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RESUMEN

CEVALLOS, Edwin-Efren. Influencia de la gran altitud en la expresion de HIF-1y
prondstico del adenocarcinoma gastrico. Tesis Doctorado - Facultad de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo y la Universidad Central del Ecuador.
Ribeirdo Preto, 2022.

Introduccion: La incidencia de adenocarcinoma gastrico (AG) es mayor en poblaciones
gue viven en altitudes elevadas y es pertinente verificar la asociacion entre hipoxia
celular, efectos en la expresion génica y este desenlace. Obijetivo: Estudiar la
influencia de la altitud en la supervivencia y expresion de HIF-1 en pacientes con AG.
Método: Se trata de un estudio observacional retrospectivo que incluy6 155 casos con
AG: 56 de la region de la costa (GAC) y 99 de la sierra (GAS), y 74 controles-GC (25
de la costa-GCC y 49 de la sierra- GCS). Los pacientes con AG fueron estratificados
en estadios | a IV segun la 72 edicién de la AJCC y atendidos entre 2005y 2018 en 4
hospitales oncoldgicos de Ecuador. Los datos de clasificacion demogréfica, clinica e
histol6gica de Lauren se recopilaron de los registros médicos. La expresion de HIF-1
y HER2 se analizé por inmunohistoquimica y segun los puntajes se clasificd en
positivo y negativo. Los andlisis se realizaron utilizando las pruebas de homogeneidad
exacta de Fisher y Breslow-Day, las curvas de Kaplan-Meier y el tiempo de
supervivencia medio restringido ARMST. Resultados: En la comparacion entre
pacientes con AG y los dos GC, se detecto diferencia significativa en la expresion de
HIF-1 con 80 (51,6%) positivos en AG y 55 (74,3%) en GC (p=0,001). No hubo
diferencia entre GAC y GAS en términos de edad, sexo, expresion de HIF1, HER2,
estadios y ubicacion del tumor. Por otro lado, hubo diferencia significativa en relacion
al patron histologico y los tipos de tratamientos realizados (p=0,004). La supervivencia
media en 120 meses fue significativamente mayor entre los pacientes con GAC, con
diferencia (ARMST) 43,7 meses (IC95% 29,5, 57,8) (p < 0,001) y aquellos con
expresion positiva de HIF1: ARMST 26,6 meses (IC95% 11,0, 42,1) (p < 0,001). La
expresion positiva de HIF1 se asocia con una mejor supervivencia de GAS, con
ARMST 33,6 meses (IC95% 14,2, 52,9) (p < 0,001). Conclusion: En las limitadas
circunstancias en las que se realizé el presente estudio, se concluye que los pacientes
con AG de la region de la costa y que expresan HIF 1 tienen mejor prondstico, pero
este factor se asocia a una mejor supervivencia solo en la region de la sierra.

Palabras llave: Adenocarcinoma gastrico. HIF-1a. HER2. Supervivencia al cancer.
Marcadores tumorales. Hipoxia a gran altitud.



RESUMO

BARRERA,Edwin Efren Cevallos. Influéncia da altitude elevada na expressédo do
HIF-1 e no prognostico do adenocarcinoma géstrico. Tese Doutorado — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo e la Universidad Central
del Ecuador. Ribeirdo Preto, 2022.

Introducédo: A incidéncia de adenocarcinoma gastrico (AG) € maior em populacdes
gue vivem em grandes altitudes e é pertinente verificar a associacao entre hipoxia
celular, efeitos na expresséo génica e esse desfecho. Objetivo: Estudar a influéncia
da altitude na sobrevida e na expressédo de HIF-1 em pacientes com AG. Método:
Trata-se de um estudo observacional retrospectivo que incluiu 155 casos com AG: 56
da regido litoranea (GAC) e 99 da serra (GAS) e 74 controles-GC (25 da costa-GCC
e 49 da serra- GCS). Os pacientes com AG foram estratificados em estagios | a IV de
acordo com a 72 edicdo do AJCC e tratados entre 2005 e 2018 em 4 hospitais de
cancer no Equador. Os dados de classificacdo demografica, clinica e histolégica de
Lauren foram coletados dos prontuérios clinicos. A expresséo de HIF-1 e HER2 foi
analisada por imuno-histoquimica e de acordo com os escores foi classificada como
positiva ou negativa. As analises foram realizadas usando os testes exato de Fisher e
Breslow-Day para homogeneidade, curvas de Kaplan-Meier e tempo de sobrevida
mediano restrito ARMST. Resultados: Na comparacado entre os pacientes com AG e
os dois GC, foi detectada diferenca significativa na expressao do HIF-1, com 80
(51,6%) positivos no AG e 55 (74,3%) no GC (p=0,001). Nao houve diferenca entre
GAC e GAS em termos de idade, sexo, expressdo de HIF1, HER2, estagios e
localizacdo do tumor. Por outro lado, houve diferenca significativa em relacdo ao
padrdo histolégico e aos tipos de tratamentos realizados (p=0,004). A sobrevida
mediana em 120 meses foi significativamente maior entre os pacientes com GAC, com
diferenca (ARMST) 43,7 meses (IC 95% 29,5, 57,8) (p < 0,001) e aqueles com
expressao positiva de HIF1: ARMST 26,6 meses (95% IC 11,0, 42,1) (p < 0,001). A
expressdo positiva de HIF1 esta associada a uma melhor sobrevida de GAS, com
ARMST 33,6 meses (IC 95% 14,2, 52,9) (p < 0,001). Conclusdo: Nas limitadas
circunstancias em que o presente estudo foi realizado, conclui-se que pacientes com
AG daregido litoranea e que expressam HIF 1 tém melhor progndstico, mas esse fator
esta associado a melhor sobrevida apenas na regido serrana.

Palavras-chave: Adenocarcinoma géstrico. Cancer gastrico. HIF-1a. HER2. Sobrevivéncia
no cancer. Marcadores tumorais. Hipoxia de gran altitude.



ABSTRACT

BARRERA,Edwin Efren Cevallos. Influence of high altitude on HIF-1 expression
and prognosis of gastric adenocarcinoma. Tese Doutorado — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo y la Universidad Central del
Ecuador. Ribeir&o Preto, 2022.

Introduction: Influence of altitude on HIF-1 expression and prognosis of gastric
adenocarcinoma. Introduction: The incidence of gastric adenocarcinoma (GA) is higher
in populations living at high altitudes and it is pertinent to verify the association between
cellular hypoxia, effects on gene expression and this outcome. Objective: To study the
influence of altitude on survival and on HIF-1 expression in patients with GA. Method:
This is a retrospective observational study that included 155 cases with AG: 56 from
the coastal region (GAC) and 99 from the mountains (GAS), and 74 controls-GC (25
from the coast-GCC and 49 from the mountains- GCS) . Patients with GA were
stratified into stages | to IV according to the 7th edition of the AJCC and treated
between 2005 and 2018 in 4 cancer hospitals in Ecuador. Lauren's demographic,
clinical, and histological classification data were collected from medical records. The
expression of HIF-1 and HER2 was analyzed by immunohistochemistry and according
to the scores it was classified as positive or negative.Analyzes were performed using
Fisher's exact and Breslow-Day tests for homogeneity, and Kaplan-Meier curves and
restricted median survival time ARMST. Results: In the comparison between patients
with AG and the two GC, a significant difference was detected in the expression of
HIF-1, with 80 (51.6%) positive in the AG and 55 (74.3%) in the GC (p=0.001). There
was no difference between GAC and GAS in terms of age, sex, expression of HIF1,
HERZ2, stages and tumor location. On the other hand, there was a significant difference
in relation to the histological pattern and the types of treatments performed (p=0.004).
Median survival at 120 months was significantly higher among patients with GAC, with
a difference (ARMST) of 43.7 months (95% CI 29.5, 57.8) (p < 0.001) and those with
positive expression of HIF1: ARMST 26.6 months (95% CI 11.0, 42.1) (p < 0.001).
Positive HIF1 expression is associated with better GAS survival, with ARMST 33.6
months (95% CI 14.2, 52.9) (p < 0.001). Conclusion: In the limited circumstances in
which the present study was carried out, it is concluded that patients with GA in the
coastal region and who express HIF 1 have a better prognosis, but this factor is
associated with better survival only in the mountain region.

Keywords: Gastric adenocarcinoma. Gastric cancer. HIF-1a. HER2. Cancer survival.
Tumor markers. High altitude hypoxia.
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1. INTRODUCCION

La incidencia y mortalidad por cancer estan creciendo rapidamente en todo el
mundo, convirtiéndose en una barrera importante para aumentar la esperanza de vida.
Se estima que se produjeron 19,3 millones de nuevos casos de cancer (18,1 millones
sin incluir el cancer de piel no melanoma) y casi 10,0 millones de muertes por cancer
(9,9 millones sin incluir el cancer de piel no melanoma) en el afio 2020. Se espera que
la carga mundial de cancer sea de 28,4 millones de casos en 2040, es decir, un
aumento del 47% con respecto a 2020 (CUEVA, 2022).

El cancer gastrico es la tercera causa principal de muerte en el mundo y se
estima que para el 2035 producira casi 15 millones de muertes (PRASHANTH; ADAM,
2019). El cancer gastrico tiene una alta incidencia en Ecuador, en los hombres ocupa
el tercer lugar y en las mujeres ocupa el quinto lugar. El nUmero de casos por afo ha
subido sostenidamente: desde 487 casos registrados en el periodo 1986-1990 hasta
765 casos en el periodo 2011-2015 en hombres; y en mujeres de 415 a 700 casos,
respectivamente. Ademas, el cancer gastrico es la principal causa de muerte por
cancer y la mayoria de los pacientes son diagnosticados en etapas avanzadas de la
enfermedad, lo que determina la alta tasa de mortalidad (REGISTRO NACIONAL DE
TUMORES, 2014).

Ecuador tiene una variada diversidad demografica y hay una diferencia en la
incidencia del cancer entre poblaciones que viven en la region andina o0 montafiosa, y
las poblaciones costeras o que viven a baja altura (menos de 200 metros sobre el nivel
del mar).

En Quito y Ambato son ciudades localizadas a 2800 metros de altura sobre el
nivel del mar, esta neoplasia también tiene una muy alta incidencia: 19,6 en hombres
y 13,9 en mujeres por 100.00 habitantes. Asi mismo existe una alta tasa de mortalidad:
16,3 en hombres y 11,0 en mujeres por 100.000 habitantes (CEVALLOS, 2006; OMS,
2004).

Guayaquil, es una ciudad localizada a 100 metros de altura sobre el nivel del
mar, la tasa de incidencia es de 7,5 en hombres y de 5,2 en mujeres por 100
habitantes, mientras que la mortalidad es de 6,20, en el afio 2009; 5,91 muertes en el
afno 2013, y de 6,32 en el afio 2018 por 100.000 habitantes (TANCA et al., 2019).
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Existen varios factores: dietéticos, ambientales, y demogréficos que influyen
en la etiologia de esta enfermedad y actian como promotores del cancer gastrico, sin
embargo existe una amplia descripcidon de los factores genéticos y moleculares en la
carcinogénesis y respuesta al tratamiento de esta enfermedad. El estudio TOGA,
demostré que los pacientes HER2 +, y que recibieron quimioterapia mas trastuzumab,
tuvieron tasas de respuestas mas altas y una supervivencia global mas larga. Es
probable que otros receptores como HER2, HER3 y HER4, también tengan un
potencial similar de respuesta a otros antinucleares monoclonales (GONG et al., 2016;
ROA et al., 2013).

Hallazgos sobre adaptaciones celulares a la disponibilidad de oxigeno por los
investigadores William Kaelin, Gregg Semenza, ambos de los Estados Unidos, y Sir
Peter Ratcliffe, del Reino Unido, laureados con el Premio Nobel de Medicina en el afio
2019 y la asociacion entre altitud geogréfica, regulacién de la expresion de genes
sensibles a cambios en los niveles de oxigeno, factor de hipoxia tisular (HIF) y cancer
es objeto de multiples estudios (SEMENZA, 2003, WANG et al., 2010a, ZIELLO;
JOVIN; HUANG, 2007; GREIJER; VAN DER WALI, 2004; MALKOV; LEE; TAYLOR,
2021; ROHWER et al., 2009).

En este contexto, se consideraron como factores probables los siguientes: la
expresion de factores inductores de hipoxia (HIF), el papel de la vitamina D, el efecto
de la radiacion ultravioleta (UV), la toxicidad del oxigeno y los cambios fisioldgicos del
pH (BURTSCHER, 2014). Existen razones por las que las condiciones hipdxicas en
altura y la actividad de los factores inductores de hipoxia (HIF) podrian ser la
explicacion de este fendmeno, ademas de las condiciones hipobéricas e hipoxicas en
las que viven los habitantes de las zonas geogréaficas méas elevadas (BEALL, 2013a).

Entre las consecuencias de la estabilizacion de los HIF, las células sujetas a
hipoxia podrian favorecer la expresiéon de genes responsables de la proliferacion
celular, la angiogénesis, la metastasis e incluso el metabolismo (KITAJIMA;
MIYAZAKI, 2013a).

En pacientes con cancer gastrico, la activacion de HIF-1a después de una
hipoxia extendida se correlaciona fuertemente con un fenotipo tumoral agresivo y un
mal pronostico. También se ha informado que la activacion de HIF-1a se produce a
través de mecanismos independientes de la hipoxia, como la sefializacion PI3K / AKT
/ mTOR vy la produccion de ROS. Los roles criticos del HIF-1a se encuentran en el

metabolismo de la glucosa, carcinogénesis, angiogénesis, invasion, metastasis,
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supervivencia celular y quimio resistencia del cancer gastrico (ROHWER et al., 2009;
GARRIDO, 2018).

Como resultado de observaciones previas que asociaban la expresion de HIF-
la con la resistencia a los medicamentos de quimioterapia contra el cancer, se
produjeron dos lineas celulares de cancer gastrico, MKN45-KD y MKN74-KD, con una
expresion deficiente de HIF-1a mediante transfeccion de siRNA (NAKAMURA et al.,
2010b). En general, el prondstico del cancer gastrico sigue siendo malo y es necesaria
una caracterizacion detallada de los marcadores moleculares que gobiernan la
patogenia del cancer gastrico para establecer opciones terapéuticas innovadoras.

La sobreexpresion de HIF-1a e HER2 ha sido relacionada a un mal pronéstico
de cancer gastrico. No obstante, se ha investigado durante afios, el papel prognéstico
de HIF-1a y HER2 que pueden ser considerados biomarcadores prondsticos para
cancer gastrico antes y después de la gastrectomia; y esta correlacionado con una
sobrevida global y también una sobrevida libre de enfermedad cortas. La expresion
de HIF-1a y HERZ2, puede ser usada para estratificar pacientes con un riesgo alto y
potencialmente un importante blanco terapéutico en pacientes con cancer gastrico
(CHEN et al., 2014a).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ASPECTOS GENERALES

El cancer gastrico es un problema de salud mundial. En 2035, se prevé que
ocurriran casi 15 millones de muertes relacionadas con el cancer por afio (OMS,
2004). En el Ecuador, esta neoplasia también tiene una muy alta incidencia, asi como
alta tasa de mortalidad. El cancer gastrico tiene el segundo puesto en incidencia
después del cancer de prostata y el primer lugar en mortalidad. La mayoria de los
pacientes se diagnostican en estadios avanzados de la enfermedad, lo que determina
gue haya una alta tasa de mortalidad por esta enfermedad (TORRES et al., 2013;
RAHMAN; ASOMBANG; IBDAH, 2014 PRASHANTH; ADAM, 2019).

Quito y Ambato son ciudades localizadas a 2800 metros de altura sobre el
nivel del mar, esta neoplasia también tiene una muy alta incidencia, 19,6 en hombres
y 13,9 por 100.000 mujeres. Asi mismo existe una alta tasa de mortalidad, 16,3 en
hombres y 11,0 por 100.000 en mujeres (CEVALLOS, 2006; OMS, 2004).

En Guayaquil, una ciudad localizada a 100 metros de altura sobre el nivel del
mar, la tasa de incidencia es de 7,5 en hombres y de 5,2 en mujeres por 100
habitantes, mientras que la mortalidad es de 6,20, en el afio 2009; 5,91 muertes en el
afno 2013, y de 6,32 en el afio 2018 por 100.000 habitantes (TANCA et al., 2019).

En el Ecuador, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos, las tasas
de mortalidad de las neoplasias del tubo digestivo corresponden al 19,1 en el sexo
masculino y 17,2 en el sexo femenino (INEC, 2009). Segun el registro de tumores las
tasas de incidencia se modifican para las diferentes provincias del Ecuador, es
probable que existan diferentes factores epidemiolégicos de riesgo, ambientales y
clinicos, que influencian en dicha incidencia (FOROUZANFAR et al., 2015) Figura 1.
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Figure 1 - Incidencia de Cancer en Ecuador
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Adaptado: Instituto Geografico Militar del Ecuador, y Registro Nacional del Cancer
(CUEVA; YEPEZ; TARUPI, 2016).

Existen algunos factores demograficos asociados con una mayor incidencia y
mortalidad por esta enfermedad (GARRIDO; GARRIDO, 2018a). De otro lado, hay
evidencia de una correlacion entre los factores moleculares, como predictivos de
respuesta y/o sobrevida de pacientes con cancer de diferentes grupos poblacionales
(ABRAHAO-MACHADO et al., 2013; CEVALLOS, 2006).

2.2. HIPSOMETRIA DEL ECUADOR

Ecuador es un pais atravesado por las montafias de los Andes, una
caracteristica que coloca las regiones a diferentes alturas sobre el nivel del mar
(Figura 2); también conocida como Sierra, que comprende 10 provincias, se encuentra
en las estribaciones y valles de los Andes con una poblacion situada entre los 600 a
5000 msnm (metros sobre el nivel del mar), y la poblacion mas alta densidad de mas
de 2000 msnm.

Varias publicaciones establecen la relacion entre HIF-1a y el desarrollo de
otros tipos de céancer, tales como nasofaringe (SUNG et al.,, 2016), cavidad oral
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(CHAVES, 2013), prostata (BISWAS et al., 2020), laringe (WOS et al., 2011), tumores
ginecolégicos (SEEBER et al., 2011) , endometrio (KAFSHDOOZ et al., 2014), mama
(YOU et al., 2006), esofago (SHAO et al., 2019), riion (WAN et al., 2015), pulmon
(WAN; WU, 2016) y estomago (NAKAMURA et al., 2010b).

Figure 2 - Divisién Geografica del Ecuador: Mapa Hipsométrico (altura snm).
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Descripcién: A. Mapa Hipsométrico del Ecuador. B. Divisién Provincial del Ecuador.
Regiones costeras o de baja altura; E: Esmeraldas; M: Manabi; Y: Santa Elena; G: Guayas;
R: Los Rios; O: El Oro; K: Sucumbios; Q: Francisco de Orellana; S; Pastaza; V: Morona
Santiago; Z: Zamora Chinchipe; J: Santo Domingo de los Tsachilas. Regiones altas o Andinas;
C, Carchi; I, Imbabura; P, Pichincha; X, Cotopaxi; T, Tungurahua; B, Bolivar; H, Chimborazo;
U, Cafiar; A, Azuay; L, Loja. Realizado por: adaptado de Instituto Geogréafico Militar
(GARRIDO; GARRIDO, 2018).

2.3. CARCINOGENESIS

En términos generales, la metaplasia celular debida a una inflamacién croénica,
lesion y reparacion juegan un papel critico en la iniciaciébn, en mantenimiento y el
avance del crecimiento tumoral. Se pueden adquirir mutaciones adicionales, y esto
conduce a que la célula cancerosa gane una ventaja adicional de crecimiento y
adquiere un fenotipo maligno. La intestinalizacién de la mucosa gastrica, ("metaplasia
intestinal"); o antralizaciéon fenotipica de las unidades fundicas, es decir una
"metaplasia que expresa polipéptidos espasmoliticos" y el desarrollo directamente de

la zona de células madre/progenitoras; son tres vias que se han descrito para la
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carcinogénesis gastrica. Ademas, un factor importante para el desarrollo de
gastrointestinales es el estroma peritumoral (GOMCELI; DEMIRIZ; TEZ, 2012).

2.4. FACTORES DE ALTO RIESGO

La condicion cultural, social y de urbanismo puede tener relacion con el cancer
gastrico (PEREIRA et al., 2012; CHEN et al., 2014a). Otros factores son la infeccion
por Helicobacter pylori (H. pylori), la metaplasia intestinal, la gastritis atréfica crénica,
la anemia perniciosa y los pélipos gastricos (NARDONE et al.,, 2007, LAHNER,;
ANNIBALE, 2009; ZULLO, 2010; LIU et al., 2013, VENERITO; MALFERTHEINER,
2014, WATARI et al., 2014, DAWSEY et al., 2015, SOKIC-MILUTINOVIC;
ALEMPIJEVIC; MILOSAVLJEVIC, 2015; YOON; KIM, 2015, LIU; WONG; LEUNG,
2016).

El riesgo de padecer cancer gastrico aumenta en familiares cercanos,
pacientes con sangre de tipo A, de Li Fraumeni, poliposis adenomatosa familiar (PAF),
el antecedente de cancer de colon no polipésico hereditaria (CCSPH, sindrome de
Lynch) y la obesidad, entre otros (CHANG et al., 2013, YU; FU; ZHAO, 2013; JIANG
et al., 2014; OH et al., 2014, SUN et al., 2015; CUEVA et al., 2016, RENUKA, 2016,
FAN ZHOU, 2016, FRANCHINI; LIUMBRUNO; LIPPI, 2016; HUANG et al., 2016;
OHAR JILL et al., 2017, ZAHARIE et al., 2014).

En resumen, la infeccién per Helicobacter pylori, los antecedentes familiares
de cancer esoéfago, el cancer gastrico, gastritis atréfica crénica, pélipos gastricos y
Ulcera gastrica, el uso de analgésicos y anti inflamatorios no esteroidales, la
enfermedad de reflujo gastroesofagico, el consumo de alcohol, comer alimentos ricos
en compuestos nitrosos, los habitos alimenticios irregulares, como evitar el desayuno,
la ingestion de carne ahumada, la comida frita y alimentos picantes, la ansiedad y la
depresion podrian tener relacion con el cancer gastrico (BONEQUI, DENOVA-
GUTIERREZ, 2014; LOPEZ, 2014; PEREZ, 2006; LIU et al., 2013; PEREZ; KIM;
PARK, 2011).
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2.5. ASPECTOS MOLECULARES DEL CANCER GASTRICO

En las ultimas décadas se ha encontrado una relacion entre la respuesta al
tratamiento de pacientes con céncer gastrico y la presencia de receptores de
membrana que responden a sefiales de activacion o bloqueo con anticuerpos
monoclonales, evitando el crecimiento celular anormal y cambiando el prondstico de
los pacientes que tienen dicho receptor.

Los receptores para los factores de crecimiento epidérmico, HER1 (también
llamado EGFR), HER2, HER3 y HER4, estan involucrados en la patogénesis y la
progresion de tumores soélidos como el cancer de mama, pulmaon, vejiga, colon, ovario
y estdbmago. Estos receptores comparten la misma estructura molecular, con un
dominio extracelular que se une al ligando, una porcién transmembrana y un dominio
intracelular con actividad tirosina quinasa (con la excepcién de HER3). La union de
diferentes ligandos a dominios extracelulares desencadena reacciones de
sefializacion intracelular involucradas en la diferenciacion celular, la proliferacion y la
supervivencia. La union del ligando al dominio extracelular induce la
homodimerizacion de HER1 y la heterodimerizacion de otros receptores,
especialmente HER2 (HUDIS, 2007; GRAVALOS; JIMENO, 2008).

El estudio TOGA, en 2015 demostré que los pacientes HER2 +, y que
recibieron quimioterapia mas trastuzumab, tuvieron tasas de respuestas mas altas y
una supervivencia global mas larga. Es probable que otros receptores como HER2,
HER3 y HER4, también tengan un potencial similar de respuesta a otros antinucleares
monoclonales (GONG et al., 2016; ROA et al., 2013) Figura 3.
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Figure 3 - HER2 GEN amplificacion y sobreexpresion del cancer gastrico.

A: Adenocarcinoma gdstrico
de tipo intestinal con signos
de mucosecrecion con
formacion de lagos de
mucina y brotes epiteliales
tumorales (HE X 32). B:

que se logra distinguir en la
mayoria de los grupos
tumorales a bajo aumento
(HE X 32). C: Magnificacion
de la tincion positiva,
intensa lateral y basolateral
en la mayoria de las células
tumorales (3+). D:
Hibridacion in situ
fluorescente con dos sefales
verdes correspondientes a la
marcacion centromérica del
cromosoma 17 y multiples
sefiales anaranjadas
intranucleares con una
relacion HER 2/C17 > 2 (X
1000)

Tomado de: (ROA et al., 2013)

Asi mismo, se han desarrollado varios estudios para la identificacion de cuatro
sub variedades moleculares de cancer de estdmago: Epstein-Barr Virus-positivo,
inestabilidad microsatelital, estabilizacibn gendmica e inestabilidad cromosoémica
(IENI et al., 2013; VAN CUTSEM, 2015; MEULENDIJKS et al., 2016).

La inestabilidad de los microsatélites es uno de los fenébmenos implicados en
el cancer gastrico, que se refiere principalmente a la expansion o contraccion de
secuencias de microsatélites, debido a errores de replicacion causados con mas
frecuencia por reparacion erréneas de las mutaciones en los genes de (MMR) y
supresores tumorales (SHOKAL, 2012).

2.6. ALTURA GEOGRAFICA, FACTOR DE HIPOXIA TISULAR Y CANCER

El afio 2012 marca 50 afos de investigacion por parte de antropologos sobre
el tema de la adaptacion humana a la gran altitud. La investigacion comenzé en 1962
con el trabajo en Perd, continda hoy en dia a través de las altas mesetas del mundo

(BEALL, 2013b). Como se menciond, desde su descripcidn inicial por el Premio Nobel
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2019 en Fisiologia-Medicina Gregg Semenza, y col., se ha informado la asociacion de
riesgo entre la altitud geografica y el cancer, y se especula sobre la influencia de la
expresion de factores inductores de hipoxia, el rol de la vitamina D, el efecto de
radiacion ultravioleta, la toxicidad por oxigeno y los cambios fisiologicos en el pH,
como una posible explicacion (BURTSCHER, 2014).

Existen razones por las cuales las condiciones de hipdxicas en la altura, y la
actividad de factores inductores de hipoxia podrian ser la explicacion de este
fendmeno, ademés de las condiciones hipobéricas e hipdxicas en las que viven los
habitantes de las zonas geograficas mas elevadas (BEALL, 2013a).

Entre las consecuencias de la estabilizacion de los HIF, las células sujetas a
hipoxia podrian favorecer la expresion de genes responsables de la proliferacion
celular, la angiogénesis, la metastasis e incluso el metabolismo (SEMENZA, 2003).

El aumento de la disponibilidad de los HIF es una constante que permanece
conservada en poblaciones que viven en altitudes geograficas mas elevadas
(BIGHAM; LEE, 2014). Como, hay una disminucion en el suministro de O2 en las
neoplasias de rapido crecimiento, HIF-1 a podria ayudar a modificar el metabolismo
de la glucosa, aumentando la angiogénesis y también mejorando las condiciones para
favorecer la metastasis (DODD; TEE, 2015).

La angiogenia mediada por HIF-1 a es el resultado de la induccion
transcripcional de genes pro-angiogénicos, entre los cuales se resalta el factor de
crecimiento vascular endotelial. Ademas, HIF-1 a favorece la metéstasis a través de
la expresidon de factores de crecimiento oncogénicos (BIGHAM; LEE, 2014; DODD;
TEE, 2015; HASHIMOTO; SHIBASAKI, 2015).

Todas estas caracteristicas atribuidas a los HIFs pueden aumentar la
agresividad tumoral, la expansion del tejido, la metastasis, y también aumentar la
resistencia a la radio y la quimioterapia, lo que puede explicar la mayor mortalidad, asi
como el mayor riesgo de morir de cancer. La mayor expresion de HIF-1 en un estudio
con 91 muestras de reseccion de cancer de estbmago se asocié con mala evolucion
y peor sobrevida (p = 0,026 y p = 0,014, respectivamente (NAKAMURA et al., 2010b).

Existe evidencia del mismo comportamiento en los paises que forman parte
de las regiones montafiosas del pacifico de Latino América, donde las areas a una
altitud geografica mas alta tienen tasas elevadas de este tipo de cancer (TORRES et
al., 2013).
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La calidad de la dieta en la altura difiere de la dieta de las poblaciones de baja
altura, y se ha asociado con la mejora de la salud en pacientes con cancer en esta
altima. Una dieta inflamatoria (caracterizada por alto contenido de azucar, los
almidones refinados, los &cidos saturados y grasas trans, poca ingesta de
antioxidantes, la escasa fibra y la carencia de acidos grasos Omega-3) provoca una
mayor produccion de bio-marcadores pro inflamatorios e inflamatorios (REEDY et al.,
2014; PAZ-Y-MINO; GUILLEN SACOTO; LEONE, 2015).

Las genealogia de la poblacion y su caracteristicas raciales, sus diferencias
genéticas también puede ser un factor importante (JING; SU; RING, 2014; LOPEZ-
CORTES et al., 2017). Los ecuatorianos que viven a una altitud geogréafica a mas de
2000 metros de altura, tienen un mayor riesgo de desarrollar y morir de cancer de
mama, cuello uterino, estbmago, colorrectal, higado y conducto biliar, y cancer
hematopoyético (GARRIDO, 2018b).

2.7. GENETICA Y CANCER GASTRICO

Existe una relacion importante de los antecedentes familiares como factor de
riesgo para cancer gastrico. Aunque la mayoria de los canceres gastricos son
esporadicos, aproximadamente el 10% muestran agregacion familiar (YOON et al.,
1999).

Los canceres gastricos hereditarios, que muestran un patron de herencia
mendeliana, y comprenden menos del 3% de todos los canceres gastricos, se dividen
en tres principales sindromes autosomicos dominantes: el cancer gastrico difuso
hereditario (WATERS et al., 1999; OHTSU et al., 2003), el adenocarcinoma gastrico y
la poliposis proximal del estbmago y el cancer gastrico intestinal familiar (OLIVEIRA
et al., 2015).

Sin embargo, excluyendo la pequefia porcion del sindrome de cancer gastrico
familiar, el riesgo de cancer gastrico en aquellos con antecedentes familiares es
aproximadamente 3 veces mayor que en aquellos sin tal historia, que es mas alto que
el de otros canceres soélidos en adultos, con la excepcion de los ovarios (CHOI,. 2016).

Otros dafios moleculares en cancer gastrico difuso incluyen FGF-R2 (receptor
del factor de crecimiento fibroblasto 2), sobreexpresion del receptor de tirosina
quinasa, PI3K (Fosfoinositida 3-quinasa) actividad de sefializacion y sobreexpresion

del receptor HER3. Por ultimo, la expresién de la Matriz Metaloproteasa (MMP) que
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es mas frecuente en los canceres difusos versus intestinales y podria contribuir a la
agresividad tumoral (MALCOLM, 2006).

En 2013, hubo un nuevo intento de clasificar el cancer géstrico
molecularmente en tres subtipos principales ("mesenquimal’, "proliferativo" y
"metabdlico”). Aunque estos subtipos son molecularmente muy distintos, no se
identificaron diferencias en términos de supervivencia. Sin embargo, el subtipo
metabdlico, parece ser mas sensible a 5-fluorouracilo que los otros dos, tal vez en
relacion con los bajos niveles de timidilato sintetasa, mientras que el subtipo
mesenquimal (probablemente debido a la "adiccion oncogénica” a la via del PI3K-
AKT-mTOR), parece ser sensible a varios farmacos que bloguean PI3K o0 mTOR,
abriendo el camino para una terapia mas precisa para GC. (TIRINO et al., 2018). Del
cumplimiento de cada tipo de tratamiento dependera de la evolucion de la enfermedad
(CUNNINGHAM et al., 2008).

2.8. APLICACIONES PRACTICAS

El proyecto del Atlas del Genoma de Cancer CGA, propone la division del
cancer gastrico en cuatro subtipos moleculares: tumores positivos para EBV (con
Mutasa PIK3CA recurrentes, el Hipermetilacion de ADN extremo y amplificacion JAK2,
PD-L1 y PD-L2), inestabilidad microsatelital (IMS), tumores con inestabilidad
cromosomica (CIN) y tumores gendmicamente estables (GS). La expresiéon de MSI-H
y de PD-L1 y de PD-L2 altos aumenta el potencial para la terapia inmune para los
pacientes con cancer gastrico EBV-positivo.

La sobreexpresion del HER2 en el cancer gastrico varia de 9% a 23% y es
méas comun en el subtipo intestinal. El trastuzumab ha demostrado actividad
antitumoral significativa en tumores que tienen la sobreexpresion HER2. Otras
investigaciones de biomarcadores, combinaciones de farmacos, secuencias y terapias
de mantenimiento pueden producir resultados mas significativos de VEGF como
objetivo qué se espera de las nuevas terapias para las neoplasias esofagicas y
gastrica (SALZBERG et al., 2018).
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2.9. HIF-1a EN CANCER GASTRICO

En pacientes con cancer gastrico, la activacion de HIF-1a después de una
hipoxia extendida se correlaciona fuertemente con un fenotipo tumoral agresivo y un
mal prondstico. También se ha informado que la activacion de HIF-1a se produce a
través de mecanismos independientes de la hipoxia, como la sefializacion PI3K / AKT
/ mTOR y la produccién de ROS-1 - Figura 4 (KITAJIMA; MIYAZAKI, 2013b).

Figure 4 - Mecanismos moleculares de la activacién de HIF-1a.
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Descripcién: Bajo normoxia, HIF-1a se hidroxila en los residuos de prolina por las proteinas del
dominio de la prolil hidroxilasa (PHD). HIF-1a prolilhidroxilado esta unido por la proteina supresora de
tumores Von Hippel-Lindau (VHL), que recluta una ligasa E3-ubiquitina que se dirige a HIF-1a para la
degradacion proteasémica. Bajo hipoxia, la reaccion de hidroxilacion de prolilo en HIF-1a es inhibida
por la privacion de O2. La degradacion de HIF-1a se inhibe y se transloca al nicleo donde se une con
HIF-1B. El heterodimero luego se une junto con CBP/p300 al elemento de respuesta a la hipoxia (HRE)
en los promotores de genes diana. Las proteinas HIF-1a también se estabilizan mediante especies
reactivas de oxigeno intracelular (ROS), que bloquean las actividades de PHD. HIF-1a también puede
regularse mediante mecanismos independientes del oxigeno. Se puede activar por mutaciones de
PTEN y VHL. Ademas, HIF-1a puede activarse por hiperactividad de las vias RAS/MAPK y PI3K-AKT-
mMTOR después de la sefializacion de la proteina tirosina quinasa (PTK) del factor de crecimiento
(KITAJIMA; MIYAZAKI, 2013B).
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Los roles criticos del HIF-1a se encuentran en el metabolismo de la glucosa,
carcinogénesis, angiogénesis, invasion, metastasis, supervivencia celular vy

quimiorresistencia, del cancer géstrico (Figura 5).

Figure 5 -Efecto Warburg en células cancerosas, en el que HIF-1a regula los genes diana
relacionados con el metabolismo de la glucosa.
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Descripcién: HIF-1a se activa por varios factores como la hipoxia, factores de crecimiento, oncogenes
y ROS intracelulares (flecha rosa). El HIF-1a activado regula al alza el transportador de glucosa GLUT1
para aumentar la ingesta de glucosa en las células cancerosas. HIF-1a acelera el paso de la glucélisis
regulando al alza ENO, ALD, PGK1 y PKM2 y metabolizando el piruvato. El piruvato no se convierte en
acetil CoA porque HIF-1a regula positivamente PDK-1, que inhibe la PDH. Por otro lado, el piruvato se
metaboliza a lactato y es transportado fuera de las células cancerosas por los genes objetivo HIF-1a
LDHA y MCT4 (KITAJIMA;MIYAZAKI, 2013b).

2.10. QUIMIORRESISTENCIA

HIF-1a es uno de los principales contribuyentes involucrados en la resistencia
a los medicamentos de quimioterapia contra el cancer. Hay dos lineas celulares de
cancer gastrico, MKN45-KD y MKN74-KD, con expresion deficiente de HIF-1a por
transfeccion de siRNA. (NAKAMURA et al., 2010b) y las células silenciadas de HIF-
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1la son mas sensibles al 5-FU que las células de control, MKN45-SC y MKN74-SC, in
vitro.

Ademas, los efectos de la eliminacion de HIF-1a en la apoptosis inducida por
5-FU se ven claramente en los tumores de xenoinjerto, que albergan una region
hipdéxica dentro de ellos-Figura 6 (KITAJIMA; MIYAZAKI, 2013b).

Figure 6 - Expresion deficiente de HIF-1a aumenta la quimio sensibilidad a 5-FU en las células de
cancer gastrico MKN-45.
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Descripcién: (A) Un analisis de transferencia Western de HIF-1a en la linea celular de cancer gastrico
deficiente en HIF-1la MKN45-KD en la que se transfectaron plasmidos de ARNip si IF HIF-1a. La
induccion hipéxica de HIF-1a fue completamente eliminada en MKN45-KD en comparacién con la
observada en la linea celular de control MKN45-SC. (B) Efectos de la caida de HIF-1a sobre la
sensibilidad en xenoinjertos de ratones desnudos. El tratamiento con 5-FU se administré tres veces por
semana a partir del dia 17. El tamafio del tumor antes del tratamiento fue significativamente mayor en
los tumores MKN45-KD que en los tumores MKN45-SC. La tasa de respuesta al 5-FU, que se estimé
en funcion del tamafio del tumor en el dia 35, fue significativamente mejor en los tumores KD que en
los tumores SC (41.7% * 38.3% vs. 141.38 + 48.1%). (C) Un ensayo TUNEL mostr6 un aumento
significativo en el nimero de células apoptoéticas con tincién nuclear en los tumores HIF-1a KD después
del tratamiento con 5-FU (KITAJIMA; MIYAZAKI, 2013b).

Asi mismo, un analisis inmunohistoquimico con 95 tejidos cancerosos
resecados reveld que la expresion de HIF-1a es un factor de riesgo independiente
para la recaida en pacientes con cancer gastrico que se someten a quimioterapia con

5-FU después de la operacion (figura 7).
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Figure 7 - Expresion de HIF-1a es un determinante desfavorable de la recaida en pacientes con
cancer gastrico que se someten a quimioterapia adyuvante con 5-FU.
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Descripcién: (A) Tincibn inmunohistoquimica de HIF-1a en muestras de cancer gastrico. La tincion
nuclear de la expresién de HIF-1a se muestra en el panel izquierdo, mientras que la expresion se
observa negativamente en el panel derecho. (B) Estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia
especifica de la enfermedad (DSS) de los pacientes segun la expresion de HIF-1la. Entre los 91
pacientes, los casos negativos para HIF-1a mostraron DSS significativamente més largos que los casos
positivos para HIF-1a. Entre los 64 pacientes que se sometieron a quimioterapia adyuvante después
de la cirugia, el DSS de los casos negativos para HIF-1a también fue significativamente mas largo que
el de los casos positivos para HIF-1a. Por otro lado, en los 27 pacientes en el grupo de cirugia sola, la
expresién de HIF-1a no contribuyé a la supervivencia del paciente (KITAJIMA; MIYAZAKI, 2013b).

Asociada con la quimiorresistencia, la hipoxia tumoral también es una causa

conocida de fracaso de la radioterapia en tumores solidos, y HIF-1a parece regular

varios aspectos de la respuesta a la radioterapia. Recientemente, se revel6 que el

compuesto de bencilideno lactama KNK437 abroga la radiorresistencia inducida por

la hipoxia mediante la inhibicion de la sefalizacion de AKT-HIF-1a en células de
glioma (OMMEN; PRISE, 2012) y cancer de mama humano (KITAJIMA; MIYAZAKI,

2013a).
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La TSA actia como un potente radiosensibilizador en las células HelLa
(Células de cultivo Henrietta Lacks) en condiciones de hipoxia, regulando
negativamente la expresion de las proteinas HIF-1a y VEGF. Estos informes indican
que HIF-1a actua sobre la radiorresistencia en condiciones de hipoxia y que los
inhibidores de HIF-1a pueden ser Utiles para sensibilizar los canceres solidos a la
radioterapia. Actualmente, pocos informes respaldan la participacion de HIF-1a en la
radiorresistencia utilizando células de cancer gastrico. En el futuro, el importante papel
de HIF-1a en la radiorresistencia puede revelarse en el cancer gastrico (KITAJIMA;
MIYAZAKI, 2013a).

2.11. ESTADIFICACION

Existen varias ediciones de la clasificacion del Cancer Gastrico, en este trabajo
se utilizo la clasificacion de Grupos de Pronosticos y definiciones TNM del American
Joint Comité on Cancer (séptima edicion), grupos de Prondsticos y definiciones TNM
del American Joint Committee on Cancer (AJCC), designd los estadios y la
clasificacion TNM (Tumor, Ganglio linfatico y Metastasis) del cancer del estbmago-
Tabla 1 (WITTEKIND, 2015).



2 Revisidn Bibliogrdfica

35

Table 1- Estadificacion TNM de cancer gastrico en AJCC 7ma edicién.

Tla
T1ib
T2
T3
T4a
T4b
N1
N2
N3
M1
pM1

Tumor invade a la lamina propia

Tumor invade a la submucosa

Tumor invade a la muscularis propia

Tumor invade a la subserosa

Tumor penetra a la serosa sin invasion a estructuras adyacente
Tumor invades a estructuras adyascentes

Metastasis en 1 a 2 ganglios linfaticos regionales

Metastasis en 4 a 6 ganglios linfaticos

Metastasis en 7 a 15 ganglios linfaticos regionales

Metastasis a distancia

Metastasis a distancia microscopicamente confirmadas

Nota: Las metastasis a distancia incluyen: implantes peritoneales, citologia peritoneal positiva,
y tumor en el epiplén que no sea por extension por continuidad

AGRUPACION POR ESTADIOS

Estadio O
Estadio IA
Estadio 1B
Estadio IIA
Estadio 11B
Estadio IlIA
Estadio 111B
Estadio IlIC
Estadio IV

Tumor invade a la lamina propia

T1 NO MO

T2 NO MO, T1 N1 MO

T3 NO MO, T2 N1 MO, T1 N2 MO

T4a NO MO, T3 N1 MO, T2 N2 MO T1 N3 MO
T4a N1 MO, T3 N2 MO, T2 N3 MO

T4b NO, N1 MO T4a N2 MO, T3 N3 MO

T4a N3 MO T4b N2, N3 MO

cT cN M1

FUENTE: AJCC. (WITTEKIND, 2015)

2.12. ASPECTOS GENERALES DE LAS OPCIONES DE TRATAMIENTO

Dado las altas tasas de recurrencia del cancer gastrico local, regional y a

distancia, se plantearon estudios de adyuvancia con quimio y radioterapia
(MACDONALD et al., 2001). Como el estudio INT-0116 (AJANI et al., 2006) y un
estudio fase Il, con neoadyuvancia con quimioterapia preoperatoria y posoperatoria
sin radioterapia (CUNNINGHAM et al., 2015) Tabla 2 y 3.
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Table 2 - Tratamiento del cancer gastrico estandarizado en los Hospitales de SOLCA del Ecuador
fundamentado en las guias NCCN, de Norteamérica

Estadio de cancer Opciones de tratamiento
Géstrico

0 . Cirugia (gastrectomia-Linfadenectomia)
. Reseccion endoscoépica de la mucosa

I . Reseccién quirdrgica (gastrectomia subtotal distal, proximal

subtotal o total + esofagectomia distal si compromete cardias)

. Reseccion endoscoépica de la mucosa
. Quimio radioterapia postoperatoria*
. Quimioterapia pre o perioperatoria.
. Esplenectomia no se realiza de manera rutinaria.

iy . Reseccion quirdrgica (gastrectomia subtotal distal, subtotal

proximal si se involucra cardias y total si se compromete
difusamente estdbmago y 6 cm de cardias)

. Linfadenectomia regional a toda reseccién quirargica
. Quimioterapia pre o perioperatoria
. Quimiorradioterapia postoperatoria (adyuvante)
. Quimioterapia postoperatoria (adyuvante)
. Esplenectomia no se realiza de manera rutinaria.
v, inoperable y o Terapia sistémica paliativa de primera linea
recidivante . Terapia sistémica paliativa de segunda linea
. Terapia endoluminal con endoprotesis 0 gastro-yeyunostomia
para pacientes con obstruccién géastrica.
. Inmunoterapia

*Quimio radioterapia postoperatoria se recomienda en pacientes TIN1 Y T2NO

Fuente: (PETER, 1988; ELL et al., 1994; BONENKAMP, 1995; BRENAN, 1996; BOZZETTI et al., 1999;
MACDONALD et al., 2001; BANCEWICZ et al., 2003; AJANI et al., 2006; CUNNINGHAM et al., 2008;
WILKE et al., 2014) Adaptado por: investigador

Table 3 - Tratamiento: Quimio radioterapia en cancer gastrico fundamentado en las guias NCCN, de
Norte América.

Estadio de cancer Opciones de Quimio radioterapia
Gastrico
Iy 1l . Posoperatoria con ECF
. Neoadyuvante.
IV, inoperable y . Quimioterapia paliativa con 5-Fu, doxorubicina y
recidivante metrotexato (FAMTX).
. ECF.
. FAMTX
. Oxaliplatino y Capecitabina
. DCF
. CF
. ELF
. Trastuzumab

Fuente: (COMIS; CARTER, 1974; CULLINAN et al., 1985; WEBB et al., 1997; WATERS et al., 1999;
VANHOEFER et al., 2000; MACDONALD et al., 2001; ROSS et al., 2002; OHTSU et al., 2003; AJANI
et al., 2006; CUNNINGHAM et al., 2006; NAKAJIMA et al., 2007; BANG et al., 2010; WAGNER et al.,
2010; TANG et al., 2015; VAN CUTSEM, 2015; FUCHS et al., 2017). Realizado por: investigador
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Con respecto a la quimioterapia de segunda linea, se probaron una
fluoropirimidina y un derivado del platino como quimioterapia de rescate o atencién de
apoyo (KANG et al., 2012). La quimioterapia de rescate incluy6é docetaxel (60 mg/m2
cada 3 semanas) e irinotecadn (150 mg/m2 cada 2 semanas) (FUCHS, 2017),
ramucirumab pembrolizumab (MANDALA et al., 2018), nivolumab (YOON-KOO
KANG, 2017) y son opciones de tratamiento bajo evaluacion clinica del estbmago. En
estadios IV y cancer géstrico recurrente se utiliza quimioterapia paliativa con:
irinotecén y cisplatino, otra opcion es acido folico, 5-FU e irinotecan (FOLFIRI) o con
leucovorina, 5-FU y oxaliplatino (FOLFOX).

Por lo tanto, considerando que el prondstico para el cancer gastrico sigue
siendo pobre, es necesaria una caracterizacion detallada de los marcadores
moleculares que gobiernan su patogénesis para establecer opciones terapéuticas
innovadoras. Un metaanalisis de cuarenta y dos publicaciones con un total de 12.749
pacientes cumplieron los dos criterios y fueron revisadas en detalle. La mayoria de las
publicaciones (71%) demostré que un estado HER2-posltivo medido ya sea por IHC
0 ISH se asocié con mala supervivencia y / o caracteristicas clinicas, tales como
invasion a serosa, metastasis de ganglios linfaticos, etapa de la enfermedad, o
metéstasis distantes. Sobre la base del andlisis actual se mostro una clara tendencia
hacia un papel potencial para HER2 como un factor prondstico negativo en el cancer
gastrico, lo que sugiere que la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 es una
anomalia molecular que podria estar relacionada con el desarrollo de cancer géastrico
(JORGENSEN; HERSOM, 2012).

La sobreexpresion de HIF-1ay HER2 se ha asociado con un mal prondstico
para el cancer gastrico. Sin embargo, aunque investigado durante afios, el papel
prondstico de estos marcadores sigue siendo controvertido. La sobreexpresion de
HIF-1a y HER2 puede considerarse un biomarcador pronéstico independiente Gtil en
el cancer gastrico después de la gastrectomia, y se correlaciona con una
supervivencia global deficiente, que influye en la respuesta a la quimioterapia, la
radioterapia y el anticuerpo monoclonal. En este concurso, la asociacion del estudio
de la expresion de HIF-1la y HER2 en cancer gastrico con altitud y supervivencia se
puede utilizar para estratificar a los pacientes con un mayor riesgo de mal prondstico,

con miras a guiar el manejo clinico.



3. OBJETIVO
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3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la influencia de la altitud y la expresion de HIF-1 en la

supervivencia de pacientes con adenocarcinoma gastrico.



4. PACIENTES Y METODOS
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4. PACIENTES Y METODOS

4.1. DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional, de casos y controles, transversal y
retrospectivo, mediante un andlisis inicial de 600 historias clinicas electronicas de
pacientes atendidos exclusivamente en la red hospitalaria SOLCA con diagnéstico de
adenocarcinoma gastrico (AG). Los pacientes fueron seleccionados secuencialmente
por cumplir con los criterios de inclusién de una base de datos obtenida de cada
hospital en el periodo de 2005 a 2015. Inicialmente se intentaba seleccionar 200
pacientes por cada hospital sin embargo no se logra dicho objetivo, a pesar que se
extendio el tiempo de captura hasta 2018. Otros 74 pacientes, a los que se les realizé
endoscopia diagnéstica, fueron considerados controles para el estudio
inmunohistoquimico, provenientes de las regiones de la costa y sierra. Los pacientes
evaluados procedian de los siguientes hospitales:

- 2 Hospitales en la sierra: Hospital Oncoldgico SOLCA Ambato y Hospital
Oncolégico SOLCA Quito (400 pacientes con AG, y 49 pacientes sin
cancer);

- 1 Hospital en la regién costa: el Hospital Oncolégico de SOLCA Guayaquil
(200 pacientes diagnosticados con AG y 25 pacientes sin cancer);

- 1 Hospital de Especialidades de las Fuerzas Armadas N° - 1, en la sierra
con 25 pacientes sin cancer.

Todas las investigaciones clinicas se llevaron a cabo de acuerdo con los
principios descritos en la Declaracion de Helsinki. Ademas, los protocolos de estudio
fueron aprobados por el Comité de Etica e Investigacion en Seres Humanos Sociedad
de Lucha contra el Cancer (SOLCA) — Quito y Comité de Etica e Investigacion en
Seres Humanos de la Universidad Central del Ecuador. Adicionalmente cuenta con la
aprobacion del Comité de Investigacién del Hospital de la Unidad Oncolégica de
Tungurahua y del Comité de Investigacion del Hospital de Solca Guayaquil.

Se gestiono ante la Agencia de Regulacion Control y Vigilancia Sanitaria del
Ecuador el permiso para llevar las laminillas de tejido histopatologico del obtenidas del
banco de tejidos de los Departamentos de Patologia de los hospitales participantes,

con la finalidad de realizar su revision, seleccién, y analisis de los especimenes en el
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Departamento de Patologia y Medicina Forense de la Escuela de Medicina de la

Universidad de Sao Paulo de Ribeirdo Preto.

4.2. CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Diagnéstico histopatolégico de adenocarcinoma gastrico AG ICD 10: C16
tumor maligno del estbmago;

2. Biopsia sin carcinoma géstrico y sin Helicobacter pylori (GC); (para el grupo
control)

3. Pacientes de entre 18 y 100 afios de edad;

4. Manejo integral en uno de los hospitales oncolégicos (SOLCA Quito,
Ambato, Guayaquil) u Hospital de Especialidades de FFAA HE-1,

5. Muestras histopatoldgicas y bloques de parafina o de calidad Optima
procesados con formaldehido tamponado, para estudio de

inmunohistoquimica.

4.3. CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Manejo o gestion parcial fuera de los hospitales oncoldgicos (SOLCA Quito,
Ambato, Guayaquil);

2. Fallecimiento del paciente en la etapa de estratificacion, que no iniciaron

tratamiento, o sin seguimiento total en la institucion.

3. Paciente con Helicobacter pylori positivo (grupo control);

4. Pacientes no tratados quirirgicamente es estos centros;

5. Otra neoplasia.

La mayoria de los pacientes fueron sometidos a gastrectomia y algunos de
ellos a tratamiento adyuvante, sin embargo, algunos de ellos no aceptaron dicho
tratamiento. Ningun paciente fue sometido a quimioterapia o radioterapia
neoadyuvante.

Solo se incluyeron pacientes que dispusieron de las laminillas con muestras
tumorales embebidas en parafina y con condiciones adecuadas para el estudio
inmunohistoquimico. La estadificacion del tumor se realiz6 de acuerdo con la 72
edicion del American Joint Committee on Cancer / Union International Control Center
TNM.
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4.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis se realizaron utilizando las pruebas de homogeneidad exacta de
Fisher y Breslow-Day, las curvas de Kaplan-Meier y el tiempo de supervivencia medio
restringido  ARMST. Se utilizaron curvas de Kaplan-Meier para analizar la
supervivencia global segun clases de variables de interés (sexo, edad, region y
expresiones de HIF y HER).

Después de verificar la proporcionalidad de los riesgos, se encontré que los
modelos estandar de riesgos proporcionales de Cox y las medidas de raz6n de riesgo
(HR) eran inadecuados para nuestros datos, al no cumplirse la suposicion de
proporcionalidad del riesgo. Como alternativa, se utilizé el tiempo de supervivencia
medio restringido (RMST) como estadistica de resumen para las curvas de
supervivencia (ZHAO et al., 2016).

El RMST es el tiempo medio de supervivencia de todos los sujetos seguido
hasta un tiempo t, obtenido del area bajo la curva de Kaplan-Meier correspondiente
de la funcion de supervivencia hasta t. EIl RMST se estimé ent = 24, 60 y 120 meses
después del tratamiento con diagnostico (KANG, 2022).

Se consider6 una diferencia de RMST, pero no una proporcion de RMST,
como la medida del efecto porque puede ser intuitivamente comprensible para los
meédicos. Las comparaciones entre RMST ajustadas por sexo y edad se realizaron
utilizando un analisis ajustado de tipo ANOVA (TIAN; ZHAO; WEI, 2014; NOGUEIRA
et al., 2018).

Los valores de RMST con intervalos de confianza del 95% (IC95%) se
estimaron utilizando el paquete 'survRM2' del lenguaje de programaciéon R. El nivel de

significancia adoptado fue de 0,05.

4.5. SEGUIMIENTO DE PACIENTES y/o EXPEDIENTE CLINICO

En ausencia de sintomas, el examen fisico fue realizado cada 3-6 meses
durante el tiempo de sobrevida. El seguimiento consistié6 en una evaluacion clinica,
hemograma completo, pruebas de funcién hepatica, tomografia computarizada
pulmonar, abdominal y pélvica. Se registro, la fecha de la primera recaida y la fecha
de la muerte, la supervivencia se calculd6 desde el momento del diagndstico

histopatoldgico, hasta el Gltimo seguimiento o muerte por cualquier causa.
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4.6. REVISION HISTOLOGICA

Las muestras de cancer gastrico de biopsias endoscopicas 0 reseccion
quirdrgica previamente procesadas histolégicamente y tefiidas con el método de
tincién de hematoxilina y eosina fueron seleccionadas por un comité de expertos en
patologia de cada hospital de Quito, Ambato y Guayaquil.

Los tumores se catalogaron segun la clasificacion de Laurén (LAUREN, 1965;
LAUWERS et al., 2010). Esta clasificacion reconoce tipos intestinales, difusos, mixtos
e indeterminados. Los carcinomas difusos consisten en células neoplasicas poco
cohesivas con poca o ninguna formacién glandular. Los carcinomas intestinales estan
formados por glandulas de diferentes grados de diferenciaciéon. Los tumores
compuestos por componentes intestinales y difusos en proporciones equivalentes se
denominan mixtos. Los tumores indiferenciados se clasifican como indeterminados
(LAUREN, 1965; PARK; HAN; LAUWERS, 2016)

4.7. INMUNO - HISTOQUIMICA

Los cortes histoldgicos fueron previamente seleccionados y procesados en
laminillas de vidrio (porta objetos), realizados en los hospitales de Quito, Ambato y
Guayaquil, para desparafinizacion, diafanizacién e hidratacion.

Luego, la recuperacién antigénica se llevé a cabo mediante calor himedo, en
la olla de vapor Optisteam Plus con el tampon pH alto (Kit EnVision), durante 45
minutos. Posteriormente la peroxidasa enddgena se bloqued con perdxido de
hidrégeno al 3% en tampon PBS pH 7,2.

Los portaobjetos se incubaron durante una hora con anticuerpos primarios
Policlonal de conejo - Antihumano, C-erbB-2-oncoproteina, codigo A - 0485 / DAKO,
a una dilucién de 1: 500; Conejo policlonal a HIF-1 alfa, ab82832, Abcam, dilucion
1:75. Después de la incubacion, se realizaron tres lavados consecutivos con el tampon
TBST, seguidos de la incubacion en el sistema de deteccion Envision Flex HRP-Dako
coédigo K8002 durante 30 minutos. Luego nuevamente se realizaron tres lavados

consecutivos con el tampén TBST.
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La reaccion se desarroll6 con diaminobencidina (DAB) del Kit EnVision
(K8002) en 5 minutos. Los cortes histolégicos fueron tefiidos con hematoxilina de
Harris, se deshidrataron y diafanizaron para el montaje de portaobjetos con Entelan.

El sistema de deteccion utilizado fue el Kit EnVision Flex - DAKO, cédigo
K8002 y los tampones de bafio con TBS 0,05 M, pH 7,6 (Tris Buffer Saline) y TBST
(Tris Buffer Saline con adicion de 0.3% Triton X100).

Los controles positivos fueron los recomendados por el fabricante para cada
anticuerpo. Los controles negativos se obtuvieron utilizando las mismas secciones
histoldgicas utilizadas en los controles positivos, reemplazando el anticuerpo primario

por un diluyente.

4.8. EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA

4.8.1 Anélisis inmuno-histoquimica HER 2

Las evaluaciones inmunohistoquimicas fueron realizadas por un patélogo

experimentado que desconocia los grupos constituidos.

Los criterios para interpretar los hallazgos inmunohistoquimicos de HER2 en
carcinomas gastricos incluirdn un patron de marcacion de membrana completa,
basolateral o lateral. Se considerara positivo los casos con puntaje 2 y 3, con
intensidad de marcado débil / moderada y fuerte, en 210% de las células tumorales
en muestras quirdrgicas y en grupos de al menos 5 células tumorales agrupadas en
biopsias. Ausencia de reactividad o reactividad membranosa en <10% de las células
tumorales (puntuacion 0), o reactividad de membrana débil o apenas perceptible en =
10% de las células tumorales en muestras quirdrgicas y en grupos de al menos 5
células tumorales agrupadas en biopsias (puntuacién 1) se considerara negativo-
Tabla 4 (BACCHI; SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA, 1999; RUSCHOFF
ET AL., 2012)
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Table 4 - Evaluacion de HER2

POSITIVAS

SCORE 2-3 Intensidad de marcacion leve, Grupos no menos de 5
moderada o fuerte en >10% de células tumorales agrupadas
células tumorales

NEGATIVOS

SCORE 1 Reactividad membranosa leve o Grupos no menos de 5
poco perceptible en > 10% de células tumorales agrupadas
células tumorales

SCORE 0 Ausencia de reactividad o Grupos no menos de 5

reactividad membranosa en < del células tumorales agrupadas
10% de células tumorales

4.8.2 Andlisis inmuno-histoquimica de HIF-1

La evaluaciéon de la tincibn nuclear se realiz6 segun la puntuacion
inmunorreactiva = intensidad de tincion x porcentaje de nucleos positivos. Un valor de
intensidad de color de 0 fue negativo; 1, débil; 2, moderado; y 3, fuerte. El porcentaje
de positividad nuclear se subdividié en: 0- negativo; 1, positivo en < 10% de las células;
2, positivo en>10% y < 50% de las células; 3, positivo en> 50% y < 75% de las células;
y 4, positivo en> 75% de las células.

Las dos puntuaciones se multiplicaron y expresaron como: 0, negativo; 1-4,
expresion débil; 5-8, expresion moderada; y 9-12, expresion fuerte. La puntuacion
media se utiliz6 como punto de corte para la expresion (Puntuacion media = 6). Los
pacientes se dividieron en grupos: negativos - ausencia de expresion, alta expresion
(7-12) y baja expresion (1-6) - Tabla 5 (LIU et al., 2008; WANG et al., 2010; ZHANG
et al., 2018)
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Table 5 — Evaluacion de HIF-1.

POSITIVAS
SCORE 7-12 Positivo Alta expresién
SCORE 1-6 Positivo Baja expresion
NEGATIVO

SCORE 0 Negativo Ausencia de expresion
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5. RESULTADOS

De las 600 historias clinicas analizadas de 2 hospitales oncolégicos de Serra
y 1 hospital oncoldgico de la costa, atendidos entre 2005 y 2018, 438 no contenian
informacion completa sobre las variables consideradas esenciales para el estudio y
solo 155 pacientes cumplian los criterios de inclusion (56 de la costa y 99 de la sierra).
El grupo control estuvo conformado por 74 pacientes sin cancer (66 con
mucosas gastritis y 8 normales, todos negativos para Helicobacter pylori), 25 que

vivian en la costa y 49 en la sierra (Figura 8).

Figure 8 - Resultado del disefio del estudio

FLUJOGRAMA DEL PROCESO DE SELECCION DE PACIENTES

674 EXPEDIENTES DE 4 HOSPITALES
ANALIZADOS

SE EXCLUYERON 445 PACIENTES POR
DATOS INSUFICIENTES EN LOS
EXPEDIENTES O MUESTRAS
HISTOPATOLOGICAS NO IDONEAS PARA
ESTUDIO

229 PACIENTES CON CRITERIOS DE INCLUSION
Y MUESTRAS HISTOPATOLOGICAS
ADECUADAS

74 CONTROLES (SIN
CANCER)

o\ la’

COSTA 56 | SIERRA 99 COSTA 25 SIERRA 49

155 CASOS (CON CANCER)




5 Resultados 50

5.1 CARACTERISTICAS DEL GRUPO CONTROL (GC).

De los 74 pacientes del GC, incluyendo costay sierra, 66 (89,1%) presentaban
gastritis y el resto mucosa normal. No hubo diferencia significativa entre aquellos con
mucosa normal y aquellos con gastritis en las variables edad, sexo, region y expresion
de HIF-1 (Figura 9). La expresion de HER2 (Figura 10) fue negativa en el grupo de
gastritis y en el grupo de mucosa normal (Tabla 6).

Table 6 - Caracteristicas de los pacientes del grupo control estratificado por gastritis y mucosa normal.

p value
Mucosa ()
Variable Gastritis normal Total OR (95%CI)
Edad Hasta 60 afios 35(53.0)  3(37.5) 38 Ref. 0474
Mayores de 60 afios 31 (47.0) 5 (62.5) 36 0.53(0.15-1.84)
Total 66 (100%) 8 (100%) 74
Region costa 23 (34.8) 2 (25.0) 25 Ref. 0.709
sierra 43 (65.2) 6 (75.0) 49 0.62 (0.14 - 2.73)
Total 66 (100%) 8 (100%) 74
Sexo Femenino 45 (68.2) 5 (62.5) 50 Ref. 0.709
Masculino 21 (31.8) 3(37.5) 24 0.78 (0.27 - 2.23)
Total 66 (100%) 8 (100%) 74
Expresion 1.000
de HIF-1 Negativo 17 (25.8) 2 (25.0) 19 Ref. '
Positivo 49 (74.2) 6 (75.0) 55 0.96 (0.22 - 4.22)
Total 66 (100%) 8 (100%) 74
Expresion
de HER-2  Negativo 66 (100.0) 8 (100.0) 94 Ref.
Positivo 0 (0.0) 0 (0.0) 135 -
Total 66 (100%) 8 (100%) 229

(a) Test exacto de Fisher

5.2 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON ADENOCARCINOMA Y
CONTROLES

En la comparacion entre los 155 pacientes con adenocarcinoma gastrico (GA)

y los 74 controles (GC), se detectd una diferencia significativa en la distribucion entre

sexos, con 64 mujeres (41,3%) y 50 (67.6%), respectivamente. (p<0.001), y la
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expresion de HIF-1 con 80 (51,6%) positivos en el AG y 55 (74,3) en el GC (p=0,001)
- Figura 8, asi como en la expresion de HER2 (Figura 9), con 14 (9,0%) en el AG y sin
expresion en el GC (p= 0,006) (Tabla 7).

Table 7 - Caracteristicas de los pacientes con adenocarcinoma gastrico (GA) y controles (GC).

p value
Variable GA GC Total OR (95%CI) (@)
Edad Hasta 60 afios 81 (52.3) 38 (51.4) 119 1.000
Mayores de 60 afios 74 (47.7) 36 (48.6) 110 0.96 (0.55 - 1.69)
Total 155(100%) 74 (100% 229
Regién costa 56 (36.1) 25 (33.8) 81 0.769
sierra 99 (63.9) 49 (66.2) 148 0.90 (0.51 - 1.59)
Total 155(100%) 74 (100% 229
Sexo Femenino 64 (41.3) 50 (67.6) 114 <0.001
Masculino 91 (58.7) 24 (32.4) 115 2.97 (1.64 - 5.26)
Total 155(100%) 74 (100% 229
Expresion
de HIF-1 Negativo 75 (48.4) 19 (25.7) 94 0.001
Positivo 80 (51.6) 55 (74.3) 135 0.37 (0.20 - 0.66)
Total 155(100%) 74 (100%) 229
Expresion
de HER-2  Negativo 141 (91.0) 74 (100.0) 215 0.006
Positivo 14 (9.0) 0 (0.0) 14 -
Total 155(100%) 74 (100% 229

(a) Test exacto de Fisher
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Figure 9 - Tincién inmunohistoquimica de con diferentes Scores de expresién de HIF-1a, en cancer
gastrico.
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Figure 10 - Tincién inmunohistoquimica con diferentes Scores de expresion de HER 2.
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5.3 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON ADENOCARCINOMA DE LA

COSTA Y DE LA SIERRA

Comparando los grupos con AG de la costa (GAC) con el de la sierra (GAS),

no hubo diferencia en cuanto a edad, sexo, expresion de HIF1, expresion de HER2,
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estadios y localizacion del tumor. Por otro lado, hubo diferencia significativa en

relacion al patron histologico (p = 0,011) y tipo de tratamiento (p=0,004) (Tabla 8).

Table 8 - Caracteristicas de los pacientes con adenocarcinoma de la costa (GAC), de la sierra (GAS).

p value
Variable Costa Sierra Total (a)
Edad Hasta 60 afios 43 (53.1) 76 (51.4) 119 0.890
Mayores de 60
afios 38 (46.9) 72 (48.6) 110
Sexo Femenino 45 [55.6) 69 (46.6) 114 0.215
Masculino 36 (44.4) 79 (53.4) 115
Expresion de HIF-1 Megativo 36 (44.4) 58 (39.2) 94 0483
Positivo 45 (55.6) 90 (60.8) 135
141
Expresion de HER-2 Megativo 74 (91.4) (95.3) 215 0.258
Positivo 7 (B.8) 7 {4.7) 14
Histologia Intestinal 20 (51.8) 58 (58.6) 87 0.011
Difuso 22 (35.3) 41(41.4) 63
Mixto 5 (8.9) 0 {0.0) 5
Estadio TNM (n=155) |AIB 4 (7.1) 6 (6.1) 10 0.275
] 8 (14.3) 25(25.3) 33
A 7 (12.5) 15(15.2) 22
ne 13({23.2) 19(19.2) 32
VMO 10 (17.9) 7(7.1) 17
Ivm1 14 (25.0) 27 (27.3) 41
Ubicacion del tumor  cardias 3(5.4) 6(6.1) 9 1.000
CUerpo 53 (94.6) 93 (93.9) 146
Tratamiento a.CRUGIA, 56 (32.1) 83 (16.2) 139 0.004
d.CIRUGIA,
QuImIO, RADIO, e.
CIRUGIA, QUIMID
c.RADIO, 0(0) 16(1.0) 16
g.QuIMIO,RADIO
h.NINGUNO-
PALIATIVO

(a) Teste exacto de Fisher
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5.4 COMPARACION DE LA EXPRESION DE HIF-1 EN PACIENTES CON
ADENOCARCINOMA DE LA COSTA (GAC), DE LA SIERRA (GAS) Y LOS
RESPECTIVOS CONTROLES (GC).

La expresion positiva de HIF-1 fue identificada en 37 pacientes (66,1%) del
GAC y en 8 (32,0%) GC, con diferencia significativa (p = 0,0070), lo que también
ocurrié en el GAS con 43 (43,4%) positivos y 47 (95,9%) en el GC (p < 0,001) (Tabla
9).

Table 9 - Expresién de HIF-1 en pacientes con adenocarcinoma de la costa (GAC), de la sierra (GAS)
y respectivos controles (GC).

Costa x
Costa Sierra Sierra
p value
Variable GAC GC Total OR (95%CI) p value (a) GAS GC Total OR (95%Cl) (a) | pvalue (b)
Edad Hasta 60 afios 30 (53.6) 13 (52.0) 43 Ref. 1.000 | 51(51.5) 25 (51.0) 76 Ref. 1.000 0.942
Mayores de 60
afios 26 (46.4) 12 (48.0) 38 0.94 (0.43 - 2.04) 48 (48.5) 24 (49.0) 72 0.98 (0.53 - 1.82)
56 25 81 99 49 148
Sexo Femenino 27 (48.2) 18 (72.0) 45 Ref. 0.056 | 37 (37.4) 32 (65.3) 69 Ref. 0.002 0.834
Masculino 29 (51.8) 7 (28.0) 36 2.76 (1.12 - 6.67) 62 (62.6) 17 (34.7) 79 3.15 (1.61 - 6.25)
56 25 81 99 49 148
Expresion de
HIF-1 Negativo 19 (33.9) 17 (68.0) 36 Ref. 0.007 | 56 (56.6) 2(4.2) 58 Ref. <0.001 <0.001
Positivo 37 (66.1) 8(32.0) 45 4.14 (1.69 - 10.0) 43 (43.4) 47 (95.9) 90 0.03 (0.01 - 0.10)
56 25 81 99 49 148

(a) Test exacto de Fisher

(b) Test de homogeneidad de Breslow-Day

5.5 ANALISIS DE SOBREVIDAS

La sobrevida global del grupo de pacientes tratados (n=155) fue
significativamente mayor en los pacientes tratados en la region costa y que expresaron
HIF 1. El género, la distribucién por edad por encima y por debajo de los 60 afios y la

expresion de HER2 no influyeron en la sobrevida (Figura 11) y Apéndice A.
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Figure 11 - Supervivencia global en pacientes con adenocarcinoma gastrico residentes en regiones
de costa y montafia e influencia de la region, sexo, edad y expresion de HIF-1 y HER2. La RMST
mostrada en las figuras se calculé para un intervalode t=1
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Al comparar la supervivencia de los grupos GAC y GAS, los tratados en la region
costera con mas de 60 afios de edad tuvieron una supervivencia significativamente mayor;

el género, la expresion de HIF1 y HER 2 no influyeron en la supervivencia en este grupo.
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Por otro lado, en GAS, la supervivencia fue significativamente mayor en pacientes mujeres
y en aquellos con expresion positiva de HIF1 (Figura 12). EI ARMST ajustado por sexo y

edad se encuentra en el Apéndice A.

Figure 12 - Supervivencia de pacientes con adenocarcinoma gastrico residentes en regiones
costeras (GAC) y montafiosas (GAS) e influencia de la regién, género, edad y expresion de HIF-1y
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6. DISCUSION

Hay alrededor de 52 factores de riesgo para el cancer gastrico identificados y
clasificados en nueve categorias principales: infecciones, dieta, estilo de vida,
predisposicion genética, antecedentes familiares, tratamiento y condiciones médicas,
caracteristicas demograficas, exposiciones ocupacionales y radiacion ionizante
(YUSEFI et al., 2018, DAI et al., 2013). Sin embargo, la hipoxia celular es una
caracteristica comun de la mayoria de los tumores y la gravedad de esta afeccion
varia segun el tipo de tumor (MUZ et al., 2015).

Por lo tanto, el presente estudio es oportuno para verificar la relaciéon
entre la hipoxia de altura y la AG, aprovechando las circunstancias reales
proporcionadas por el tratamiento de pacientes que viven en la region costera
a 100 metros (snm) y aquellos que habitan en la regidbn montafiosa a
aproximadamente a 2800 metros (snm) y fueron atendidos en servicios
hospitalarios pertenecientes a la misma institucién, la Sociedad de Lucha contra
el Cancer (SOLCA) del Ecuador.

A pesar de las limitaciones propias de la naturaleza del presente estudio y de
las caracteristicas de la muestra estudiada, que representa una poblacién
heterogénea e incluye pacientes con adenocarcinoma gastrico localizado y
metastasico, con diferentes subtipos histolégicos y que ademas recibieron diferentes
tratamientos, los grupos con AG del costa (GAC) y serra (GAS) fueron homogéneos
en cuanto a edad, distribucidén por sexo, estadificacion y localizacion del tumor. Los
resultados son interesantes tanto para la muestra que sirvi6 como control como para
la que fue tratada y pueden apoyar futuras investigaciones. Las diferencias
significativas en relacién con el patrén histologico y el tipo de tratamiento son, entre
otras, limitaciones para la valoracion de la supervivencia.

En el presente estudio, de los 155 casos de AG evaluados, 64 (41,3%) fueron
mujeres y 91 (58,7%) hombres, y este predominio masculino sobre el femenino es
similar al observado en estudios epidemiologicos, que en general es de 2 hombres/1
mujer (MARTEL; FORMAN; PLUMMER, 2013). Por otro lado, en la presente
evaluacion, el predominio de hombres fue mayor en la muestra de casos atendidos en
el GAS (62,6%), mientras que en el GAC fue del 51,8%, sin diferencia significativa.

Los hallazgos pueden representar un sesgo en el disefio del estudio y en los criterios
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de exclusién, como la pérdida de seguimiento, que es mas frecuente entre los
hombres, ya que en Guayaquil (Costa del Ecuador) se tiene registro de la relacion
hombre/mujer. de 1,7 a 1 respectivamente (TANCA-CAMPOZANO et al., 2015).

Del total de casos estudiados, la distribucion en el grupo de edad hasta 60
afos se equilibré con 81 casos (52,3 %), y esta proporcion se mantuvo en el GAC y
GAS, con 53,1 % y 51,4 % de casos hasta a 60 afios de edad, respectivamente. El
presente estudio tiene una media de edad, de 60 afios en la costa y 59 en la sierra, (p
= 0.57). La estratificacion del grupo de edad hasta e igual a 60 afios 0 mas no influyo
en la supervivencia global, pero en los pacientes atendidos en la costa, la
supervivencia en los estratificados mayores de 60 afios fue mayor con ARMST de 20,3
(1,67; 38,98) (p = 0,033), que es similar a otros estudios.

Segun la clasificaciébn de Laurén, en el presente estudio hay una relacion
proporcional entre el tipo intestinal y difuso, tanto en la costa como en la sierra hay
una prevalencia mayor del tipo intestinal (87 de 155 pacientes = 56.1%), sobre el tipo
difuso (63 de 155 pacientes = 40.6%) y los demas casos del tipo mixto. La relacion
del tipo intestinal con referencia al difuso tanto en la costa como en la sierra fue de
1.38. Las distribuciones son variadas en relacion al tipo intestinal (50%) y el tipo difuso
(33%) (GOMCELI; 2012), asi como 63% vs 37%, para el tipo difuso e intestinal,
respectivamente en la regibn montafiosa de Ecuador (OTHMAN; 2018), lo que puede
influir en la supervivencia.

El tipo intestinal representa la gran mayoria de los adenocarcinomas gastrica
esporadica. Tiene mejor prondstico que el tipo difuso, se asocia con la edad, la dieta
y factores de riesgo como la infeccién por H. pylori, que puede inducir gastritis atréfica,
seguida de metaplasia intestinal y transformacion neoplasica y se correlaciona con la
sobreexpresion o amplificacién de HER2 (PISTERS; KELSEN; TEPPER, 2005). El tipo
difuso no tiene factores de riesgo ambientales claramente definidos, se asocia a
mutaciones de CDH1, responsable de la expresion de e-cadherina, y suele asociarse
a sindromes genéticos asociados al cancer gastrico (BOSMAN; HRUBAN; THEISE,
2010).

En el presente estudio, hubo diferencia significativa en la distribucion de los
tipos histolégicos, con predominio de la forma intestinal en la poblacion de la region
montafiosa, pero que presento peor supervivencia en relacion a la muestra tratada en

la regidn costera. Sin embargo, cabe sefialar que a pesar de que la estadificacion del
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GA fue similar entre las muestras, la provision de acceso al tratamiento especifico fue
mayor en la region costera.

Asi, considerando que las tasas de incidencia y mortalidad por AG son muy
altas en las ciudades ubicadas a 2.800 msnm, y la peor supervivencia, como se
observa en este estudio, en comparacion con las ciudades ubicadas a 100 msnm
(CEVALLOS, 2006; OMS, 2004), TANCA et al., 2019), es pertinente identificar los
factores biolégicos que interfieren en la proliferacion y supervivencia celular, como la
expresion de Hif 1 y HER2, y que pueden influir en el prondstico y respuesta a las
terapias existentes y futuras, asi como factores inherentes a los sistemas sociales y
de salud que pueden estar relacionados con ese resultado.

En este estudio se tiene una mediana de sobrevida en la sierra de 2.6 afos
(31.2 meses), y en la costa de 12.9 afios (154.8 meses). Ademas, cuando se analiza
la sobrevida por medio de RMST (IC95%) y ARMST ajustado por sexo y edad, a 24
meses, hay una diferencia en sobrevida con una ARMST de 1.9 (0, 3.8) meses no
significativa; a 60 meses tiene una ARMST de 1.2 (-6.6 , 9.0) meses p < 0.05,y a 120
meses tiene una ARMST de -5.5 (-25.7 , 14.7) meses (p < 0.05),

Asi mismo, el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)
esta involucrado en la patogénesis y los malos resultados de varios tipos de cancer,
incluido el cancer gastrico avanzado (BOKU, 2014). En el cancer gastrico, HER2 actua
como un oncogén. La frecuencia de sobreexpresion de HER2 oscila entre el 8,2% y
53,4%, y su significacion clinica y valor pronéstico siguen siendo controvertidos,
aungue los tumores HER2 positivos generalmente se asocian con un comportamiento
biolégico mas agresivo y recurrencia del tumor (ALLGAYER et al., 2022).

En el presente estudio se utilizé6 el método de anticuerpos policlonales de
conejo HercepTest y A0485 (Dako, Glostrup, Dinamarca) y se encontré una tasa de
expresion de HER2 del 8,6% en la costa y del 4,7% en las montafias con p = 0,258,
no significativo entre los dos grupos. Ademas, la expresion de HER2 no influyé en la
supervivencia global, ni en las regiones costeras y montafiosas. Se observo expresion
de HER2 positivo (3+) en secciones de tejido completo en 23 casos (11,6 %) con el
anticuerpo 4B5, en 18 casos (9,1 %) con el anticuerpo SP3 en 10 casos (5,1 %) con
el anticuerpo HercepTest (ABRAHAO-MACHADO et al., 2013) y los hallazgos sobre
la influencia en el pronostico no son consensuados.

Existen farmacos de diana molecular, como trastuzumab, que prolongan la

supervivencia general y la supervivencia libre de progresion en el cancer de mama
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HER2 positivo, y también pueden ser beneficiosos en pacientes con cancer gastrico
HER2 positivo (ERBEY, MALDONADO, 2012). Sobre la base del andlisis actual, se
mostré una clara tendencia hacia un papel potencial de HER2 como factor de
prondstico negativo en el cdncer géstrico, lo que sugiere que la sobreexpresiony / o
amplificacion de HER2 es una anomalia molecular que podria estar relacionada con
el desarrollo de cancer gastrico (JORGENSEN; HERSOM, 2012). Sobre la base de
los resultados de estas pruebas, la terapia con trastuzumab se recomienda para los
pacientes con IHC 3+ o IHC 2+/FISH-positivo (alta expresion de HER?2) en la practica
clinica en Japén (BOKU, 2014).

Vivir en una regién geograficamente elevada (por encima de los 2500 msnm)
puede ser una condicion que aumenta el riesgo de desarrollar o morir por neoplasias
gastricas, colorrectales, mamarias, cervicales, hepaticas, intrahepaticas biliares o
linfaticas/hematopoyéticas (GARRIDO, 2018b). Hay un conjunto de condiciones que
tienen el potencial de modificar la morbilidad y la mortalidad de aproximadamente 400
millones de personas que residen permanentemente en altitudes superiores a los
1500 metros (BURTSCHER, 2014).

La normoxia tisular, también conocida como fisoxia, es la oxigenacion en los
tejidos sanos, que varia ampliamente entre los érganos debido al desarrollo de una
red diversificada de vasos sanguineos y la actividad metabdlica (HASHIMOTO;
SHIBASAKI, 2015).

La concentracion de oxigeno en humanos oscila entre aproximadamente 9.5%
02 en la corteza renal; 7 al 4,6% O2 en el cerebro con neuronas extremadamente
sensibles a la hipoxia. Estos valores de oxigeno estan lejos de las condiciones
experimentales in vitro. La concentracién de oxigeno comunmente utilizada en el
entorno de laboratorio es de 20.9% O2, lo que significa que el cultivo celular se realiza
en condiciones hiperoxicas en lugar de fiséxicas de los 6rganos respectivos. Para
comprender mejor los principios de la oxigenacion in vitro e in vivo, se requiere un
conocimiento basico de la fisica de los gases que se ha descrito claramente (PARK et
al., 2003).

Los péptidos Trefoil (TFF) estan involucrados en la restitucion de la mucosa
gastrointestinal. El factor de hipoxia inducible (HIF-1) dependiente de la induccién de
genes TFF, ha sido reportado en células epiteliales gastricas. El 6xido nitrico, (NO) se
asocia con dafio de la mucosa y modulacion de la actividad HIF-1. Analizando en

estudios preclinicos, el papel de la variante INOS derivado de NO, en la estabilizacion
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de HIF-1 y la expresion génica de TFF en el dafio de la mucosa gastrica (ORTIZ-
MASIA, 2010).

La hipoxia es una caracteristica comun en los tumores solidos, contribuyendo
local y sistémicamente a la progresion tumoral, ademas de la falta de respuesta a la
radioterapia y quimioterapia, lo cual provoca un incremento en la probabilidad de
recurrencia de un tumor. El factor de transcripcion HIF-1 es el mayor regulador de la
adaptacién del tumor a la hipoxia, induciendo la expresiéon de muchos genes que
permiten a las células sobrevivir en estas condiciones (SEMENZA, 2012; SONI,
PADWAD, 2017). Los eventos dependientes de HIF-1 que estan implicados en la
progresion tumoral son multiples, destacando la proliferacion, el metabolismo de la
glucosa, la angiogénesis y la metastasis. Es fundamental investigar mas acerca de los
mecanismos de accion del factor HIF-1 ya que es factible encontrar inhibidores que
puedan usarse terapéuticamente contra el cancer (NAKAMURA et al., 2010c).

Las células humanas requieren suministros adecuados de O2 de forma
continua para su uso como aceptor terminal de electrones en el proceso de respiracion
mitocondrial que genera ATP, que se utiliza para alimentar la mayoria de las
reacciones bioquimicas. Tanto la entrega como el consumo de O2 se regulan con
precision a través de la actividad de los factores inducibles por hipoxia (HIFs). A
medida que las células proliferan, el aumento del consumo de O2 da como resultado
hipoxia (niveles reducidos de O2), que activa los HIF, lo que lleva a la transcripcién
del gen VEGF, que codifica el factor de crecimiento endotelial vascular, una proteina
secretada que estimula la angiogénesis y, por lo tanto, aumenta la entrega de O2
(SEMENZA, 2012).

Por lo tanto, no es solo la hipoxia condicionada por la altura geogréfica la que
desencadena los eventos que conducen al desarrollo y progresion del cancer gastrico
mediado por HIF-1, sino que es mas probable que sea un factor de respuesta inmune
favorable, que vigila el proceso neoplasico e intenta limitar la progresién de la
enfermedad, pero por mecanismos aun desconocidos, en algidn momento es superada
por la proliferacion de células tumorales (GRIFFITS et al., 2007).

La expresion de HIF-1 parece ser un evento temprano y significativo en
mucosa gastrica normal, sin infeccidén por H. pylori y con gastritis en pacientes que
viven en la region de altura, como se demuestra en el presente estudio, en el que el
95,9% de estas biopsias son positivos, frente al 43,4% de los pacientes con AG. El

evento también ocurre en la regidn costera, pero con una proporcion inversa en que
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el 32% de las biopsias de mucosa gastrica normal, sin infeccion por H. pylori y con
gastritis fueron positivas frente al 66,1% de las que tenian AG. El hallazgo de 5
biopsias (83,3%) con mucosa normal y HIF-1 positivo en poblacién de montafia es
muy sugestivo de influencia ambiental y difiere de otros estudios que muestran que
HIF-1 no se expresa en tejido normal (ZHONG et al., 1999, GRIFFITS et al., 2007).

Es probable que HIF-1 tenga los diferentes roles determinados por las
interacciones dentro de una célula que pueden definir el patron de tinciébn con la
expresion de HIF-1a en el tumor invasivo del borde asociado con un mal prondstico y
focalmente positivo con un mejor prondstico. La ausencia de fosforilaciéon de HIF-1
puede determinar su papel en la induccién de apoptosis, mientras que la forma
fosforilada de HIF-1a promueve el crecimiento tumoral (SUZUKI; TOMIDA; TSURUO,
2001). En la serie de pacientes con cancer gastrico aqui estudiada, la expresion de
HIF-1a se asocié con una mayor supervivencia con ARMST 26,7 (11,07, 42,27) (p <
0,001), pero esta proteccion fue significativa en pacientes tratados en la region
montafiosa con A RMST de 33,6 (14,28, 52,96) (p < 0,001). La expresion de HIF-1a
en el pronostico puede estar relacionada con sus efectos proapoptéticos y
antiproliferativos (GRIFFITS et al., 2007).

Algunos estudios sugieren la posible justificacion de que la hipoxia es
dependiente o independiente en la activacion de HIF-1la y este, es el principal
regulador que acelera los comportamientos malignos en el cancer géastrico. El factor 1
inducible por hipoxia (HIF-1), un heterodimero que comprende la subunidad regulada
por oxigeno, HIF-1, y HIF-1la, media la transcripcidon del gen para el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). La sobreexpresion de HIF-1 esta asociado
con la angiogénesis tumoral, proliferacién e invasién de la célula tumoral. Vale
entonces explorar la inhibicion de la actividad de HIF-1y como se altera el crecimiento
tumoral, angiogénesis y maduracién de los vasos (STOELTZING et al., 2004).

Existe una correlacion de la sobreexpresion de HIF-1a con algunas variables
clinicas de AG en pacientes asiaticos, como baja diferenciacion histologica,
profundidad de invasion, presencia de metastasis en ganglios linfaticos, invasion
vascular y metastasis a distancia. Los pacientes con TNM estadio Il y IV tienen mayor
expresion de HIF-1a en comparacion con los estadios | y Il, pero el sexo y la edad no
influyen (CHEN et al., 2014).

HIF-1a puede conferir resistencia a farmacos inducida por hipoxia al inhibir la

apoptosis inducida por farmacos y disminuir su acumulacion intracelular (LIU et al.,
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2008). Ademas, la expresion de HIF-1a se ha identificado como un factor de riesgo
independiente de recaida en pacientes con AG sometidos a cirugia curativa seguida
de quimioterapia adyuvante con 5-FU. Por lo tanto, en pacientes que expresan HIF-
la, se deben considerar otros tipos de quimioterapia o tratamientos adicionales, como
los inhibidores de HIF-1a (NAKAMURA et al., 2010).

La sobreexpresion de HIF-1a se correlaciona con una baja supervivencia
global en pacientes con cancer gastrico en pacientes asiaticos y puede ser un
predictor de mal prondstico (ZHU et al., 2013; ZHANG et al., 2018), lo que difiere de
los casos en estudio actual. Sin embargo, dado que existe la posibilidad de que, en el
futuro, se puedan disefiar algunas terapias farmacoldgicas dirigidas al propio HIF-1a
0 cascadas mediadas por HIF-1a, como el metabolismo de la glucosa, la
carcinogénesis, la angiogénesis, la invasion, la metastasis, la apoptosis y la
guimiorresistencia, mejorando asi los resultados desfavorables en pacientes con
cancer gastrico (KITAJIMA; MIYAZAKI, 2013a), lo que justifica mas estudios para
aclarar el papel de HIF-1a en la carcinogénesis y su pronostico.

El estudio de otros factores como la temperatura ambiental, la dieta, la
poliglobulia, los niveles de eritropoyetina y hierro, la genética, Helicobacter pylori, el
alcohol, el tabaco y la obesidad, que ademas de la hipoxia estdn implicados en la
expresion de los HIF y sus genes alvo, permitira la organizacion de un modelo de
estrés multiple para estudiar poblaciones de alta y baja altitud.

Los dltimos 50 afios de trabajo de campo y descubrimientos sobre
poblaciones de gran altitud han transformado el conocimiento sobre la variaciéon
biolégica humana, los mecanismos bioldgicos y los procesos evolutivos involucrados.
No existen datos concluyentes sobre el factor de riesgo y prondéstico en la expresion
de HIF-1, ni sobre la relacién entre estas dos variables y la talla geografica, pero su
expresion en mucosa gastrica normal e inflamada y la asociacion con mayor
supervivencia anima al disefio. de un estudio prospectivo con mejor control de las

caracteristicas de la muestra y de los tratamientos utilizados.
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7. CONCLUSION

En las limitadas circunstancias en las que se realizo el presente estudio, se
concluye que:

- HIF-1 tiene un patron de expresion diferencial en muestras gastricas segun
caracteristicas geograficas, siendo altamente expresado en células no cancerosas
(mucosa gastrica normal e inflamada) de individuos que viven en regiones de gran
altitud, lo que puede ser una adaptacion a estas condiciones.

- Los pacientes con AG de la region de la costa y que expresan HIF 1 tienen
mejor prondstico, pero este factor se asocia a una mejor supervivencia sélo en la
region montafiosa. Asi, estudios prospectivos con un mejor control de las poblaciones
evaluadas podran identificar con mayor precision los factores ambientales, sociales y
moleculares asociados a la mayor incidencia y peor pronéstico de la AG en regiones
de altura.

-La evaluacién de la expresion de HIF-1 debe considerar la altitud como un
factor de confusion para comprender el papel de HIF-1 en la patogenia y el prondstico
de la AG.
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APENDICE A

Sobrevida por sexo, edad, expresion de HIF-1 y HER2, de los pacientes con
adenocarcinoma da sierra (GAS) e costa (GAC) por RMST a 24, 60y 120 meses

RMST (IC95%) RMST (IC95%) RMST (1C95%) RMST (1C95%) RMST (IC95%) RMST (IC95%)
Variable 24 meses 60 meses 120 meses 24 meses 60 meses 120 meses
19.4 (17, 21.8) 68.6 (52.2, 85)

Sexo Femenino 24.0(23.9,24.0) |54.3(49.7,58.9) |96.2(81.7,110.7) 40.6 (33.1, 48.2)

Masculino 22.1(20.2,24.0) |53.1(46.8,59.4) |101.7 (87.6,115.8) | 17.4(15.5,19.4) | 30.6 (25.0, 36.2) 47.7 (35.6,59.8)

ARMST 1.9 (0, 3.8) 1.2 (-6.6,9.0) -5.5(-25.7,14.7) 2.0(-1.1,5.1) 10.0 (0.6, 19.4) # 20.9(05,41.2)#
Edad <60 afios 22.9(21.8,24.1) |50.5(44.6,56.5) |90.4(75.2,105.6) 18.5(16.4,20.7) | 37.3(30.8,43.9) 49.2 (35.3, 63.1)

>60 afios 23.1(21.4,24.8) |57.7(53.3,62.1) |110.6(99.9,121.2) | 17.8(15.6,20.0) |31.3(24.9,37.7) 61.9 (47.9, 76.0)

-20.2 (-38.7 , -1.6)

ARMST -0.2(-2.3,1.9) -7.2(-145,0.2) # 0.7 (-2.3,3.8) 6.0 (-3.1,15.2) 12.8 (-7.0, 32.5)
HIF-1 Negativo 22.8(20.4,25.1) |56.9(50.9,62.8) |106.8(92.5,121.2) |16.8(14.7,18.9) | 28.5(22.8,34.2) 41.5(30.1, 53.0)

Positivo 23.1(22.2,24.1) |52.2(47.2,57.2) |95.6(82.5, 108.7) 20.0(17.9,22.1) | 42.5(35.6, 49.4) 75.1 (59.6 , 90.7)

ARMST -0.3(-2.9,2.2) 4.7 (-3.1,12.5) 11.2 (-8.1, 30.6) -3.3(-6.2,-0.3) # | -14.0(-22.9,-5.0) # -33.6 (-52.9, -14.2) #

Adj. ARMST (a) | -0.8(-3.4,1.7) 3.5(-45,11.6) 9.4 (-11.3, 30.3) -3.1(-6.0,-0.1) # | -12.7 (-21.6,-3.9) # -20.9 (-41.0, -0.9)#
HER2 Negativo 22.9(21.7,24.0) | 53.6(49.3,57.9) |99.6(88.8,110.4) 18.0(16.4,19.6) |33.9(29.1, 38.7) (b)

Positivo 24.0 (24.0,24.0) |55.5(47.4,63.6) |99.1(73.8,124.5) 20.4 (16.1,24.8) |41.1(24.6,57.6) (b)

ARMST -1.1(-2.3,0) -2.0(-11.1,7.2) |0.5(-27.1, 28.0) 2.4 (-7.1,2.2) -7.2 (-24.3, 10.0) (b)

Adj. ARMST (a) | (b) -2.7(-12.1,6.7) | -2.9(-32.1, 26.4) -2.4 (6.7, 1.9) -8.5(-27.3,10.2) (b)
#p<0.05

(a) ARMST adjusted by sex and age

(b) It was not possible to estimate
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APENDICE B

Certification Autorizacion Investigation

Ribeirao Preto, 23 de Junio de 2016.

CERTIFICADO

En atencion al Convenio Académico Internacional celebrado entre la Universidad de Sdo Paulg,
Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto y la Universidad Central del Ecuador, el 22 de Octubre de
2015; certifico que Edwin Efrén Cevallos Barrera fue admitido al programa de postgraduacion de la
Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto de la Universidad de S3o Paulo para la obtenci6n del grado
académico de Doctor en Ciencias.

Al momento, ha cursado las siguientes asignaturas satisfactoriamente;

De la Prictica Médica a la Academia.

Principios metodolégicos y desarrolle de protocolos en investigacidn.
Metodologia de Investigacion Cicentifica

Fundamentos de Bioestad{stica

El proyccto “Factores de riesgo epidemiolégicos, clinicos y moleculares en céncer gastrico en
Ecuador y Brasil” propuesto por el candidato a PhD ha sido aprebado satisfactoriamente y debe
ser desarrollado a lo largo de todo el curso de Docterado, debe combinarse con otras actividades
académicas y cientificas establecidas por su programa de postgraduacion.

El mencionado estudiante, deberi completar todos los créditos de su programa, aprobar un examen
de suficiencia en portugués, realizar el examen de habilitacién para la defensa de su tesis y
posterior defensa de su investigacién hasta el afio 2020.

Atentamente

/,4- —
T
fesor Eduardo Antonio adi

Coordinador del Convenio
Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto de la Universidad de Sio Paulo-
Universidad Central del Ecuador
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APROBACION CEISH UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

®

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

EL SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES
HUMANOS DE LA UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SEISH - UCE

RTIFICA:

Que, una vez que se hon incarporade los chservaciones en el Prolocolo de Investigacion
preseniado por al Dr, Edwin Cevallos Barrera. docente de la Focultad de Ciencios Médicas,
con ef terma:;

“Factores de riesgo epidemiolégicos, clinicos y moleculares del cancer
gastico en Ecuador (Hospital de Solca Tungurahua, Pichincha y Guayas) y
Brasil (Hospital Das Clinicas UDP RP)."

Una vezr anaiizados los fundomentos metodokigicos, tioéticos y undicos del mencionodo
estudio, el Subcomité cerfifica o VIABILIDAD ETICA.

Guito. 4 de ol del 2017,

— R ’ ‘ y —J__"(’j—;-:'..:. :,
Cr. femando $algzor Manasoivas 07, Potricio Pozan Lecn
PRESIDENTE (E) SECRETARIO (E)

\ o /‘ / / ~
7.7 of 2-1/:;‘(-‘2«, > (f \,
AogFavia §cianios Iorate | AR )
—————REOMAEON—_ N\ DA

/ : i Y
Germon %
Dveecion: Cudodela Universitario Teléfono: 2904-211 /2902192

Mto a Consejo Universitario E-malf; cormile, ctico@uce, o o0
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APROBACION CEISH SOLCA QUITO

SOLCA — Niicleo de Quito

Comité de Etica ¢ Investigacién en Seres Humanos ~“§4
Aprobacion MSP, Oficio N* MSP-VGVS-2017-00006-0, Eaero 5, 2017

sGuaccn
WUTLRO 0% QUTO

Oficio N* 07-2017 CEISH

Quito, 11 de abril de 2017

Sefior Doctor
Edwin Cevallos Barrera
MEDICO RADIONCOLOGO

De mi consideracion:

A través de la presente. el Comité de Etica e Investigacion en Seres
Humanos SOLCA - Nucleo de Quito le informa que su estudio “Factores de
riesgo epidemiolégicos, clinicos, y moleculares del cancer gastrico en
Ecuador (Hospital de SOLCA Tungurahua, Pichincha y Guayas) y Brasll
(Hospital Das Clinicas UDP RP)”, ha sido aprobado el 6 de abril de 2017 en
reunion ordinaria del comité

La presente certificacién tiene una duracién de cinco afos transcurrido el cual
se debera solicitar una extension conforme lo estipula el Reglamento del
Comité de Etica e Investigacién en Seres Humanos (CEISH) SOLCA - Quito
vigente. En toda correspondencia con el CEISH favor referirse al siguiente
cddigo de aprobacion; CEISHSOLCAQ.OBS.17.001.

El investigador es responsable de la veracidad y autoria del estudio, ademas
de emilir reportes de avance del mismo y al final una copia de la publicacion
del o los articulos cimtlﬁcWados de esta investigacion.

Presidente del Comité de Etic e
SOLCA - Nucleo de Quito

Elaborado por Elizabeth GarcaR.
SECALTARIA DEL CEISH SOLCA NUCLED OF QUITO
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APROBACION CISOL SOLCA TUNGURAHUA

SOCIEDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER
4Ot Cq

>

UNIDADONCOLOGICA
SOLCATUNGURAHUA
ek Colon SN y Dangue Sinher

DRI - B32GURD 1N L 0124952065
AMBATO - BCUADOR

Of. No. 179-17 - DMST
Ambato, 01 de septiembre de 2017

Seior Dr.

Ramiro Hidalge

DIRECTOR MEDICO

SOLCA NUCLEO DE QUITO
Distrito Metropolitano de Quito.-

De mi consideracién:

En respuesta al Oficio CIRC. 164 17 DM con fecha 04 de julio del afic en curso, me
permito indicar @ usted sefior Director, que una vez revisado el proyecto de
investigacion internacional y multicéntrico, PRESENTADO POR EL Dr. Edwin Cevallns
con el tema: "FACTORES EFIDEMIOLOGICOS, CLINICOS, ¥ MOLECULARES DEL CANCER
GASTRICO EN ECUADOR (TUNGURAHUA, PICHINCHA, GUAYAS) Y BRASIL (SAO PAULO
RP)”, ésta Direccion autoriza a dicho profesional para la realizacion del proyecto
descritc.

Por la atencion que se sirva dar a la presente, anticipo mis agradecimientos.

Atentamente,

o

Cra. Aida Agljilar
Directora Médica
U.0.8.T.

Ce: Dr. Edwin Cevallos - Radiclogo de Solca Nucleo de Quito.

Theeindn Ambata aemby. S0t de Varunamba Cake (grasic Lol v s Vitcored
Trietorys (VL1 4T8 280/ T2/ 498410 WELID, A6 Bt 110

Mai mscratpramide d@ il ftvngurohva big

ATGIT = €300
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APROBACION CISOL SOLCA GUAYAQUIL

ol
&
’ sgc| EDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER EN EL ECUADOR
MATRIZ SUAYAQLIL

Oficio Mo, 204 9-048-CI150L
Guayaquil, 24 de jubo del2019

Dvr. Edwin Gavallos
Radio Oncabage
Haospital Militar de Quilo
Prasaniz

Hago de su conacimienio que en la reunion del Comile de Invesigacion de SOLCA [CI50L) del dia de ayer 23 de julia del
afic en cursa, ego del andlisis 3l miemo del CISOL en base 3 su preseniscidn del amieproyecis del profocolo
flulado "Factoras da Risage Epidemiciogicos, Clnicca y Moleculares del Cancer Gastrico an Ecuador y
Brasil" bajo consenso de los 10 mismiwos CIS 0L reunidos, se aproba el mismao y 52 solicita el protooolo de mvesiigacion
comgledn para revisiiny aprobacion final {archive adpunio).

Ademas, deba indicar que 52 asignars al Dr. Fuad Huaman comao miembrs CISOL para dar soporie en la metodaolagia v
estadisiea del protocole anieriemenie mencionada, con la cerleza de fener un provecio de mvesBigacion de calidad. De
forma que en conpunic pusdam enviar 3 quien suscribe, como Coordinadors General del CISOL, periadicamente

informacian por pare del investigador en relcitn 3l desarrdlo del provecio de mvesfigacion, Siuacion presupussisl
{reporie onico pardcial, anual y fnal) yla preduccion centifica derivada del mizme.

Afentamenis,

DRA EVELYN FRIAS TORAL
COMITE DE INVESTIGACION
SOLCA Guayaquil

| Tal: 593 043718300 exi 2383

EFTMaiamomsis
copo Amhivo, Docencia e meesiigacion
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DECLARACION ETICA'Y CONSENTIMIENTO

CERTIFICACION AUTORIZACION INVESTIGACION USP

Ribeirao Preto, 23 de Junio de 2016.

CERTIFICADO

En atencion al Convenio Académico Internacional celebrado entre la Universidad de Sdo Paulg,
Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto y la Universidad Central del Ecuador, el 22 de Octubre de
2015; certifico que Edwin Efrén Cevallos Barrera fue admitido al programa de postgraduacion de la
Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto de la Universidad de S3o Paulo para la obtencitn del grado
académico de Doctor en Ciencias.

Al momento, ha cursado las siguientes asignaturas satisfactoriamente:

De la Practica Médica a la Academia.

Principios metodolégicos y desarrollo de protocolos en investigacidn.
Metodologia de Investigacfon Cicntifica

Fundamentos de Bioestad({stica

El proyccto “Factores de riesgo epidemiolégicos, clinicos y moleculares en cancer gastrico en
Ecuador y Brasil” propuesto por el candidato a PhD ha sido aprebado satisfactoriamente y debe
ser desarrolladoe a lo largo de todo el curso de Doctorado, debe combinarse con otras actividades
académicas y cientificas establecidas por su programa de postgraduacion.

El mencionadoe estudiante, deberi completar todos los créditos de su programa, aprobar un examen
de suficiencia en portugués, realizar el examen de habilitacion para la defensa de su tesis y
posterior defensa de su investigacitn hasta el afio 2020.

Atentamente

/-v’ T ——
T
fesor Eduardo Antonio adi

Coordinador del Convenio
Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto de la Universidad de Sdo Paulo-
Universidad Central del Ecuador
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APROBACION CEISH UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

®

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

EL SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES
HUMANOS DE LA UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SEISH - UCE

RTIFICA:

Que, una vez que se hon incarporade los chservaciones en el Prolocolo de Investigacion
preseniado por al Dr, Edwin Cevallos Barrera. docente de la Focultad de Ciencios Médicas,
con ef terma:;

“Factores de riesgo epidemiolégicos, clinicos y moleculares del cancer
gastico en Ecuador (Hospital de Solca Tungurahua, Pichincha y Guayas) y
Brasil (Hospital Das Clinicas UDP RP)."

Una vezr anaiizados los fundomentos metodokigicos, tioéticos y undicos del mencionodo
estudio, el Subcomité cerfifica o VIABILIDAD ETICA.

Guito. 4 de ol del 2017,

— R ’ ‘ y —J__"(’j—;-:'..:. :,
Cr. femando $algzor Manasoivas 07, Potricio Pozan Lecn
PRESIDENTE (E) SECRETARIO (E)

\ o /‘ / / ~
7.7 of 2-1/:;‘(-‘2«, > (f \,
AogFavia §cianios Iorate | AR )
—————REOMAEON—_ N\ DA
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Germon %
Dveecion: Cudodela Universitario Teléfono: 2904-211 /2902192

Mto a Consejo Universitario E-malf; cormile, ctico@uce, o o0
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APROBACION CEISH SOLCA QUITO

SOLCA — Niicleo de Quito

Comité de Etica ¢ Investigacién en Seres Humanos ~“§4
Aprobacion MSP, Oficio N* MSP-VGVS-2017-00006-0, Eaero 5, 2017

sGuaccn
WUTLRO 0% QUTO

Oficio N* 07-2017 CEISH

Quito, 11 de abril de 2017

Sefior Doctor
Edwin Cevallos Barrera
MEDICO RADIONCOLOGO

De mi consideracion:

A través de la presente. el Comité de Etica e Investigacion en Seres
Humanos SOLCA - Nucleo de Quito le informa que su estudio “Factores de
riesgo epidemiolégicos, clinicos, y moleculares del cancer gastrico en
Ecuador (Hospital de SOLCA Tungurahua, Pichincha y Guayas) y Brasll
(Hospital Das Clinicas UDP RP)”, ha sido aprobado el 6 de abril de 2017 en
reunion ordinaria del comité

La presente certificacién tiene una duracién de cinco afos transcurrido el cual
se debera solicitar una extension conforme lo estipula el Reglamento del
Comité de Etica e Investigacién en Seres Humanos (CEISH) SOLCA - Quito
vigente. En toda correspondencia con el CEISH favor referirse al siguiente
cddigo de aprobacion; CEISHSOLCAQ.OBS.17.001.

El investigador es responsable de la veracidad y autoria del estudio, ademas
de emilir reportes de avance del mismo y al final una copia de la publicacion
del o los articulos cimtlﬁcWados de esta investigacion.

Presidente del Comité de Etic e
SOLCA - Nucleo de Quito

Elaborado por Elizabeth GarcaR.
SECALTARIA DEL CEISH SOLCA NUCLED OF QUITO
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APROBACION CISOL SOLCA TUNGURAHUA

SOCIEDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER
4Ot Cq

>

UNIDADONCOLOGICA
SOLCATUNGURAHUA
ek Colon SN y Dangue Sinher

DRI - B32GURD 1N L 0124952065
AMBATO - BCUADOR

Of. No. 179-17 - DMST
Ambato, 01 de septiembre de 2017

Seior Dr.

Ramiro Hidalge

DIRECTOR MEDICO

SOLCA NUCLEO DE QUITO
Distrito Metropolitano de Quito.-

De mi consideracién:

En respuesta al Oficio CIRC. 164 17 DM con fecha 04 de julio del afic en curso, me
permito indicar @ usted sefior Director, que una vez revisado el proyecto de
investigacion internacional y multicéntrico, PRESENTADO POR EL Dr. Edwin Cevallns
con el tema: "FACTORES EFIDEMIOLOGICOS, CLINICOS, ¥ MOLECULARES DEL CANCER
GASTRICO EN ECUADOR (TUNGURAHUA, PICHINCHA, GUAYAS) Y BRASIL (SAO PAULO
RP)”, ésta Direccion autoriza a dicho profesional para la realizacion del proyecto
descritc.

Por la atencion que se sirva dar a la presente, anticipo mis agradecimientos.

Atentamente,

o

Cra. Aida Agljilar
Directora Médica
U.0.8.T.

Ce: Dr. Edwin Cevallos - Radiclogo de Solca Nucleo de Quito.

Theeindn Ambata aemby. S0t de Varunamba Cake (grasic Lol v s Vitcored
Trietorys (VL1 4T8 280/ T2/ 498410 WELID, A6 Bt 110

Mai mscratpramide d@ il ftvngurohva big

ATGIT = €300
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APROBACION CISOL SOLCA GUAYAQUIL
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’ sgc| EDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER EN EL ECUADOR
MATRIZ SUAYAQLIL

Oficio Mo, 204 9-048-CI150L
Guayaquil, 24 de jubo del2019

Dvr. Edwin Gavallos
Radio Oncabage
Haospital Militar de Quilo
Prasaniz

Hago de su conacimienio que en la reunion del Comile de Invesigacion de SOLCA [CI50L) del dia de ayer 23 de julia del
afic en cursa, ego del andlisis 3l miemo del CISOL en base 3 su preseniscidn del amieproyecis del profocolo
flulado "Factoras da Risage Epidemiciogicos, Clnicca y Moleculares del Cancer Gastrico an Ecuador y
Brasil" bajo consenso de los 10 mismiwos CIS 0L reunidos, se aproba el mismao y 52 solicita el protooolo de mvesiigacion
comgledn para revisiiny aprobacion final {archive adpunio).

Ademas, deba indicar que 52 asignars al Dr. Fuad Huaman comao miembrs CISOL para dar soporie en la metodaolagia v
estadisiea del protocole anieriemenie mencionada, con la cerleza de fener un provecio de mvesBigacion de calidad. De
forma que en conpunic pusdam enviar 3 quien suscribe, como Coordinadors General del CISOL, periadicamente

informacian por pare del investigador en relcitn 3l desarrdlo del provecio de mvesfigacion, Siuacion presupussisl
{reporie onico pardcial, anual y fnal) yla preduccion centifica derivada del mizme.

Afentamenis,

DRA EVELYN FRIAS TORAL
COMITE DE INVESTIGACION
SOLCA Guayaquil

| Tal: 593 043718300 exi 2383

EFTMaiamomsis
copo Amhivo, Docencia e meesiigacion



