapia versus terapia
doble), no se encontré diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 12). En este

grupo de pacientes ninguno fue tratado con terapia triple.

Finalmente, se determiné si el estado funcional del paciente al momento del diagndstico
es un parametro con impacto en el tiempo a progresion de la enfermedad y la sobrevida
global. Unicamente 22 pacientes de los 230 operados no metastdsicos cuyo estadio
funcional estaba reportado presentaban un ECOG de 2 o mas. Un estadio funcional de 2 o
mayor es un factor determinante en el manejo clinico del paciente. Para dicho andlisis se
comparé pacientes con ECOG 0-1 versus los pacientes con un ECOG 2-4. Se determiné que
la sobrevida libre de progresion es significativamente mayor en los pacientes con un ECOG
de 0-1, en comparacién con aquellos pacientes que presentan un estado funcional de 2 o
mayor en el momento del diagnéstico (cuadro 12, figura 7), con una reduccién del 53% del
riesgo de que la enfermedad progrese (HR: 0.47, 1C95%: 0.82- 0.78). lgualmente, los

pacientes con estadios funcionales 0-1 tienen mayor sobrevida global y presentan una
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reduccion del 58% del riesgo de fallecer con respecto a los pacientes con ECOG 2 o

superior (HR: 0.42, IC95%: 0.25- 0.70) (cuadro 12, Figura 7).

CUADRO 12
Mediana de sobrevida libre de progresion y sobrevida global del grupo de pacientes
gastrectomizados en estadio no metastdsico, de acuerdo al némero de medicamentos
utilizados en la terapia y a la escala ECOG

PFS (meses) p 0OS (meses) P
Nimero de medicamentos
Monoterapia+ 32.9 (IC 95%: 19.0- 46.7) 33.4 (IC95%: 19.8- 47.0)
Terapia Doble 19.1 (IC 95%: 3.2-34.9) 037  32.3(IC95%: 0.0- 87.69) 0.73
Escala ECOG
0-1+ 48.7 (1C 95%: 35.3- 61.9) 49.7 (IC 95%: 36.8-62.5)
2-4 13.2 (IC 95%: 6.0- 20.4) 0.003 13.2(IC95%:8.9-17.4) 0.001

+Grupos de Referencia: Monoterapia, ECOG 0-1
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Figura 7. Sobrevida libre al ECOG de progresion (PFS) y sobrevida global (OS) del grupo
gastrectomizados no metastasico de acuerdo



Pacientes con enfermedad metastdsica al momento de diagndstico

De los 490 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion para este estudio, 168
fueron diagnosticados en estadio metastasico de la enfermedad, lo cual corresponde al
34.28% de la poblacion en estudio. En el cuadro 13 se detalla los principales sitios de

metastasis.

CUADRO 13
Principales sitios de metastasis

Sitios de Metdstasis Numero de Metastasis (%)
n= 168
Higado 77 (45.8)
Peritoneo 47 (27.9)
Ganglios no regionales 10(5.9)
Ovario 9(5.4)
Pulmén 6(3.6)
Pleura 3(1.8)
Bazo 3(1.8)
SNC 2(1.2)
Otros 12 (7.1)

En general, en este grupo de pacientes la sobrevida libre de progresion fue de 5.3 meses
(IC95%: 4.0 — 6.7) y la sobrevida global fue de 6.0 meses (IC95%: 4.3 — 7.7) (cuadro 6).
Interesantemente, al analizar la progresion de la enfermedad y la sobrevida global en
funcién del tratamiento farmacolégico se determiné que la administracion de
medicamentos es determinante para extender la sobrevida de los pacientes varios meses.
La diferencia entre medianas de supervivencia fue de 5.6 meses en sobrevida libre de
progresion y de 8.3 meses en sobrevida global (Cuadro 14).

Con respecto al tratamiento utilizado en este grupo de pacientes, de los 88 pacientes que
recibieron tratamiento, sélo 17 pacientes recibieron una segunda linea de tratamiento y
Unicamente un paciente llego a iniciar una tercera linea de tratamiento. Se llevaron a cabo

andlisis estadisticos con este grupo de pacientes metastasicos que recibieron tratamiento,
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con la intencién de determinar el impacto que tienen el nimero de medicamentos
utilizados en la sobrevida libre de progresion y la sobrevida global (Cuadro 14). El grupo de
pacientes que utiliz6 monoterapia es muy pequeiio, lo cual no permitié establecer
comparaciones de este grupo con respecto a aquellos que recibieron terapias dobles y
terapias triples. En el andlisis se determiné que los pacientes a los que se les suministrd
terapia triple tienen hasta un 69% mas de probabilidad de progresar que quienes
recibieron terapia doble (HR=1.69, IC 95%: 1.04 ~ 2.73) (Cuadro 14, Figura 8). En el caso de
la sobrevida global, se determind que la probabilidad de fallecer es 88% mas alta cuando
se usa terapia triple que cuando se usa terapia doble (HR=1.88, 95% Cl: 1.15 — 3.11)
(Cuadro 14, Figura 8).

Con respecto a los farmacos utilizados, como terapia doble se utilizé una combinacién de
platinos con fluoropirimidinas como XELOX (con oxaliplatino u otro platino), FOLFOX y
Cisplatino con 5FU. Como terapia triple se utilizé la combinacién de epirrubicina, platino y
fluoropirimidina (EOX, FEC) y la tripleta DCF (docetaxel, cisplatino, 5FU). Debido a que sdlo
2 pacientes fueron tratados con DCF estos no fueron tomados en cuenta para los analisis
posteriores. Los resultados de los analisis demuestran que hay diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo a progresidon de la enfermedad y en la
sobrevida global de acuerdo al tipo de terapia utilizada (cuadro 14). De acuerdo con los
resultados del analisis, los pacientes que usaron EOX o FEC tienen un 32% mas
probabilidad de progresar (HR= 1.32, IC 95%: 1.03-1.69) y 42% mas probabilidad de
fallecer (HR=1.42, IC 95%: 1.10-1.83) que los que usaron platino y fluoropirimidinas.



CUADRO 14
Mediana de Sobrevida libre de progresion y mediana de sobrevida global de los pacientes
metastdsicos de acuerdo al uso o no de terapia farmacolodgica, el nimero de farmacos

utilizados y al tipo de terapia utilizada (sin TPF)
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n PFS(meses) p 0S (meses) p
Uso de Farmacos
Sin tratamiento+ 76 2.5(IC95%:2.1-3.0) 2.5(IC95%: 2.1-3.0)
Con tratamiento 88 8.1 (IC95%: 5.9-103 <0.001 10.8 (IC 95%: 7.8- <0.001
) 13.7)
#de
medicamentos
utilizados
Monoterapia* 4 29(IC 95%: 2.9-3.0) 2.9 (IC95%: 1.9-3.7)
Terapia Doble+ 46 105 (IC 95%: 3.5- 13 (1C95%: 7.3- 18.68)
17.5)
Terapia Triple 38 6.3(IC95%:3.0-9.5) 0.013 72 (IC 95%: 3.2- 0.012
11.24)
Tipo de Terapia
FP +Pt" 46 105 (IC 95%: 3.5- 13.0 (IC 95%: 7.3-
17.5) 18.7)
Epi + Pt + FP 36 6.3(1C95%:2.8-9.7) 0.035  7.2(IC95%:3.2-11.3) 0.006

*En el andlisis de nimero de medicamentos no se incluye monoterapia
+Grupos de referencia: Sin tratamiento, Fluoropirimidina +Platino (FP+ Pt)
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Figura 8. Sobrevida libre de progresion (PFS) y sobrevida global (OS) de acuerdo al uso de
terapia doble o triple en los pacientes en estadio metastasico
También se evalud el impacto del estado funcional del paciente en la sobrevida, por lo que

se realizo el analisis entre los pacientes que presentaban un ECOG de 0-1, y aquellos que
presentaban un ECOG igual o mayor a 2. Dicho anélisis reveld que los pacientes que
presentan un ECOG de 0-1 al momento de diagndstico, ain cuando su estadio sea
metastasico, tienen mayor tiempo a progresion de la enfermedad y mayor tiempo de
sobrevida global, que quienes se presentan con un estado funcional ECOG igual o mayor
de 2 (Cuadro 15, Figura 9). Los pacientes con ECOG 0-1 tienen 36% menos probabilidad de
presentar progresion a la enfermedad que aquellos con un ECOG de 2-4 (HR: 0.64, 1C95%:
0.45- 0.92) y un 40% mdas probabilidad de sobrevida que los que presentan un ECOG 2-4
en el momento del diagndstico (HR: 0.60, 1C95%: 0.42- 0.87)

CUADRO 15
Sobrevida libre de progresién del grupo con enfermedad metastdsica de acuerdo al ECOG
ECOG N PFS (meses) P 0OS (meses) p
0-1 85 6.6(1C 95%: 5.4- 7.8) 7.4 (IC 95%: 5.7- 9.0)
2-4 47 2.9 (IC95%: 2.6-3.2) 0.017 2.9 (IC 95%: 2.6- 3.2) 0.006

Grupo de referencia: ECOG 0-1
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Figura 8. Sobrevida libre de progresion (PFS) y sobrevida global (OS} del grupo con
estadio metastasico de acuerdo al ECOG

El andlisis de acuerdo al nimero de sitios de metastasis (1, 2 y 3 o mas sitios) indica que el
tiempo de progresion de la enfermedad y la sobrevida global de los pacientes con cancer
gdstrico avanzado metastdsico es similar, sin importar el nimero de sitios con metastasis

que presenten al momento del diagndstico (p= 0.589 y p= 0.466).

Pacientes no metastdsicos, no gastrectomizados

El dltimo grupo de estudio estaba conformado por 86 pacientes, quienes no presentaban
estadio metastdsico al momento del diagnédstico, pero que no fueron sometidos a
gastrectomia por diversas razones. De los 86 pacientes, Unicamente 2 fueron tratados con
quimioradioterapia, por lo que estos no fueron incluidos en los andlisis estadisticos
subsecuentes. No se observé diferencia en la sobrevida en los pacientes no operados, en
estadio no metastasico, y que no se les hizo ninguna intervencién (observacién) con

respecto a los que recibieron terapia adyuvante posterior al diagndstico (Cuadro 16).

T
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A pesar de ser un grupo pequefio, se analizé la sobrevida de los 36 pacientes que
recibieron terapia adyuvante en funcién del nimero de medicamentos utilizados
(monoterapia, terapia doble o terapia triple) y el tipo de medicamento administrado.
Como monoterapia se utilizé paclitaxel o capecitabina, en el caso de |a terapia doble se le
prescribid al paciente XELOX y en el caso de un paciente epirrubicina con cisplatino, y en
las tripletas EOX, FEC o DCF. El andlisis en estos 36 pacientes no revelé diferencias en
sobrevida libre de progresién ni en sobrevida global al hacer el anélisis con respecto al
nimero de medicamentos usados en primera linea (Cuadro 16). Tampoco se presentaron
diferencias debido al tipo de medicamento utilizado, ni en la progresién de la enfermedad

(p=0.82) ni en la sobrevida global (p= 0.87).

CUADRO 16

Sobrevida libre de progresion y sobrevida global del grupo sin enfermedad metastasica
pero gue no se sometieron a gastrectomia, de acuerdo al tratamiento de seguimiento y al
numero de tratamientos utilizados

Tratamiento N PFS (meses) P 0S (meses) p

Modalidad de tratamiento

Observacién+ 48 593 (IC 95%: 3.49- 593 (IC 95%: 3.49-
8.36) 8.36)

Adyuvancia 36 7.70 (IC 95%: 4.22- 0.347 9.86 (IC 95%: 4.40- 031
11.17) 13.33)

Niumero de medicamentos

Utilizados

Monoterapia+ 3 10.5(IC95%:0.0-21.7) 10.5 (IC 95%: 0.0- 21.7)

Terapia Doble 16 4.9 (IC95%:4.5-5.3) 5.1 (IC 95%: 0.0- 14.4)

Terapia Triple 16 7.7(1C95%:4.7-10.7) 0.85 9.8(IC95%:3.8-16.0) 0.98

+ Grupo de Referencia
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Al hacer el andlisis de acuerdo al estado funcional del paciente (ECOG) tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (ECOG 0-1 versus
ECOG 2-4), ni en el tiempo a progresiéon de la enfermedad ni en la sobrevida global

(Cuadro 17).

CUADRO 17
Sobrevida libre de progresion y sobrevida global del grupo de pacientes no operados y que
no presenta enfermedad metastdsica de acuerdo al ECOG

ECOG n PFS (meses) P 0OS (meses) p
0-1+ 35 6.9 (IC95%: 5.0- 8.8) 8.4 (IC 95%: 6.3- 10.5)
2-4 20 4.9 (IC95%: 3.5-6.4) 0.92 4.9 (IC 95%: 3.5- 6.4) 0.53

+ Grupo de Referencia

Efectos Adversos debido a la terapia farmacolégica utilizada

Para el andlisis de los efectos adversos se tomé en cuenta aquellos efectos adversos
reportados en el expediente clinico que estuvieran relacionados con la terapia que estaba
utilizando el paciente. De los 490 expedientes revisados, ninguno de los pacientes tenia
documentado en el expediente una hospitalizacion debido a efectos adversos propios de
la medicacion. Algunos pacientes presentaron mas de un evento adverso, por lo que se
registrd el nimero de eventos y no el nimero de pacientes. En total se conté con los
registros de 60 eventos adversos en 46 pacientes, es decir el 17.6% de los pacientes
tratados con terapias farmacolégicas sufrié un efecto adverso que requirié intervencion
médica, distinta a hospitalizacién. En el cuadro 18 se clasifican los eventos presentados. Se
presentaron mas eventos adversos en hombres que en mujeres, y mas eventos adversos
en los pacientes mayores de 65 afios. En el cuadro 19 se detallan los efectos adversos que

se presentaron de acuerdo a la terapia utilizada.



CUADRO 18

Eventos adversos reportados en el expediente

Caracteristicas Eventos (%)
Eventos de acuerdo al sexo
Masculino 36 (60)
Femenino 24 (40)
Eventos de acuerdo a la escala
ECOG
1 56 (93.3)
2 3(5)
ND 1(1.7)
Eventos de acuerdo a la edad del
paciente
Menor a 50 afios 16 (26.67)
Entre 50- 64 afios 20 (33.33)
Mayor a 65 afios 24 (40.00)

ND: No disponible
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CUADRO 19
Eventos adversos reportados en el expediente clinico de acuerdo al tratamiento utilizado

Terapia Utilizada Eventos Efecto Observado
SFU+ Leuco+ RT 13 Cardiotoxicidad (1)

Diarrea (2)

Mucositis (1)

Natsea y Vémito (2)

Neutropenia (1)

Neutropenia Febril (1)

Sindrome Mielodisplasico (5)
Bevacizumab 1 Toxicidad General (1)
+Capecitabina
EOX (Capecitabina) 13 Anemia (1)

Diarrea (1)

Eritrodistesia PalmoPlantar (1)




FEC (Capecitabina)
Capecitabina +
Cisplatino

EOX

FEC

FOLFOX

XELOX

21

Extravasacion (1)
Nausea y Vémito (2)
Neuropatia (2)
Neutropenia Febril (1)
Reaccidn Anafilactica (2)
Trombosis Venosa (2)
Diarrea (1)

Natiseas y Vomito (3)
Anemia (1)

Reaccién Anafilactica (1)
Mucositis (1)

Nauseas y Vomito (2)
Neuropatia (1)

Neutropenia Febril (1)
Sindrome Mielodisplasico (1)
Anemia (1)

Caquexia (1)

Diarrea (6)

Eritrodistesia PalmoPlantar (2)
Erupcion Maculo Papular (1)
Fiebre (1)

Mucositis (1)

Nadsea y Vémito (1)
Neuropatia (3)

Neutropenia (1)

Reaccidn Anafilactica (1)
Sindrome Mielodisplasico (1)
Trombosis Venosa (1)
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Otra variable analizada, fue la indicacion o procedimiento realizado por el médico tratante

al momento de presentarse el evento adverso. El tratamiento fue suspendido en 14

pacientes y se continud en 32 pacientes de los que presentaron eventos adversos. En los

casos en los que se continuo el tratamiento se tomaron diferentes medidas para controlar

el evento adverso que se presentaba (Cuadro 20)
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CUADRO 20
Indicacién médica ante el evento adverso previo a continuar la terapia
Indicacién n Eventos (%)
Disminuir dosis de quimioterapia 5(11.9)
Reprogramar ciclo de quimioterapia 12 (28.6)
Dar tratamiento a los sintomas y 25 (59.5)

continuar la terapia

Para realizar el analisis estadistico de la incidencia de efectos adversos en el grupo de
pacientes incluidos en este estudio, se realizé la comparaciéon tomando en cuenta que de
262 pacientes recibieron terapia con medicamentos, 46 presentaron algun efecto adverso
con la terapia recibida. Uno de los parametros que se evalud fue la aparicién de efectos
adversos de acuerdo a la edad del paciente. En el grupo de menores de 50 afios, el 17.5%
de los pacientes presento efectos adversos (14 pacientes de 80). En el caso de pacientes
entre 50 y 64 afos, el 16.7% (17 pacientes de 102) reportaron efectos adversos. Por
Gltimo, un 18.75% de los pacientes mayores de 65 afios (15 pacientes de 80) fueron
atendidos en el hospital, pero no internados, por esta causa. No se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0.192 df=2). Tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se evalud la cantidad de
pacientes con efectos adversos de acuerdo al estadio de la enfermedad, por lo que se
puede afirmar que el estadio de la enfermedad en el momento del diagnoéstico no
determina la incidencia de los efectos adversos causados por los medicamentos (Cuadro

21)



CUADRO 21
Aparicion de efectos adversos (EA) de acuerdo al estadio TNM del paciente
Estadio N % P

(Efectos Adversos/ paciente
en tratamiento)

IB 0/1 (0)

A 3/22 (13.6)

1]:] 7/41 (24.4)

A 7/33 (33.3) 0.87
nB 10/45 (24.4) df: 6
e 0/12 (0)

v 17/90 (25.5)

ND 2/18

ND: no disponible

El dltimo pardmetro analizado fue la aparicidn de efectos adversos de acuerdo a la terapia
utilizada. Se tomd en cuenta la aplicacién del medicamento tanto en la primera como en
la segunda linea (Cuadro 21). La combinacidn de cisplatino + capecitabina se usé solo en
un paciente y la combinacién de bevacizumab + capecitabina se usé en dos pacientes, en
ambos casos eran tratamientos de segunda linea por lo que el dato no se incluyé en el
analisis. Al igual que en las variables anteriores, la aparicion de efectos adversos no es

determinada por un tratamiento en particular (Cuadro 22)
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CUADRO 22
Numero de pacientes tratados y porcentaje de efectos adversos (EA) de acuerdo a la
terapia utilizada

Terapia Utilizada n % p
(1lera linea+ 2da linea)

XELOX 87 (68 +19) 24.2 0.17

EOX (5FU & Capecitabina) 55 (49 + 6) 25.5

5FU+ leucovorina+ RT 99 (99 +0) 131 Df: 4

FEC (S5FU 6 Capecitabina) 16 (14 + 2) 43.8

FOLFOX 8(7+1) 37.5

Fase lI: Estandarizacién y Validacion de las pruebas de IHC y FISH

Se verifico en los 490 los expedientes clinicos de los pacientes con cancer gastrico si se
habian realizado las pruebas de IHC y/o FISH para HER2. Se pudo constatar que las
pruebas para la determinacion de HER2 se llevé a cabo en 62 pacientes, de los cuales
Unicamente 5 (8%) fueron confirmados como positivos para HER2 (Cuadro 23). Lo anterior
evidencia que la determinacion del estatus de HER2 en pacientes con céncer gastrico es
raramente solicitada por los servicios de oncologia en los hospitales costarricenses. La
realizacion de la pruebas de IHC y FISH para HER2 es importante, pues amplia las opciones

de tratamiento para pacientes en los que se demuestre la sobreexpresion de HER2.
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CUADRO 23
Diagnastico de HER2 en pacientes de cdncer gastrico de acuerdo a la informacion
reportada en los expedientes clinicos

Pruebas de Diagnéstico de HER2 n(%)
Total de pruebas solicitadas 62
HER2+ confirmado 5(8.1)
Inmunohistoquimica
0-1+ 53 (85.5)
2+ 5(8.1)
3+ 4(6.4)
Hibridacion Fluorescente in situ
>2 1(20)
<2 0(0)
No realizado 4 (80)

Por lo anteriormente mencionado, se procedié a estandarizar y validar la metodologia
para la realizacién de FISH para HER2 en muestras de tejido parafinado obtenido a partir
de pacientes operados por céncer gastrico. Para esto se contd con 50 bloques de tejido
quirtrgico parafinado del servicio de patologia del Hospital Rafael Angel Calderén Guardia.
En el Cuadro 24 se muestran algunas caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes a

los cuales pertenecian los bloques de tejido mencionados.
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CUADRO 24
Caracteristicas de los pacientes y los tejidos parafinados utilizados en la estandarizacién

de la hibridacion fluorescente in situ

Variable Numero pacientes (%)
Edad Promedio (afios = SD) 63.5 + 13.2 [rango: 29- 85]
Sexo
Masculino 34 (68)
Femenino 16 (32)
Tipo Histolégico
Bien Diferenciado 12 (24)
Moderadamente Diferenciado 14 (28)
Poco diferenciado 19 (38)
Mucinoso 1(2)
Hepatoide 1(2)
Mixto 1(2)
Anillo de Sello 1(2)
Medular 1(2)
Localizacién
Cardias 15 (30)
Cuerpo 12 (24)
Antro 16 (32)
Piloro 1(2)
Cuerpo-Antro 1(2)
Unidn gastroesofagica 5(10)

Prueba de Inmunohistoquimica (IHC)

Para la estandarizacion de la prueba de IHC se utilizaron cortes de tejidos de pacientes
diagnosticados con cancer de mama, cuyo estatus para HER2 ya era conocido, y la
validacién posterior se realizé en cortes de los 50 blogues de tejido de cédncer géstrico.

De las 50 muestras analizadas, en 2 (4%) se observé tincion fuertemente positiva para
HER2 en centros de células de cancer distribuidos de manera heterogénea en la lesidn
maligna, contiguo a zonas negativas para esta oncoproteina. La tincién de las células de
cancer positivas para HER2 se localizaba mayoritariamente en la membrana basolateral o

lateral (Figura 10 A y B). De acuerdo con los criterios de puntaje (scoring) utilizados para
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cuantificar la expresion de HER2 mediante IHC en cédncer gastrico, a la tincion fuertemente
positiva en membranas en al menos un 10% de las células de cancer se les asigna el
maximo puntaje, 3+.* En concordancia con estos criterios, los 2 casos anteriormente
descritos correspondian a pacientes con sobreexpresion de HER2 (HER2 3+) (Figura 10A y
B). En 2 casos se observd inmunorreactividad apenas perceptible en conglomerados de
células de cédncer que correspondian a menos del 10% del total de las células malignas, lo
cual de acuerdo con los criterios de clasificacién correspondia a HER2 1+ (Figura 1D). Las
46 muestras restantes resultaron negativas para HER2 de acuerdo al andlisis de

inmmunohistoquimica (Figura 10C, Cuadro 26:Anexo 7).

Figura 10. Inmunohistoquimica para HER2 en muestras de tejido de cdncer gadstrico
avanzado. (A y B) Tincion positiva (color café) de la membrana celular basolateral o lateral
en forma heterogénea IHC 3+ (20X), (C) Tincion leve apenas visible IHC 1+ (20X), (D)
Ausencia de tincién en membrana IHC 0 (10X)
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Prueba de hibridacion in situ fluorescente {FISH)

Para la estandarizacidn de la prueba confirmatoria de FISH se utilizaron los mismos tejidos
de pacientes diagnosticados con cancer de mama con estatus de HER2 conocido que se
usaron para la IHC. Para la validacién de la prueba, se trabajo con cortes de los 50 bloques
de tejido quirdrgico de cancer gastrico mencionados.

Al llevar a cabo las pruebas de FISH en las muestra de tejido de lesiones de cancer gastrico
se observé un 100% de concordancia entre estas y la IHC. Especificamente, se observo
amplificacion del gen que codifica para HER2 en las 2 muestras con sobreexpresion de la
proteina HER2 de acuerdo a la tincién por IHC (Figura 11 A). Los valores de la razdn
HER2/CEN 17 fueron mayores a 2 en ambas muestras (Anexo 7), lo cual de acuerdo con
los criterios estandar se considera como amplificacién del gen49. En los 48 casos restantes,
la prueba de FISH demostré que la relacion HER2/CEN 17 era menor que 2, lo cual significa
gue no habia amplificacién del gen que codifica para HER2 en estos casos (Figura 11 Ay B,
Anexo 7).

Como controles para la estandarizacién se incluyeron: 1) laminas de cdncer de mama con
sobreexpresion de HER2 y amplificacién del gen correspondiente; 2) cortes de tejido que
son incluidos como parte de los insumos del Kit HercepTest para ser utilizadas como
control positivo. Adicionalmente, se hizo una repeticién de la prueba de FISH con cortes
de las dos muestras de cancer gastrico que, después de realizar el FISH y la IHC,
presentaron amplificacién y sobreexpresion de HER2 (HER2 3+), respectivamente. Esta
repeticion se hizo en las instalaciones del Laboratorio de Oncologia Molecular del Hospital
Calderon Guardia, es decir en diferentes instalaciones y haciendo uso de equipo y
reactivos diferentes a los del primer anélisis (realizado en el INISA), con la intencién de
garantizar las reproducibilidad de los ensayos de FISH. Todas estas pruebas control
resultaron satisfactorias, con lo cual se confirmé la veracidad y reproducibilidad del

analisis de FISH.



Figura 11. Hibridacion Fluorescente in situ en células tumorales de cdncer gastrico
avanzado. La sefial verde corresponde al cromosoma 17 (CEN 17) y la sefial roja
corresponde al gen que codifica para HER2 (A) Amplificacion del gen erbB2 (HER2) (40X).
(B,C) Relacién normal entre HER2/CEN 17 (40X)

En el cuadro 25 se incluyen los resultados de las prueba diagnéstica de IHC y la prueba
confirmatoria de FISH para HER2 realizada en las 50 muestra de tejido. De acuerdo con los
analisis, tan sélo el 4% de las muestras presentd expresiéon aumentada para HER2+ (Anexo

7 para més detalles de las pruebas).

CUADRO 25
Resultados de las pruebas de inmunohistoquimica (IHC) e hibridacion fluorescente in situ
(FISH) de los tejidos parafinados utilizados

Pruebas de Validacién n(%)
IHC
0-1+ 48 (96)
2+ 0(0)
3+ 2(4)
FISH
>2 2(4)

<2 48 (96)
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Capitulo V
DISCUSION

En el presente estudio se evalud los beneficios de las diferentes terapias farmacoldgicas
utilizadas en Costa Rica para el tratamiento del cancer gastrico avanzado o metastasico
irresecable. La importancia de contar con esta informacion es la no existencia de
evaluaciones similares a la que aqui se llevé a cabo para el pais, lo cual es de suma
relevancia especialmente si se toma en consideracion la alta incidencia y mortalidad del
cancer gastrico en Costa Rica. En general, los resultados de este estudio indican que los
pacientes con cancer gastrico avanzado en estadios no metastdsicos que son operados no
obtienen un beneficio adicional, en términos de sobrevida, al recibir quimioterapia
posterior a la cirugia. Sin embargo, la utilizacién de la quimioterapia en pacientes con
cancer gastrico metastdsico si extiende la sobrevida de los pacientes. Resultados como
estos ponen en evidencia la necesidad de hacer analisis sistematicos, como el aqui llevado
a cabo, para replantear las estrategias a seguir en el tratamiento/manejo oncoldgico del

cancer en Costa Rica.

Uno de los hallazgos mas interesantes que arroja el presente estudio es la relevancia que
tiene la razéon de ganglios linfaticos (LNR), definida como la proporciéon de ganglios
positivos entre el total de ganglios disecados, como un factor pronéstico en cancer
gastrico. Esto viene a confirmar estudios recientes que demuestran que el LNR es un
parametro a tomar en cuenta para predecir la sobrevida libre de progresién y global de los

pacientes con este tipo de tumor maligno.”’

Aunque este estudio no fue disefiado para determinar la prevalencia de la sobreexpresiéon
del HER2 en cancer gastrico en Costa Rica, los datos obtenidos de los expedientes y la
validacion realizada sugieren que la prevalencia de casos de cancer gastrico con
sobreexpresion de HER2 en Costa Rica oscila entre 4% y 8%, siendo este estudio el

primero que presenta una estimacién de esta prevalencia en el pais.



62

A continuacidn, se pasa a discutir con mayor detalle los resultados obtenidos en las dos

fases del estudio.

Fase I: Evaluacion de las terapias farmacoloégicas en expedientes clinicos

El cancer gastrico sigue siendo un tumor de importancia a nivel mundial pues aun cuando
las tasas de incidencia han disminuido en los dltimos afios, el nimero absoluto de muertes

1-21% 78 £n Costa Rica las tasas de incidencia

por este tumor maligno continda en aumento.
han venido a la baja desde hace varias décadas, sin embargo, esta enfermedad sigue
siendo la segunda causa de muerte por neoplasias en hombres y la quinta en mujeres.
616578 En el presente estudio, las provincias donde més casos de cancer gastrico se
presentan son San José y Cartago, lo cual concuerda con los datos que presenta el Registro
Nacional de Tumores del Ministerio de Salud, donde para el ano 2013 San José presentaba
22.2 casos nuevos y Cartago 20.93 casos nuevos por cada 100.000 hombres. En el caso de

las mujeres, para el mismo afio se reportd 12.57 casos, y 12.33 casos por cada 100.000

mujeres en San José y Cartago respectivamente. 63

Cuando se analiza el manejo de los 490 pacientes incluidos en este estudio, se observa
que un 78% de los pacientes en estadio no metastdsico fueron sometidos a cirugia, lo cual
concuerda con las recomendaciones de las guias internacionales para el tratamiento del
cancer gastrico avanzado, en las que se considera a la remocidon quirdrgica del tumor
maligno como la primera opcidén de tratamiento. La gastrectomia radical o subtotal esta

indicada para estadios IB a lll, de acuerdo al sitio y caracteristicas del tumor. > 777 |

0s
pacientes en estadio metastasico (IV), aquellos pacientes con carcinomas gastricos que
invaden peritoneo o en estadios localmente avanzados (ganglios linfaticos N3 o N4) se
consideran irresecables. La utilizacion de quimioterapia es la primera linea para estos

pacientes. 75-76,78,79
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La sobrevida global para todos los 490 pacientes incluidos en la presente investigacion es
de 14.7 meses, (IC 95%: 11.8 — 17.7). La sobrevida global a 5 afios para cdncer gastrico en
el mundo oscila entre 24 meses en tumores resecables con intencién curativa, 8.1 meses
para tumores en estadio metastasico operados con intencién paliativa y 5.4 meses en los
pacientes con enfermedad avanzada metastdsica no operable. Los datos de sobrevida no
han sufrido grandes cambios en las dltimas décadés, a pesar del advenimiento de terapias
novedosas.® En casos en los gue la enfermedad ha invadido ganglios linfaticos la
sobrevida es de aproximadamente un 30% a 5 afios, y en estadios metastasicos llega a ser

igual o menor al 5%. 64,7081

Con respecto al grupo de pacientes gastrectomizados y que no estaban en estadios
metastdsicos, este estudio revela que el tipo de disecciéon ganglionar realizada no
repercute en la sobrevida global o en la sobrevida libre de progresion de estos pacientes.
Es importante hacer notar que en la mayoria de los pacientes la diseccion realizada era de
tipo D2. Los beneficios de las disecciones D2 en el aumento de sobrevida en los pacientes
ha sido controversial, lo cual ha generado que en los paises occidentales este tipo de
disecciones sean recomendadas, pero no son consideradas como el estdndar de

8284 e ha observado un mayor beneficio de las disecciones ganglionares D2

tratamiento.
en los pacientes en estadio 3.2 En Japon, por su parte, la gastrectomia con diseccién de
nddulos linfaticos extendida (D2) si es considerada como el estandar de tratamiento para
pacientes con cancer géstrico en estadios Il o IIl. % Es importante tomar en consideracién
que Costa Rica ha sido influenciada por los paises orientales, especialmente Japén, con
respecto al manejo de los pacientes con cdncer gastrico, y en consecuencia las cirugias con
diseccidn ganglionar D2 son el estadndar de tratamiento. Esto explica la alta frecuencia de
las cirugias D2 en los datos del estudio, y podria también ser un factor que incide en el
hecho de que no se haya encontrado diferencias en la sobrevida global y la sobrevida libre
de progresién de los pacientes, con respecto a aquellos a los que se les practicé cirugia de

tipo D1. Seria necesario realizar estudios con muestras mayores para valorar el impacto de

las cirugias D2 con respecto a las D1 antes de concluir al respecto.



De los estudios realizados en los paises de Occidente con el objetivo de evaluar el impacto
en la sobrevida de acuerdo al tipo de diseccion realizada en el paciente, sobresalen el
British Cooperative Trail (BCT) realizado por el Medical Research Council in the United

Kingdom, y el Dutch Gastric Cancer Trial (DGCT) %%

En ninguno de los dos estudios se
report6 diferencia en las tasas de sobrevida a los 5 afios (35% D1 versus 33% D2, HR 1.03,
p: 0.82 para BCT y 30% D1 versus 35% D2, p: 0.53 para DGCT). 8687 Fy seguimiento de los
pacientes del DGCT se realizé por 15 afios, lo cual permitié asociar las cirugias D2 con una
menor recurrencia locoregional y menores tasas de mortalidad asociadas al cancer
gastrico' ¥ Otros estudios realizados en paises occidentales (Australia, Espaia) reportan
mejores tasas de sobrevida giobal en los pacientes que son sometidos a cirugias D2,

acordes a lo reportado por los estudios realizados en Japén. 7%

Ademas del tipo de diseccion realizada, la presencia/ausencia de tumor residual en los
mdrgenes quirdrgico posterior a la cirugia es un pardmetro con comprobada utilidad

5, 70, 90
Una

prondstico, especificamente en relacion con la sobrevida de los pacientes.
cirugia cuyos margenes quirldrgicos estén libres de células de cancer o negativos (RO)
aumenta la sobrevida de los pacientes en comparacién a una cirugia con mdrgenes
positivos (R1/R2). 9092 | os resultados de este estudio corroboran estas observaciones, al
demostrar que la sobrevida libre de progresion y global de los pacientes con cdncer
gastrico avanzado en Costa Rica aumenta cuando la gastrectomia tiene mdrgenes

negativos. No todas las cirugias que se realizan son RO por factores como son la

localizacién y el tamafio del tumor.

Ademas del tipo de diseccion de los nddulos linfaticos regionales, el nimero de ganglios

que se extraen es un aspecto determinante cuando se realiza cirugia en cdncer gastrico,

76, 87-88, 93

principalmente por la alta prevalencia de metdstasis en esta zona. Algunos

estudios han demostrado un beneficio en sobrevida entre mayor sea la cantidad nddulos

. ’ . . . -8, .
que se extraen en la cirugia sobre todo cuando se realizan disecciones D2, 8283 ¢in
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embargo, la recomendacion de las guias internacionales es la extraccién de al menos 15
ganglios linfaticos para determinar en forma confiable el estadio del paciente. >79, 82 |
valor promedio de ganglios disecados en los pacientes de este estudio, asi como el tipo de
diseccion que se realiza, permite ver que el pais tiene un manejo adecuado y de acuerdo a
las recomendaciones internacionales, sin embargo, debido a que este es un estudio
retrospectivo no fue posible obtener los datos completos de todos los pacientes, lo cual

no permitio realizar andlisis estadisticos de sobrevida.

Al igual que en los estudios realizados en otras regiones, este estudio permite corroborar
que los pacientes que no presentan ganglios regionales metastdsicos al momento de la
cirugia (NO) tienen mayor sobrevida libre de progresion y sobrevida global que aquellos

93-96

pacientes con ganglios comprometidos. . De acuerdo con diversos estudios, los

94,9 pasandose en la

pacientes con estadios N mas avanzados presentan peor prondstico.
biologia tumoral, es de esperar que entre mdas metdstasis ganglionares presente un

paciente en el momento del diagndstico, su prondstico de sobrevida sea menor.

Relacionado directamente con la variable antes discutida, el valor de la razén ganglios
linfaticos (LNR) ha demostrado ser un factor prondstico mas confiable que el valor de N en

97100 En este estudio se determiné que la sobrevida de los pacientes con

cancer gastrico.
cancer gastrico avanzado disminuye conforme estos presentan mayores valores de LNR.
Estos resultados son congruentes con otras investigaciones realizadas en las que se ha
determinado que el aumento el valor de LNR se traduce en un mayor riesgo de progresion
del cancer y una menor sobrevida, independientemente del estadio TNM del céncer. *** El
LNR nos permite obtener una mejor evaluacion del prondéstico de los pacientes de cancer
gdstrico avanzado debido a que la razén de ganglios linfaticos es una indicacién de la
diseminacidn de la enfermedad a ganglios, lo cual podria ser un reflejo de caracteristicas
bioldgicas del cancer, como por ejemplo la agresividad y capacidad metastdasica. El LNR es
97-99, 101

también un parametro que esta relacionado con la calidad de la cirugia realizada.

Los resultados de este estudio, por lo tanto, sugieren que el uso del LNR como un
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parametro prondstico puede ser de gran valor en el manejo clinico del cancer gastrico

avanzado, e incluso temprano, en los hospitales costarricenses.

De acuerdo con las guias internacionales, la utilizacién de la cirugia como terapia Unica
para el manejo terapéutico de los pacientes con cancer gdstrico resecable en estadio no
metastasico se ha considerado insuficiente, lo que ha llevado al uso de quimioterapia y

5 51,7 .
»>1 7 Sin embargo, no se

quimioradioterapia como alternativas posteriores a la cirugia.
ha podido liegar a un consenso con respecto al tipo de terapia adyuvante mas adecuada
para usar en estos pacientes, lo cual se atribuye principalmente a que no en todos los
paises o regiones geograficas se realiza el mismo tipo de cirugia (DO, D1 o D2). ** Los
resultados de este estudio indican que los pacientes de cancer gastrico avanzado no
metastdsico que son sometidos a una gastrectomia no reciben un beneficio adicional, en
términos de sobrevida global o sobrevida libre de progresion, si les administra
quimioradioterapia o la quimioterapia en forma adyuvante. Lo anterior implica el uso de
agentes quimio-radioterapéuticos en personas que no los necesitan, lo cual podria tener
importantes repercusiones, tanto en la calidad de vida de estos pacientes, asociados con
la aparicion de efectos adversos, como en el recurso econdmico y de personal humano del
sistema de salud costarricense. Es importante, sin embargo, tener en cuenta que algunos
parametros clinico-patoldgicos como el tipo de cirugia realizada (mayoritariamente D2) y
el estadio de los pacientes (principalmente estadio lll) enrolados en este estudio podrian
contribuir a explicar estos resultados. Dadas las implicaciones mencionadas, es necesario
hacer estudios posteriores, idealmente con un mayor tamafio de muestra, para establecer
con mayor precision el impacto de estos y otras variables clinico-patoldgicas en la

sobrevida de los pacientes costarricenses de céncer géstrico avanzado no metastasico.

A nivel internacional, varios estudios han analizado la sobrevida de los pacientes con
cancer gastrico avanzado, de acuerdo a las terapias utilizadas, entre ellos el estudio
Intergroup-0116 (INT-0116) realizado en Estados Unidos'®. Este estudio tenia como

objetivo determinar la eficacia de la quimioradioterapia adyuvante con 5FU y leucovorina,
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posterior a la gastrectomia, en pacientes con cancer gastrico o de la union gastroesofagica
en estadios avanzados (IB-IV). El mismo reportd un aumento en la sobrevida global de
nueve meses en el grupo con tratamiento adyuvante, en comparacién con el grupo
sometido a gastrectomia Unicamente. De igual forma, la sobrevida libre de progresion fue
de 30 meses versus 19 meses, respectivamente. ** Los resultados del estudio mencionado
dieron pie al establecimiento de la quimioradioterapia posterior a la cirugia RO como
terapia estdndar de tratamiento para estos pacientes. ° Un factor importante a considerar
es que en dicho estudio la mayoria de los pacientes fueron sometidos una gastrectomia
DO (54%) o D1 (36%), Unicamente al 10% se le realizd a una cirugia D2. No se presentaron
diferencias de sobrevida en los pacientes que se realizaron la cirugia D2 y que utilizaron

quimioradioterapia en forma adyuvante. *>"> 7

Otro estudio similar fue el estudio ACTC-GC, el cual fue realizado en Japén en pacientes
sometidos a cirugias D2 con cancer géstrico avanzado resecable no metastasico®®. En este
estudio se compard la sobrevida en pacientes con la gastrectomia como terapia Unica
contra aquellos con gastrectomia mas quimioterapia adyuvante, con el agente
denominado S1. Se determind que la sobrevida a 5 afios diferia significativamente entre
ambos grupos (71.7% cirugia+ S1 versus 61.1% solo cirugia). Sin embargo, cuando se tomé
en consideracidn el estadio de la enfermedad, se determiné que entre mas avanzada la
enfermedad (estadios 1ll) menor era el beneficio de la quimioterapia adyuvante. °'
Resultados similares se encontraron en el estudio CLASSIC, el cual evalud la eficacia de
capecitabina y oxaliplatino posterior a la cirugia D2 en pacientes de cancer géstrico en
estadio Il y Il de Corea del Sur, China y Taiwédn, con mayor sobrevida para el grupo tratado
con XELOX y menos beneficio en la sobrevida de pacientes en estadio Ili por el

tratamiento. 1%

Todos estos resultados, en conjunto, sugieren que el beneficio de la quimioterapia
adyuvante podria no ser tangible en cancer gastrico avanzado y que hay que considerar

variables como el tipo de cirugia y el estadio, para tener un panorama mas claro. Paises



68

como Japdn, donde hay un alto control del tumor (deteccidn temprana, monitorizacién de
pacientes) y se encuentra estandarizado el tipo de cirugias que se realizan (resecciones
D2), la quimioradioterapia post-operatoria no es utilizada en forma rutinaria.* Otros
estudios han demostrado que la quimioterapia adyuvante se asocia con muy pocos
beneficios en tasas de sobrevida, observandose generalmente mas beneficio en sobrevida
en los estudios realizados en pacientes de Asia que en los realizados fuera de este

. 7
continente, 7% 7% 104

Es por tanto muy importante que cada pais realice sus propias
evaluaciones sobre el beneficio de las terapias adyuvantes y no se base en estudios
llevados a cabo en otras latitudes, dadas las condiciones particulares que se siguen para el

manejo oncoldgico del cancer gastrico avanzado.

El otro grupo analizado en esta investigacion fue el conformado por los pacientes de
cancer gastrico avanzado en estadios metastésicos (estadio 1V). El anélisis de los datos de
ese grupo de pacientes, permitid comprobar que la aplicacion de quimioterapia es
beneficiosa para los pacientes en estadio metastasico, al aumentar la sobrevida global y la
sobrevida libre de progresion. Las guias internacionales recomiendan la aplicacién de la
terapia farmacoldgica paliativa para estos pacientes y reportan aumentos en la sobrevida
de 8.6 a 11.1 meses con el uso de quimioterapia. > ’® ™ *® Dichas observaciones son
similares a los obtenidos en el presente estudio. Es, sin embargo, importante hacer notar
que los resultados en relacién con el impacto de la quimioterapia en pacientes
metastasicos, difieren claramente de los obtenidos en el grupo de casos en estadios no
metastdsicos gastrectomizados, en donde no se demostré un beneficio en la sobrevida.
Los pacientes en estadio metastasico fallecen principalmente, debido a las metastasis, *°
es decir a la invasion de la enfermedad a otros érganos del cuerpo; el tratamiento de estos
pacientes con quimioterapia logra, por lo tanto, un control de esa enfermedad diseminada
ya no tratable con cirugia. Por otro lado, el paciente no metastasico tiene al momento de
la cirugia la enfermedad mas localizada, por lo que el beneficio de una cirugia no es

superable con el uso de medicamentos. Esto se observa también cuando se analiza el
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grupo de pacientes en estadios no metastdsicos y que no fueron gastrectomizados, cuya

sobrevida es similar a la de un paciente metastasico.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, los pacientes con estadios
metastasicos obtienen mayor beneficio en términos de sobrevida con el uso de las
dupletas que con las tripletas. Los regimenes de terapia doble utilizados en Costa Rica son
los aprobados por las guias internacionales para los pacientes en estadio IV, 579 jos cuales

incluyen un platino y una fluoropirimidina. ™ %

El uso de tripletas para pacientes con
cancer gastrico avanzado todavia es controversial, debido al aumento de efectos adversos
asociado a estas combinaciones, aun cuando se ha demostrado que estas aumentan la
sobrevida de los pacientes. >7® 7> 1% 1% T54as |as tripletas utilizadas en los pacientes
enrolados en este estudio contenian antraciclina, platino y fluoropirimidina, mientras que
la terapia doble contenia platinos con fluoropirimidinas. Un meta-analisis realizado para
determinar el beneficio en sobrevida de los pacientes con cancer gastrico o
gastroesofagico avanzado asociado al uso de las tripletas, en relacidon a la terapia doble,
demostrd que el régimen triple resulta en mayor sobrevida global, mayor tiempo a
progresion de la enfermedad y mayores tasas de respuesta, siempre y cuando la tripleta
incluya taxano, platino y fluoropirimidina. '°® Segin este meta-anilisis, el taxano es
particularmente importante pues su reemplazo por una antraciclina se traduce en una
pérdida en el beneficio de la tripleta, especificamente una sobrevida global similar a la de

198 adicional a esto, el riesgo de

pacientes sometido a un régimen de terapia doble.
trombocitopenia grado 3-4, infecciones y mucositis era superior en los pacientes con
terapia triple que los que usaron terapia doble, *® por lo cual el uso de tripletas debe
considerar no solo la combinacién que se quiere aplicar, sino también el estado funcional

y las comorbilidades de los pacientes.

Otro estudio en el que se analizo el uso de terapia doble o triple como primera linea de
tratamiento en pacientes con cdncer gdstrico avanzado y metastasico, no reportd

diferencias estadisticamente significativas de sobrevida global entre ambos grupos, pero si
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una mayor sobrevida libre de progresién y respuesta en los pacientes que utilizaron
tripletas. Las tripletas utilizadas en este estudio fueron ECF, DCF, FAM (5FU,

doxurrubicina, ciclofosfamida) y cisplatino, 5FU y mitomicina. **°

De lo anterior, se puede concluir que el uso de tripletas no necesariamente se traduce en
un mayor beneficio en sobrevida en comparacion con un doblete, lo cual podria estar
influenciado por muchos factores, tanto bioldgicos como clinico-patoldgicos, y los tipos de
agentes quimioterapéuticos que se combinan. Las estrategias para combinar agentes
quimioterapéuticos idealmente deben basarse en criterios biolégicos, en donde se hace
uso de enfoques genéticos y no de ensayos de “prueba y error” que carecen de

fundamentacién molecular. **°

El estado funcional del paciente es un factor determinante para tomar decisiones sobre el

> MR este estudio los pacientes en estadio IV con un estado

manejo clinico a seguir.
funcional (ECOG) entre 0-1 presentaron mayor sobrevida, tanto global como libre de
progresion, en comparacion con los pacientes con estados funcionales igual o superior a 2.
Estos resultados concuerdan con los reportados en estudios realizados en pacientes en

111- ; 1 Asi i
> W12 £ aquellos pacientes en estadio metastasico y estados funcionales

estos estadios.
mayor a 3, los beneficios de la terapia no superan los efectos adversos propios de la
medicacion, y al ser pacientes en estados fisiolégicos complejos el manejo que debe

realizarse es paliativo con terapia de soporte. > ***

El grupo de pacientes con cancer gastrico avanzado no metdastasico que no fueron
sometidos a cirugia, presenta sobrevida libre de progresion y sobrevida global similares a
la de los pacientes en estadio metastasico. No se observaron diferencias de sobrevida en
este grupo debido al uso de quimioterapia o en funcién del estado funcional del paciente.
Estos resultados refuerzan los expuestos anteriormente, que indican que para un paciente
con cdncer gastrico avanzado no metastasico la gastrectomia es el factor mds importante
para aumentar la sobrevida. Es recomendable, sin embargo, realizar estudios con grupos

mas grandes de pacientes para confirmar estos resultados.
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Con respecto a los efectos adversos reportados para los pacientes enrolados en este
estudio, todas las toxicidades que se presentaron corresponden a efectos adversos que

106, 113-114 hehido a que

han sido previamente reportados para las terapias administradas.
la poca incidencia de reportes de efectos adversos, no se puede concluir mucho sobre los
analisis estadisticos realizados con esta variable. Por esta misma razén no se pudo abordar
la relacion entre la aparicion de efectos adversos y variables como estado funcional y
edad. La literatura indica que, en un paciente adulto mayor, la utilizacion de quimioterapia
debe sopesarse mas principalmente debido a las comorbilidades del paciente,
interacciones que se pueden presentar entre medicamentos y los cambios a nivel de
farmacocinética y farmacodinamia que se sufre con la edad, lo que puede llevar a un

15116 1 ajuste en la dosis

aumento de la toxicidad o menor eficacia de los medicamentos.
de acuerdo a su funcidn renal o hepatica y un mayor control ante la posible aparicion de
mayor cantidad de efectos adversos, o la aparicién de estos en un grado mas importante,

115, . .
17 Sin embargo, la seleccién

es una practica comun con los pacientes geriatricos.
adecuada del paciente geriatrico permite asegurar un tratamiento eficaz y segurong, por
lo que la edad como parametro independiente no debe de considerarse un factor
limitante para la administracion del tratamiento farmacoldgico. 17118 Finalmente, en esta
investigacion no se observo diferencias en cuanto a las toxicidades que se presentan de
acuerdo a los tipos de terapias utilizadas, contrario a la mayoria de los estudios, donde si
se reportan diferencias con las diversas opciones terapéuticas que se utilizan. > *° 106 108
9% Esta diferencia con respecto al presente estudio puede deberse principalmente al
numero bajo de reportes de toxicidades obtenidos y la variedad de terapias utilizadas para

el grupo de pacientes aqui estudiados.

Fase li: Estandarizacion y Validacion de las pruebas de IHC y FISH

La sobreexpresiéon de HER2 en algunos tumores gastricos malignos ha sido descrita en

- o
mltiples estudios, *4% 4% 119

sin embargo, las pruebas para el diagndstico y la
confirmacién suelen presentar variabilidad debido factores como los criterios de

interpretacién y las condiciones en las que se realizan los ensayos. Por lo anterior, la
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estandarizacidn y validacidn de estas pruebas se considera un requisito necesario para la

120 as pruebas realizadas como parte

puesta en practica de la prueba en un laboratorio.
de esta investigacion permitieron la estandarizacién y validacién de esta prueba para la
sobreexpresion de la proteina HER2 en cancer gastrico en Costa Rica, especificamente
para pacientes de cancer gastrico, de manera que pueda ser implementada como parte de
los andlisis de rutina que se llevan a cabo en los hospitales de referencia y esté a

disposicién de los médicos cuando asi lo requieran.

Con respecto a la realizacidn de las pruebas para determinas la sobreexpresion de HER2
en pacientes con cancer géstrico, la revision de los expedientes clinicos permitid concluir
que en Costa Rica son pocos los casos a los que se les solicita el analisis de IHC y menor
aun los que se verifican con la prueba de FISH. Los resultados también indican que el
porcentaje de pacientes con cancer gastrico avanzado con sobreexpresion de HER2 en
cancer gastrico esta entre un 4% y un 8%. El no realizar estas pruebas, principalmente a
los pacientes con tumores gastricos en estadios avanzado o metastasico, de localizacién
anatémica distal y subtipo histolégico intestinal, esta impidiendo que algunos pacientes

de esta poblacién se beneficien de recibir la terapia anti-HER2 especifica.

De acuerdo con los estudios realizados para determinar la expresion de HER2 en céncer
gastrico, esta oncoproteina tiende a estar sobre sobreexpresada en pacientes con cancer
gastrico de subtipo histoldgico intestinal (clasificacion de Lauren), seguido por los
pacientes con cancer gastrico de tipo mixto y en mucho menor proporcion en cancer
difuso.”** El céncer géstrico que se clasifica como anillo de sello generalmente es
negativo. 3 En este estudio, se determiné sobreexpresion de la oncoproteina HER2 (HER2
3+) en 2 casos de los 50 que fueron analizados, lo cual representa aproximadamente un
4% del total. A pesar de la utilizacion del sistema de clasificacién histolégica de la OMS, se
pudo determinar que estos dos casos correspondian a tumores de subtipo histoldgico bien
diferenciado y moderadamente diferenciado (intestinales de acuerdo a la clasificacion de
Lauren). El bajo numero de casos con sobreepresion de HER2 no permitid realizar analisis
estadisticos posteriores. También se ha reportado una mayor prevalencia de casos con

sobreexpresién de HER2 en cancer de la unidn gastroesofagica.” En el presente estudio,
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uno de los casos positivos para HER2 estaba localizado en la unidn gastroesofagica y el
otro se localizaba en cuerpo. lLas muestras que presentaron algun tipo de
inmunoreactividad, incluyendo las que fueron consideradas como HER2 1+, presentaron
un patrén de tincion heterogénea, lo cual es caracteristico de las células tumorales
gastricas. Esta heterogeneidad puede presentarse casi en un 5% de los casos de cancer

. . . . .2 . - 43 45, 49
gastrico con sobreexpresion de HER2, situacién poco comdn en cancer de mama.

Al llevar a cabo la prueba confirmatoria del FISH en los 50 casos de cancer gastrico,
posterior a su estandarizacién, se pudo determinar que los dos casos en los que se
observé sobreexpresion de HER2 mediante IHC también presentaban amplificaciéon del
gen que codifica para esta oncoproteina. La sobre sobreexpresion de HER2 y la
amplificacién del gen en este tipo de cancer es una anormalidad celular que se han

. . . P . . 121,122
relacionado con un peor prondstico y un fenotipo mas agresivo del cancer. "

Un resultado de buena calidad, y por lo tanto confiable, es primordial al realizar pruebas
de IHC o FISH para HER2. La confiabilidad de las pruebas depende entre otros factores de
un buen manejo y procesamiento de la muestra de tejido. En ese sentido, algunos de los
factores de especial interés son el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra de
tejido, sea esta post-quirdrgica o biopsia, y la fijacion en formalina, la incrustacion del
tejido en parafina, la destreza al hacer el corte del tejido y la adecuada desparafinizacidn
del tejido de cara a la realizacion de la IHC o el FISH. 3 El Wnico factor controlable en este
estudio fue el proceso de desparafinizacion del tejido previo a la prueba de IHC y FISH.
Este es un proceso importante ya que la desparafinizacion insuficiente puede llevar a la
formacién de burbujas y resultar en sobredigestion de la muestra®, lo cual ocurrié en dos

de las pruebas preliminares del FISH.

Aunque el presente estudio no permite determinar la prevalencia real del oncogen HER2
en cancer gastrico en Costa Rica, debido a que en muy pocos de los expedientes se solicité
la prueba para HER2, y los 50 casos utilizados para la estandarizacién y validacién de la
prueba no fueron escogidos al azar; si es posible decir que la prevalencia de casos con

sobreexpresién de HER2 en Costa Rica podria oscilar entre un 4-8%. Estos porcentajes son



74

esperables, ya que los estudios han demostrado la alta variabilidad de sobreexpresion
para HER2 que se presentan en los diversos paises, con porcentajes que van desde 4%

121122 pe acuerdo con los resultados

hasta 53%, con una media a nivel mundial del 17%.
obtenidos en este estudio, podria considerarse la solicitud de la prueba de IHC y FISH al
menos en aquellos casos que, de acuerdo con sus caracteristicas clinico-patoldgicas,
tienen mayor probabilidad de ser positivos para HER2, y que en caso de sobreexpresar la
oncoproteina puedan beneficiarse de una terapia especifica y personalizada para su

enfermedad.
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Capitulo Vi
CONCLUSIONES Y LIMITACIONES

Con este estudio, se hace un gran aporte a la investigacién de una de las enfermedades
con mas incidencia y mortalidad en Costa Rica como lo es el cancer gastrico. Este
constituye uno de los primeros estudios en los que se conoce la realidad de los pacientes
con cancer gastrico costarricenses al momento del diagndstico y los beneficios del
tratamiento. El conocimiento de los resultados descritos en esta tesis podria servir de
base para dar un manejo mas personalizado de cada individuo de acuerdo a las
caracteristicas personales y de la enfermedad. Entre las principales conclusiones del

presente estudio se encuentran:

- Enterminos de sobrevida, un paciente con cancer gastrico avanzado en estadio no
metastdsico no obtiene un beneficio adicional del uso de radioguimioterapia o
quimioterapia adyuvante al obtenido con la cirugia; esto puede deberse a que la
enfermedad estd mas localizada y en la gran mayoria de los casos es posible
eliminarla por cirugia y disecciones ganglionares adecuadas. Por lo tanto, debe de
evaluarse el uso de terapia farmacoldgica en los pacientes no metastasicos
sometidos a gastrectomia, con el objetivo de disminuir complicaciones en el
paciente y los costos asociados al tratamiento.

- la utilizacién de la quimioterapia en pacientes con cdncer gastrico metastasico
(estadio IV) si extiende la sobrevida de este grupo de pacientes, principalmente
con el uso de dupletas. Es entonces importante, la administracion de terapia
farmacoldgica en este grupo de pacientes con el objetivo de mejorar la sobrevida.
Sin embargo, de acuerdo a los resultados de este estudio, es necesario elegir
adecuadamente la terapia a utilizar y conocer el estado funcional del paciente,
para brindar un beneficio en supervivencia, pero sin generar toxicidades

importantes.
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La sobrevida libre de progresion y sobrevida global de un paciente con céncer
gastrico avanzado va a ser mayor cuando este se encuentra en un estadio no
metastdsico, se ha sometido a una gastrectomia RO y tiene una diseccién
ganglionar con nédulos linfaticos negativos (NO). Esto se debe a que la remocion
del tumor maligno en este paciente es practicamente del 100%, al no quedar
tumor remanente en el estdbmago y no haber metastasis a nivel ganglionar.

Las toxicidades son inherentes a la utilizacion de la terapia farmacoldgica, sin
embargo, un factor como la edad no debe ser por si sélo un factor limitante para
ofrecer a los pacientes esta opcion terapéutica. La evaluacion del estado del
paciente y la terapia a utilizar son factores mas importantes al tomar esta decisién.
La razdén ganglionar (LNR) permite predecir el prondstico de los pacientes con
cancer gastrico avanzado resecable con mayor precision que el valor de N. Esto
porque este parametro no sélo permite conocer la existencia de metdastasis
ganglionares, sino que relaciona la extension de la enfermedad con la precisién de
la cirugia realizada, y como se pudo analizar en este estudio, una cirugia éptima
favorece la sobrevida de los pacientes.

La sobreexpresion de HER2 en céncer gastrico en Costa Rica parece ser baja,
menor al 8%. De acuerdo con la literatura, aquellos pacientes con sobreexpresion
y/o amplificacion que del gen tienen una enfermedad mas agresiva y una
sobrevida menor que aquellos que no lo sobreexpresan. Por lo tanto, tener la
prueba diagnéstica (IHC) y confirmatoria (FISH) validadas brinda la posibilidad de
ofrecerlas a aquellos pacientes que, de acuerdo a sus caracteristicas clinico-
patoldgicas, tienen mas probabilidades de ser HER2-positivos, y que en caso de
sobreexpresar la proteina HER2 puedan beneficiarse de una terapia especifica y

personalizada para su enfermedad.



77

Limitaciones

- El analisis se realizé con los expedientes que se encontraban en estado activo al
momento de la revisién, lo que generd un sesgo, pues los expedientes no
encontrados correspondian a pacientes en su mayoria ya fallecidos, cuya
informacion no se pudo obtener.

- No todos los expedientes contenian toda la informacion que se requeria para el
estudio, lo que generé muchos datos incompletos en cada uno de los expedientes
analizados.

- Hay diferencias importantes en cuanto a la forma de recolectar y mantener la
informacién en el expediente entre los diferentes centros hospitalarios, lo que
dificulta la bisqueda de la informacion.

- Al ser un estudio retrospectivo, no se pudo obtener un reporte de todos los
efectos adversos que se presentan, lo que limita e impide obtener resultados
concluyentes en este aspecto.

- Factores determinantes al realizar las pruebas de IHC y FISH como son |a fijacién de
las muestras, la colocacién en parafina y la forma de almacenarla no se pueden
controlar debido a que fueron muestras tomadas del banco de tejidos del

laboratorio de patologia.
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‘Estimada sefiora;

En atencién a su oficio INIFAR-76-2015, nuestra Vicerretoria autoriza la asignacién de

cargas académicas aplicadas al proyecto “Evaluacion-de las terapias farmacolégicas

utilizadas en Costa- Rica en pacienfes con cdncer gistrico avanzado o metastdsico

irresecable y optimizacién de la técnica de hibridacién por fluorescencia in situ del
oncogen c-erbB-2/HER2” No 817-B2-371, a los siguientes investigadores:

« M.Sc. Ana Eugenia Cordero Garcia, Investigadora principal con 1/4 de carga
académica del 01 de enero de 2015 al 15 de julio de 2016.

. Dr Warner Alpizar Alpizar, Investigador asociado con 1/8 de carga académma del
01 de enero de 2015 al 15 de julio de 2016.

De usted atentamente,
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Dr. Warner Alpizar Alpizar, INIFAR INIEAR » U.G.R,
Seccion de Cargas Académicas, CEA - '

Consejo Cientifico, INIFAR 1 0 Mav 7915
~ SIP/Archivo. : ~
RECIBIDO POR:

‘ ¥4z
EXCELENCIA - RELEVANCIA - PERTINENCIA ‘ gy
Teléfono: (506) 2511-5845 ANIVERSARIO .
Fax: (506) 2224-9367
Apartado: 11501-2060-San José, Costa Rica
Correo-e: vi@viny.ucr.ac.or
portal de la Investigacién: www.vinv.ucr.ac.cr




UNIVERSIDAD DE VICLRRLC TORIA DE
COSTARICA | INVESTIGACION

18 de octubre del 2012
. VI-6642-2012
M.Sc. Eugenia Cordero Garcia
Investigadora
INIFAR

Estimada sefiora:

Nos complace comunicarle que esta Vicerrectorfa ha aprobado la inscripcion y ejecucién del
proyecto “Evaluacién de las terapias farmacolégicas utilizadas en Costa Rica en pacientes
con cancer gistrico avanzado o metastdsico irresccable y optimizacién de la técnica de
hibridacién por fluorescencia in situ del oncogen c-erbB-2/HERS”, con el cédigo N° 817-B2-
371, cual se regira bajo las siguientes condiciones:

VIGENCIA: Del 18 de julio del 2012 al 15 de julio de] 2015.

PRESUPUEST O PARA EL ANO 2013: A continuacién se le comunica el presupuesto
asighado al proyecto, cuyo otorgamiento definitivo queda sujeto a la aprobacién oportuna del
presupuesto institucional por parte de las instancias superiores correspondientes.

Partida Descripcién : Monto
2-99-02 Util y material medico hospitalario ¢1.200.000.00
TOTAL ¢1.200.000.00

Condiciones generales para la ejecucién del presupuesto:

- Los fondos asignados deben ejecutarse al menos en un 50% antes del 31 de julio del 2013. En
caso de que, a dicha fecha no se haya ejecutado presupuesto alguno, esta Vicerrectoria
procedera automaticamente a disponér del 50% del presupuesto asignado.

o Para el tramite de pago de facturas con cargo al presupuesto asignado es requisito que la
documentacion sea firmada por usted como investigador(a) principal.

©- Con respecto a las Horas Estudiante y Horas Asistente, el presupuesto se debe ejecutar en los
meses pata los cuales fueron aprobadas. Es importante recordarle que, los nombramientos
deben tramitarse cuando el/la estudiante inicie su participacién en la investigacién; debido a
que, bajo ninguna circunstancia se tramitaran designaciones con nombramientos retroactivos
superiores a los fres meses.

- El monto que se indica en las Horas Estudiante y Horas Asistente, corresponde a una
estimacion, por lo que en todo momento deberan guiarse por el ntimero de horas y no por ¢l
monto estipulado.

- La liquidacién de viaticos dentro del pais se debe presentar en esta Vicerrectoria dentro de los
cinco dias habiles posteriores a la fecha de regreso de la gira, de conformidad con la circular

EXCELENCIA - RELEVANCIA - PERTINENCIA
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«° Para los tramites de adquisicion de insumos de las investigaciones que requieran Orden de
Compra (mayores a ¢ 360.600,00), pueden comunicarse con el Sr. Juan Manuel Sanabria a
la extension 5831.

- Las fechas limites para realizar trdmites en la Vicerrectorfa son las siguientes:

Documento Fecha
Designaciones (P14) 18 de octubre del 2013
Facturas, fondos de trabajo 08 de noviembre del 2013
Requisiciones (despachos de bodega) 08 de noviembre del 2013

PRESENTACION DE INFORMES: Los formularios y gufas para la presentacién de informes
los puede obtener en la direccién electrénica: www.yvinv.aucrac.cr en el médulo
INVESTIGADORES. Para el presente proyecto/programa/actividad se establecen las siguientes
fechas para su presentacion:

1 Informe Parcial: 15 de julio del 2013
11 Informe Parcial: 15 de julio del 2014
Informe Final: 15 de julio del 2015

Le recordamos que el fin principal de todo proceso de investigacion es la bisqueda sistemética de
conocimientos que repercutan en la docencia y la acciéon social; por lo que, consideramos
conveniente que los resultados sean divulgados ampliamente por todos los medio académicos y
extraacadémicos de conocido impacto nacional y/o internacional. La Vicerrectorfa valorara estas
acciones en la inscripcion futura de nuevas propuestas.

Le solicitamos que tome en consideraciéon que, parte fundamental de sus obligaciones laborales y
académicas es presentar los informes debidamente aprobados por las comisiones de investigacion
y/o consejos cientificos oportunamente en las fechas asignadas, tal como se estipula en las
resoluciones de esta Vicerrectoria publicadas en la Gaceta Universitaria 24-98 y Alcance de la
Gaceta 02-2009, tanto como en la Resolucién VI-8668-2008. No obstante, le sugerimos que, en
caso de que se le presente algiin inconveniente para la presentacion de sus informes, nos notifique
con suficiente anticipacion con el aval de la direccion de la unidad de adscripeion del proyecto; o
bien, de no ser posible, en un plazo no mayor a quince dfas posterior a la fecha asignada para la
presentacion del informe, con el fin de encontrar una solucién conjunta,

El/la director(a) de su unidad fiene la obligaciéon de velar por la buena marcha de esta
investigacién; por lo tanto, los informes deben ser presentados a la Vicerrectoria a través de la
Direccibn, previa aprobacion de la comisién de investigacion o el consejo cientifico; en caso de
incumplimiento o informes insatisfactorios, esta Vicerrectoria se reserva el derecho de suspender
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Fax; (506) 2224-9367

Apartado: 11501-2060-San José, Costa Rica
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la autorizacion para seguir ejecutando el proceso de investigacion en referencia y de aplicar la
normativa universitaria correspondiente.

INVESTIGADORES PARTICIPANTES:

Eugenia Cordero Garcia, Investigadora Principal, con % de carga académica, del 18 de julio del
2012 al 15 de julio del 2015, con un costo de ¢5.452.300.00,

Warner Alpizar Alpizar, Investigador Asociado, sin carga académica.

Andrés Baez Astua, Colaborador Externo del Hospital Calderén Guardia.

Luis Alberto Corrales Rodriguez, Colaborador Externo del Hospital San Juan de Dios

De contar con carga académica esta debe ser aprobada por el director de la unidad que asigna la
carga, en ¢l documento respectivo de aprobacién de carga académica por el perfodo asignado.

AVAL COMITE ETICO CIENTIFICO:

Este proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité Etico Cientifico, segin oficio VI-4558-
2012, en la Sesién No. 236 del 18 de julio del 2012,

Asimismo, le solicitamos respetuosamente tomar nota de que todos los proyectos aprobados por
el Comité Etico Cientifico deben presentar la hoja de vida de los profesionales que realicen
investigaciones con seres humanos, la cual debe incluir:

v Datos personales

v" Formacién

v' Experiencia en investigaciones realizadas, nombre del estudio, fase, puesto que ocup6 en
el estudio, nimeros de pacientes enrolados y periodo.

v' Experiencia clinica

v"  Publicaciones

Esta informacién ser4 remitida a la Direccion de Regulacién de la Salud del Ministerio de Salud.

Adicionalmente, le comunicamos que el Comité Etico Cientifico ha iniciado el proceso de
seguimiento de los proyectos; por tanto, al presentar sus informes parciales y final debera
acompafiarlos del formulario Aplicacidn para revision continua o para cerrar el estudio, que se
encuentra en la direccién electrénica de la Vicerrectoria en el médulo Investigadores.

AUSENCIA DE CONFLICTOS DE INTERES
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Con la aceptacion de estas condiciones, estd usted aceptando que no se presenta por su patte o
algunos de los colaboradores del de la investigacién un conflicto de interés directo, indirecto,
familiar, empresarial o de cualquier naturaleza que pueda afectar la objetividad del proceso de
investigacion que se estd aprobando. En caso contrario, por favor comuniquese inmediatamente
con la Vicerrectorfa para realizar una declaracién jurada de los conflictos existentes y tomar
decisiones al respecto.

En caso de que usted no esté de acuerdo con alguna de las condiciones antes seiialadas, le
solicitamos comunicarse por escrito con la Vicerrectorfa en un plazo maximo a los quince dias
habiles siguientes al recibo de esta comunicacién. En caso de no recibir una solicitud formal de
modificacion de condiciones en dicho plazo, damos por aceptadas con total conformidad dichas
condiciones.

Atentamente, ) .
(.
M.Sc. Roberto Salom E. “7411"’”1 . ?f
Vicerrector a.i / '"“’h??
RSE/DHCl/Ifc

C. Dra, Lidiette Fonseca Gonzélez, Decana, Facultad de Farmacia
" Dra. Olga Baudrit Carrillo, Directora, INIFAR
Consejo Cientifico, INIFAR '
Dr, Warner Alpizar Alpizar, Investigador, [NIF AR
Seccién de Cargas Académicas, CEA
SIP /Archivo
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CARTA AUTORIZACION DE INVESTIGACION

17 de octubre de 2013
DE-3115-2013

Dra. Eugenia Cordero Garcia
Investigadora Principal

Estimada investigadora:

ASUNTO: Autorizacion del Protocolo: “Evaluacion de la terapia farmacoldgica utilizada en Costa
Rica para el tratamiento del cancer gastrico avanzado o metastasico irresecable”

De conformidad con lo establecido por la “Modificacion y adicién Normativa para la
aprobacién de estudios observacionales en los centros asistenciales de la Caja Costarricense
de Seguro Social, aprobada por la Junta Directiva, en articulo 26° de Ia Sesiéon N° 8601, del 20
de septiembre de 2012” el Comité Etico Cientifico Institucional de la Caja Costarricense de Seguro
Social (CECI-CCSS), ha revisado su propuesta de investigacion y considera que ésta cumple con los
requisitos éticos y cientificos que rigen esta materia; por tanto, no se presenta impedimento alguno
para iniciarse, por lo cual esta Direccién procede a autorizar su desarrollo.

Numero de protocolo asignado: R013-SABI-00048
NiUmero de sesién en que se aprobd este estudio: 014-09-2013
Fecha de sesién en que se a;irobé este estudio: 12/09/2013

Nombre del investigador principal: Dra. Eugenia Cordero Garcia
Nombre de los centros asistenciales donde se realizara la investigacion: ~

« Hospital San Juan de Dios

* Hospital Rafael A. Calderén Guardia

* Hospital México

¢ Hospital Max Peralta
Esta recomendacion es vaélida hasta: 17/10/2014.
Nombre de los miembros del CECI que participaron en la sesién en que se aprobd el estudio: Dra.
Erna Meléndez Bolafios, Dr. Carlos Molina Jiménez, MSc. Carlos Roberto Montenegro Rios, Ph.D.
Melvin Morera Salas. Dr. Erasmo Antonio Serrano Frago y Licda. Hannia Rodriguez Arias.
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A la vez, le recuerdo la obligatoriedad de enviar un informe trimestral mientras se desarrolle la
investigacion, en el Formulario INF-I Presentacién de informes. Este informe debe ser presentado
al CECI el primer viernes de los meses de enero, abril, julio y octubre, independientemente de la
fecha de inicio del estudio y constituye un factor condicionante para la continuacién del mismo.
Asimismo, al concluir la investigacién, debe adjuntar un informe final en el Formulario RES-II
Presentacion de Resultados de Estudio Observacional en formato impreso y digital. Estos
formularios estan disponibles en www.cendeisss.sa.cr, vinculo Bioética.

Igualmente, se le advierte sobre la discrecién y ética en el manejo de la informacion obtenida
en el estudio y el deber de cumplir las condiciones que versaron para su aprobacion.

Atentamente,

- DIRECCION
Dr. Alvaro Salas Chaves EJECUTIVA

C.c.: Dra. Hilda Oreamuno Ramos, Directora Médica Hospital San Juan de Dios.
Dr. Ronald Gutiérrez Cerdas, Presidente Comité Local de Bioética en Investigacién, Hospital San

E Juan de Dios.
:é Dr. Luis Paulino Hernandez Castafieda. Director Médico Hospital Calder6n Guardia.

Dr. Ronald Chacén Chaves. Presidente Comité Local de Bioética en Investigacion. Hospital
~ Calderén Guardia.

Dr. Douglas Montero Chacén. Director Médico Hospital México. .

Dra. Carmen DiMare Hering. Presidente Comité Local de Bioética en Investigacion. Hospital

México.

Dra. Krisia Diaz Valverde Directora Médica Hospital Dr. Max Peralta. .

MSc. Alejandra Trejos Chacén. Presidente Comité Local de Bioética en Investigacion. Hospital

Dr. Max Peralta. ‘

Dra. Erna Melénez Bolafios, Presidenta Comité Etico Cientifico Institucional, Caja Costarricense

de Seguro Social.
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Investigador: Eugenia Cordero Garcia Version 2- 30/08/2013

ANEXO 3

Hoja de recoleccion de datos

N¢ de identificacion del proyecto: CG- Sexo: M___ F____
Fecha de nacimiento: / / (DD/MM/AAAA)

Provincia: Canton: Distrito:

Fecha de diagndstico (DD-MM-AAAA): / /

Gastrectomia: No: Si:

Total: Subtotal: Antro y Cuerpo: Antro:
Clasificaciéon macroscopica (Borrmann): Tipol___ Tipo2___ Tipo3___ Tipo4 __
Localizacion: Fondo: __ Cuerpo: ____ Antro: Piloro:

Clasificacién Histoldgica Adenocarcinoma

) Papilar bien diferenciado

) Tubular bien diferenciado

) Medianamente diferenciado
) Pobremente diferenciado

) Mucinoso

) Células en anillo de sello

) Otros tipos:

Clasificacion histoldgica Laurent:
( ) Difuso

( ) Intestinal

( ) Mixto

Tamaiio del tumor (en cm):
Invasion de la pared gastrica:

) Mucosa

) Submucosa

) Muscular propia

) Serosa

( ) Sobrepasa la serosa
() Infiltra érganos

(
(
(
(
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Invasidonvascular: Si__~ No_ Invasion linfatica Si No
Ganglios linfaticos Total Positivos: ___ Negativos:
Metastasisa otros 6rganos: Si___~ No____ Numero de sitios:

Organos:

Estadio TNM: Clasificacion del estadio UICC: __

Terapia previa:

( ) Radioterapia

( ) Gastrectomia

Fecha de inicio de terapia farmacoldgica (DD-MM-AAAA): / /
ECOG 1___ 2 3 4 5

Terapia a Utilizar:

(

(
(
(
(
(
(

} FEC: Epirrubicina, Cisplatino, 5-FU

) EOX: epirrubicina, oxaliplatino, 5FU

) DCF: docetaxel, cisplatino y 5FU

) FOLFOX: oxaliplatino, 5FU y leucovorina
) XELOX: capecitabina, oxaliplatino

) Trastuzumab, capecitabina y cisplatino
) Trastuzumab, cisplatino, 5FU

Numero de ciclos aplicados:

IHC para HER2 Sl NO Fecha (DD-MM-AAAA):
I[HC 1+ 2+ 3+

FISH SI NO Fecha (DD-MM-AAAA): / /
Resultado: Numero de amplificaciones:

Fecha de progresion: (DD-MM-AAAA): /

/

(
(

) Aumento de tamafio
) Metastasis

Fecha de suspensién de terapia (lera linea): (DD-MM-AAAA): /
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Segunda linea de tratamiento: SI NO

Cual?

Hospitalizaciones

# Fecha de Ingreso Fecha de No. Dias de Razdn de ingreso  La razon de ingreso se
Salida Internamiento  (complicaciones) relaciona con la terapia
de cancer (Si/No)

En caso de que la razén de ingreso, se deba a la terapia recibida por el paciente para el
tratamiento del cancer, completar la siguiente informacion:

# Razén de ingreso  Terapia aplicada Dosis Dias de Tx Resolucion de la
{medicamento) complicacion (efectiva,
cambio de tx, fallecimiento)

Fecha de defuncién: (DD-MM-AAAA): / /

Cédigo de INEC (defuncidn):

Fecha de registro en INEC:
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CARTA APROBACION DE INVESTIGACION

Investigadora
Eugenia Cordero Garcia
PRESENTE

Estimado investigador:

A LA

Asistenciales de la CCSS” el Comité Local de Bioética en Investigacion del | dia. ha revisado su
propuesta de investigacion y considera que esta cumple con los requisitos éticos y academncos por tanto no posee lmpedlmento alguno
para iniciarse, por lo cual esta Direccion General procede a aprobar su desarrollo. {Revision de expedientes)

9

Nombre del investigador principaliE
Nombre de los ofros subinvestigadores (si hub|era)
Nombre del tutor (si aplica): T

Nombre del centro y el servicio donde se realizara la investigacion:
Esta recomendacion es valida hasta:g
Nombre de los miembros del CLOBI que partrc1paron en el analisis de este estudio: Dr. Ronald Chacon, Dr. Donato Salas. Dr. Franklin
Dawkins, Msc. Zeidy Vargas; Diplo. Julia Barboza; Secretaria Ana Laura Solis

ST

1a obligatoriedad de enviar un informe trimestral mientras se desarrolle la investigacion, en el Formulario
INF / Presentac:on de Informes. Este informe debe ser presentado al CLOB! el primer viernes de los meses enero, abril, jufio y octubre,
independientemente de la fecha de inicip de! estudio y constituye un factor condicionante para [a continuacion del mismo. Asimismo, al
concluir fa investigacion debe adjuntar un informe final en el Formulario RES-Il Presentacion de Resultados {Observacional). Estos
formularios estéan disponibles en www.cendeisss.sa.cr, vinculo Bioética.

lgualmente se le advierte sobre la discrecion y ética en el manejo de la informacion obtenida en el estudio y el deber de cumplir
las condiciones que versaron para su aprobacion.

Atentamente,

/
. W
,/f.////js

Dr. Arfioldb"Matamoros Sanchez
Director General a.i.

AMS/Lsv
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ANEXO 5

Protocolo para tincion por Immunohistoquimica para HER2
Eugenia Cordero/Warner Alpizar
Noviembre 2015

Este protocolo esta optimizado para trabajar con el Kit HerceptTest de la marca Dako
(K520421)

1. PREPARACION DE REACTIVOS
A. Solucién de Recuperacion Antigénica

Solucion 10x. Se prepara una dilucion 1:10 del Vial 7 Kit HerceptTest de la marca
Dako (K520421) utilizando agua destilada desionizada.

La solucién que no se utiliza puede guardarse por 1 mes entre 2 y 8°C. No utilizar si
se pone opaca. Para utilizarla debe estar a temperatura ambiente. Se puede
reutilizar un maximo de 3 veces.

B. Buffer de Lavado TBS-T
Solucién 10x de TBS: Tris 50mM, NaCl 150mM, agua destilada. Solucién con un pH

7.6
Se prepara una dilucion 1:10 con agua desionizada de la solucién de TBS y se le

agrega 5mL del detergente Triton X-100. Agitar 5-10 minutos hasta que se disuelva
el detergente. La solucion que no se utiliza puede guardarse por 1 mes 2-8°C. No

utilizar si se pone opaca. Para utilizarla debe estar a temperatura ambiente.

C. Preparacion del Sustrato Cromégeno (DAB)

Utilizar 1 mL de DAB sustrato buffer (vial 5 Kit HerceptTest de la marca Dako
(K520421)y agregar 1 gota de DAB cromdgeno (vial 6 del kit Kit HerceptTest de la
marca Dako (K520421)

D. Solucion para Bloqueo de la Actividad Peroxidasa endogena:
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A 200 mL de agua desionizada se le agrega 6 mL de perdxido de hidrégeno al 30%.
La solucién queda al 1%.
PROCEDIMIENTO

- Todos los reactivos deben de estar a temperatura ambiente antes de ser usados.
- No se debe permitir que los tejidos se sequen en ningin momento del

procedimiento.

. Desparafinizacion y Rehidratacion de las cortes de tejido

Este proceso permite eliminacion de la parafina y rehidratacion el tejido. Este
proceso debe realizarse a temperatura ambiente (20-25°C) en una camara de
extraccion de gases. Se requiere 1 bafio de xileno, 2 bafios de alcohol al 99%, 2

bafios de alcohol al 95% y un bafio de alcohol al 70%.
1. Coloque las Iaminas en el bafo de xileno por 25 minutos.
2. Coloque las Iaminas en el bafio de alcohol al 99% por 30 segundos. Cambie las

[aminas a un segundo bafio y repita este paso.
3. Coloque las laminas en el bafo de alcohol al 95% por 30 segundos. Cambie las

laminas a un segundo bafiio y repita este paso.
4. Coloque las laminas en el bafio de alcohol 70% por 1 minuto.
5. Coloque las laminas bajo una corriente de agua suave por 5 minutos, sin que

esta impacte directamente las laminas.
Procedimiento de Tincion
Se debe de realizar a temperatura ambiente (20-25°C)

Paso 1: Recuperacion Antigénica
- Sellena el frasco especial para el horno procesador de tejido con la solucidn de

Recuperacién Antigénica, aproximadamente 1 L o lo necesario para que cubra

las laminas.
- Se colocan las laminas, se introduce el frasco en el horno procesador de tejido

y se va calentando gradualmente hasta alcanzar 98°C y luego se incuba a esa

temperatura por 15 minutos.
- Se remueve el frasco del horno procesador de tejido y se deja enfriar por 20

minutos a temperatura ambiente {quitar la tapa, sin retirar las laminas).
- Se colocan las ldminas en el frasco Ziehle-Nielsen plastico y se les agrega agua

(corriente de agua suave por 5 minutos).

Paso 2: Bloqueo de peroxidasa
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- A las laminas colocadas en el frasco Ziehle-Nielsen plastico, se les decanta el
agua y se les agrega la solucién de perdxido de hidrégeno al 1% recién

preparada. Se incuba por 15 minutos.
- Se coloca el frasco Ziehle-Nielsen con agua por 5 minutos
- Se colocan en la gradilla con Buffer de Lavado TBS-T 1x.
- Se montan las laminas en la gradilla Shandon, para lo cual primero se montan

en el soporte plastico mojado con TBS-T. Se debe evitar la apariciéon de
burbujas en la [amina.

- Una vez colocadas en la gradilla se les hace dos lavados con TBS-T.

Paso 3: Anticuerpo Primario

- Se le aplica a las [aminas 100 pL de anticuerpo policlonal anti-HER2 humano. Se

tapa la gradilla Shandon y se incuba a 4 °C durante la noche (minimo 12 horas).
- Sesacan del refrigerador y se deja 30 minutos a temperatura ambiente.
- Selavan las ldminas con TBS-T 2 veces.

Paso 4: Anticuerpo Secundario
Se agrega a cada ldmina 2 gotas del “Reactivo de Visualizaciéon” (Visualization

Reagent del Kit HerceptTest de la marca Dako (K520421).

- Seincuba por 45-50 minutos a temperatura ambiente (en la gradilla con tapa).
- Selavan las [dminas con TBS-T 2 veces.

Paso 5: Crémogeno DAB

- Se le agrega a cada lamina 3 gotas (100 plL) de la “Solucién de sustrato
cromoégeno” (prepararlo cada vez que se requiere).

- Seincuba por 10 minutos.

- Se lava con agua desionizada 2 veces.

Paso 6: Contraste (Hematoxilina)
- Se le agrega a las ldminas 3 gotas de Hematoxilina.

- Seincuba por un periodo entre 30 y 60 segundos.
- Se lava con agua desionizada 2 veces.
- Se extraen las laminas del rack y se colocan en el frasco Ziehle Nilsen con agua

de tubo.
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- Se colocan bajo una corriente de agua de tubo por 5 minutos. El agua no debe
caer en forma directa sobre las [dminas.
C. Deshidratacion y Montaje
Se debe de realizar a temperatura ambiente (20-25°C). No se deben dejar las

[aminas en etanol por tiempos prolongados.
1. Coloque las laminas en el bafo de alcohol al 70% por 15 segundos.
2. Coloque las laminas en el bafio de alcohol al 95% por 15 segundos. Cambie

de bafio y repita.
3. Coloque las Idaminas en el bafio de alcohol 99% por 15 segundos. Cambie de

baiio y repita.
4. Se colocan dos gotas de medio de montaje en el cubreobjetos y se coloca la

lamina. Debe de evitarse la aparicion de burbujas.
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ANEXO 6

Protocolo para Hibridacion in situ fluorescente para HER2
Eugenia Cordero/Andrés Bdez/Warner Alpizar
Abril 2016

Este protocolo estd optimizado para trabajar con el “Histology FISH Accessory Kit” de la

marca Dako (K5331, K5599)

SOLUCION DE PRE-TRATAMIENTO: Una vez diluida puede ser refrigerada por 1 mes (2

a 82C). Descartar si se pone turbia

SOLUCION ASTRINGENTE: Una vez diluida puede ser refrigerada por 1 mes (2 a 82C).

Descartar si se pone turbia

BUFFER DE LAVADO: Una vez diluida puede ser refrigerada por 1 mes (2 a 82C).

Descartar si se pone turbia

1. PREPARACION

Colocar un frasco resistente al calor con solucién de pre-tratamiento en un baifio maria

(bafio de agua) y calentar entre 95-99°C.

A. Desparafinizacién y Rehidratacion
Este proceso permite eliminacion de la parafina y rehidratacién el tejido. Este

proceso debe realizarse a temperatura ambiente (20-25°C) en una camara de
extraccidn de gases. Se requiere 1 bafio de xileno, dos bafios de etanol al 99%, dos

bafios de etanol al 95% y un bafio de alcohol al 70% y un bafio de buffer de lavado.
1. Para eliminar la parafina se calientan las laminas en el hibridizador a 602C por

30 minutos.
2. Coloque las I[dminas en el bafio de xileno por 5 minutos. Cambie las laminas a

un segundo bafio y repita este paso.
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3. Coloque las laminas en el bafio de etanol al 95% por 2 minutos. Cambie las

ldaminas a un segundo bario y repita este paso.
4. Coloque las ldminas en el bafio de etanol al 70% por 2 minutos. Cambie las

[dminas a un segundo bafo y repita este paso.
5. Coloque las laminas en el buffer de lavado por 2 minutos.

B. Pre-Tratamiento

1. Verificar que el frasco que esta en el bafio de agua haya llegado a una temperatura
de 95-992C.

2. Sumergir las laminas en la solucion de pre tratamiento y dejar por 10 minutos.

3. Sacar el frasco del bafio, quitar la tapa y dejar enfriar por 15 minutos a
temperatura ambiente.

4. Pasar las laminas a un frasco con buffer de lavado por 3 minutos. Cambie de bafio y

repita este paso.

C. Digestion Enzimatica

1. Secar de los bordes el exceso de buffer de lavado.

2. Colocar en el hibridizador a 372C.

3. Aplicar 5-8 gotas (250uL) de RTU pepsina en el tejido, suficiente para cubrirlo (el
reactivo debe estar frio de 2 a 82C). Se incuba por 5 minutos en el hibridizador.

4. Se colocan las ldminas en buffer de lavado por 3 minutos a temperatura ambiente.
Cambie de bafo y repita este paso.

5. Se deshidrata los tejidos: tres frascos con etanol al 70%, 85% y 95%. En cada uno
deben permanecer 2 minutos.

6. Permitir que el tejido se seque completamente.

7. Marcar la zona de interés para la aplicacion de la sonda.

A partir de este punto todo se debe trabajar_en la oscuridad

D. Hibridacion



109

1. En una camara de extracciéon de gases, aplicar 10 uyL de Probe Mix (sonda) en la
zona del tejido marcada.

2. Colocar el cubreobjetos inmediatamente, evitando la formacién de burbujas.

3. Sellar cada lamina con Sellante (Kit DAKO 5331/5599). colocar el sellante en la
periferia del cubreobjetos.

4. Colocar en el hibridizador en el programa de HER2 (Programa de HER2: 5 minutos
desnaturalizacion a 822C e hibridacion a 452C por 16-18 horas). Se deben colocar
las bandas hiumedas en el hibridizador.

SEGUNDO DiA

Se debe trabajar en la oscuridad

E.

Lavado Riguroso

Colocar dos frascos resistentes al calor con Buffer de Lavado Astringente de la siguiente

forma: uno en la cdmara de extraccion de gases, y el otro con tapa en un bafio de agua.

La solucién que se encuentra en el bafio de agua debe de precalentarse hasta 652C

(puede volverse turbia en este momento, sin embargo, eso no altera la efectividad del

buffer).

1. Sacar las laminas de la cdmara de hibridacion.

2. Eliminar el sello y el cubreobjetos.

3. Colocar las laminas en el primer frasco hasta que se desprenda el cubreobjetos o
por lo menos hasta que sea de muy facil remocién (20 minutos)

4. Colocar las laminas en el frasco colocado en el bafio caliente. Lave por 10 minutos
agitando el frasco en forma vigorosa (que se forma bastante espuma).

5. Colocar las laminas en Buffer de lavado por 3 minutos a temperatura ambiente.
Cambie de bafio y repita este paso

6. Se deshidrata los tejidos: tres frascos con etanol al 70%, 85% y 95%. En cada uno
permanecen 2 minutos.

F. Montaje
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1. Laslaminas deben estar totalmente secas.
2. Aplicar 15 pL de medio de montaje fluorescente que contiene DAPI al drea de

interés y coloque el cubreobjetos.
Guardar las laminas en un lugar oscuro y en refrigeracion (entre 22C y 82C)
4. Laslaminas deben leerse luego de 15 minutos y antes de 7 dias. Utilizar filtros DAPI

w

para la lectura y visualizacién de los nucleos vy filtros D/F/R C109572 para la lectura

de la sefiales.

G. Lectura
Para determinar el valor HER2/CEN-17:

1. Para cada ntcleo determinar las sefiales rojas (HER2) y las sefiales verdes (CEN-

17).
2. Se deben contar al menos 20 nucleos en el area estudiada del tejido
3. Dividir el nimero de sefales rojas entre el nimero de sefiales verdes

(HER2/CEN-17).
a. Amplificacién: cuando el resultado de la division es mayor a 2.
b. Normal: cuando el resultado de la divisién es menora 2
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ANEXO 7

CUADRO 26
Resultados de las pruebas de Inmunohistoquimica (IHC) e hibridacion fluorescente in situ
(FISH) de los 50 bloques de tejido parafinado utilizados

n Resultado IHC FISH Resultado
(HER2/Cen17)

2 Negativo (0)

et L

4 Negativo (0) No Amplificado

Negativo (0)

Negativo (0)

Negatl\)(; (0)

Negativo (0)

18 Negativo (0)

No Ampliﬁcado

20 Negativo (1+) No A;npliﬁcado

22 Negativo (0) 1,02 No Ampliﬁcédo




34 Negativo (0) 0,89 No Amplificado

e
36 Negativo (0) 1,04 No Amplificado
Ne s &m&&
Negativo (Q) No Amplificado
T e
No Amplificado

Negativo (0)

No Amp

e

No Amplificado
0 AT
No Amplificado

48 Negativo (0) 1,04 No Amplificado

50 Negativo (0) 0,85 No Ambliﬁcédb
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