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MODULACION DE LAS VIiAS DE MEK/ERK EN CANCER GASTRICO: VALOR
PRONOSTICO

Abreviaturas

CG  Cancer Gastrico

T profundidad de la invasion de la pared gastrica
N la afectacion ganglionar

IHQ inmunohistoquimica

IF inmunofluorescencia

SLE supervivencia libre de enfermedad

SE supervivencia especifica (SE)

SG  supervivencia global

HP Helicobacter Pylori



3-Hipotesis de trabajo y objetivos

HIPOTESIS

La via MEK /ERK esta excesivamente activada en el cancer gastrico
2. La hiper activacién de esta via se correlaciona con los estadios mas avanzados
O CON una peor supervivencia
3. La hiper activacion puede ser debida a varios mecanismos como son :
e un aumento de la expresién de factores inductores de la via como son:
EGFR, VEGF o HER2
e y/ 0 mutacidon de miembros de la via como KRAS y BRAF
e y /o disminucion de la expresion de inhibidores de la via como RKIP
4. Los niveles de expresiéon MST2 permitiran evaluar de manera indirecta la

activacion de la via .

OBJETIVOS

1. Comprobar que la forma activa de ERK (pERK) y su expresién nuclear (p
ERK nc) se sobre expresan en los tumores mas avanzados.
2. Determinar si la sobre expresion de pERK y/ o de su expresion nuclear
(PERK nc) se correlaciona con una peor supervivencia.
3. Evaluar la relacion de la expresion de pERK con:
a. la sobre expresiéon de VEGF, EGFR o HER2
b. Con la mutacién de KRAS o BRAF
c. Con la pérdida de expresién de MST2
d. con la sobreexpresion de RKIP
4. Determinar si la sobre expresion de los factores inductores de la via (EGFR,
VEGFR, HER2), las mutaciones de KRAS y BRAF o la expresion de los



factores inhibidores de la via (RKIP) o los niveles de MST2 se correlacionan

Ccon una peor supervivencia.
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4- Introduccion

4.1 Epidemiologia

A nivel mundial, las estadisticas del afio 2012 muestran que el Cancer Gastrico
representa el quinto tumor mas frecuente (tras el cancer de pulmén, de mama y de
colon) y la tercera causa de muerte por cancer ( tras el cancer de Pulmén y el de
Higado)' .

La incidencia varia muchos segun las regiones, siendo el area con ratios de
incidencia mayor en Asia del este (Corea, Mongolia, Japon y China que es de 40-
60/100.000 habitantes. La siguiente area de mayor afectacion es Europa Central
(35/100.000) seguido de América del Sur (20-30/100.000).

Por lo contario las zonas de menor incidencia son Africa 8 0.6-3/100.0009 y Norte
Ameérica ( 5-6/100.000)%.

Aun asi se estima, que en Estados Unidos en el afio 2012, se diagnosticaron 21.320

casos nuevos y el nimero de muertos por dicho cancer fue de 10.540 casos.’

La incidencia varia entre diferentes grupos étnicos en una misma regién geografica.
Por ejemplo en EEUU, los hispanos, seguidos de los Afro- Americanos y los indios
nativos se ven mas afectados que los Caucasicos. Pero no se puede afirmar que se
deba solo a una predisposicion racial sino que también puede contribuir componentes
socioecondmicos. El entorno también influye al haberse observado una disminucion
del riesgo de CG en poblaciones que emigran desde zonas geograficas de alto

riesgo a regiones de bajo riesgo.

En muchas regiones del mundo, se ha observado una disminucién de la incidencia en
los ultimos 50 afios. Esto se ha correlacionado con el uso de refrigeradores para
conservar los alimentos, el aumento de la ingesta de fruta y verduras, el descenso del
uso de sal para conservar los alimentos, la disminucion de la infeccion por

Helicobacter pylori (HP) y la disminucién del habito de fumar * .



Pero por el contrario en los ultimos 40 afios, estdn aumentando la incidencia de los
tumores de cardias en hombres blancos tanto en poblacion de Occidente (Europa vy
en USA)°.

Incidencia en Espana

En nuestro medio disponemos de la informacion Europea recogida en el registro

EUROCARE. Este es el registro poblacional de cancer mas grande de Europa®.

En Espafa se registraron 157.149 casos entre el afo 2000 y el 2007. Pero estos
datos de incidencia hay que tomarlos con cautela puesto que los datos de Espafa
proceden de los registros de Navarra y Tarragona. Solo cubre el 17% de la poblacion
cuando la media de los paises de Europa del Sur (en los que estamos incluidos) es
del 36% y muy alejados de los registros de las demas regiones Europeas (Europa del
Norte 100%, UK- Irlanda 100%, Europa del Este 52% o Europa Central 35%).

Por la escasez de cobertura de nuestro registro, no nos permite comparar nuestra

Incidencia con el resto de los 29 paises que participan en el EUROCARE.

Supervivencia

Segun los datos de la WHO, la mortalidad por Cancer esta disminuyendo en Europa
desde el ano 2000. Esto es debido a que la Supervivencia de los pacientes
diagnosticados de Cancer esta aumentando en general y el descenso es mayor entre
los afios 2005-2009’. Si bien existen diferencias entre paises, esta estd mejorando en

global®.

En cuanto al Cancer gastrico, la supervenida relativa a 5 afnos de media en Europa es
del 25.1%.

Estos resultados son muy diferentes a los casos que tienen una mejor supervivencia
como son: cancer de testiculo (88.6%), de labios (88.15%), tiroides (86.5%),
melanoma (83.2%) o el de cancer de mama (81.8%). El Cancer gastrico se encuentra
a la cola de los 46 tipos de cancer recogidos. Y en concreto se sitla en el octavo lugar
de los de menor supervivencia, solo superados por ejemplo por el colangiocarcinoma

(18%), cancer de pulmén (13%) esoéfago (12%) y pancreas (8%).



La supervivencia por cancer gastrico varia entre hombres y mujeres, y por zonas
geograficas dentro de Europa. Asi por ejemplo es significativamente menor en
Holanda y Dinamarca (p < 0.0001) rondando el 16%, y es mas elevada en Europa
Central (28.1%) y sobre todo en Europa del Sur (29.6%)°

No se conocen exactamente, a que se deben estas aferencias pero se ha postulado
que puedan deberse a diferencias en el estadio al diagnéstico, al acceso al cuidado
especializado, la intensificacién en el diagnostico como por ejemplo las politicas de

screening pero muy posiblemente tenga un papel muy relevante la biologia del cancer.

La supervivencia en Europa del Sur estd mejorando, pasando de 23.3% en el periodo
de 199-2001 a 25.1% en 2005-2007°.

Espana tiene por tanto una supervivencia superior a la media Europea (25.6%) y algo

inferior a los paises colindantes (Italia 32.6%y Portugal 31.8%).

De los datos de la WHO, parece que la muerte por Cancer gastrico representa la
quinta causa de muerte por Cancer en Espafa ( 21.79/ 100.000 habitantes) , detras de
cancer de colon, mama , pulmoén y pancreas’. Si bien hay que resaltar que al menos

tres de ellos, la incidencia es mucho mayor.

4.2 CG
Factores de riesgo

La causa etiolégica del CG es multifactorial. Entre ellas se encuentran causas
infecciosas principalmente relacionados con el HP pero también se ha sugerido por
VHB, causas relacionadas con el entorno y otras relacionadas con el huésped como
son los polimorfismos genéticos o el CG familiar y por ultimo otras causas

predisponentes son la anemia perniciosa, sindrome Menestrier o murién gastrico .

e |Infecciones:

Helicobacter Pylori (HP)



Desde 1994 el HP esta reconocido como carcinégeno tipo | del cancer gastrico. Se
asocia tanto a los tumores de tipo difuso como de tipo intestinal. Se ha relacionado con

el 77% del CG distal, pero la relacion con el cancer de cardias es mucho menor.

HP produce una inflamaciéon aguda y crénica que conlleva una alteracion del epitelio
el estomago induciendo la transformacién maligna. Los mecanismos  de

carcinogénesis que se le han atribuido son:

- la alteracion de la oxidacion del DNA y las mutaciones
- hipermetilacién del DNA con silenciacion de genes supresores

Esta capacidad de carcinogénesis depende, por un lado del tipo de la cepa
bacteriana y por otro lado, esta en relacion con factores del huésped como se

describe a continuacion.

Factores relacionados con la cepa bacteriana:

- Las cepas mas virulentas producen Cag A. Es una proteina oncogénica que es
transferida a las células epiteliales , produciendo asi un aumento del riesgo de
formacion del lesiones premalignas y CG8. Los diferentes mecanismos oncogénicos
de Cag A se basan en : ruptura de unién intercelular del epitelio, alteracion de la
polaridad de las células epiteliales, aumento de la proliferacién disminucion de la

apoptosis®.

- Otro gen de HP asociado a la transformaciéon es VacA que codifica la sintesis para
una toxina que produce un aumento de la mitosis y un aumento de la apoptosis de
células epiteliales. Se ha observado que algunas variantes genéticas de VacA estan

asociadas con mayor riesgo de CG"

- Otras cepas presentan alteracion del los genes que codifican para moléculas de

adhesion como BabA2'"

Factores relacionados con el huésped:
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- Menos del 1% de individuos infestados por HP desarrollaran un CG. Ademas
se han objetivado que regiones del mundo con una incidencia de infeccién por
HP muy alta, pero que presentan baja incidencia de CG tal y como sucede en

Africa.

VEB

Se ha observado una incidencia de infecciéon por VEB en el 9-16% de los CG. Por ello
se ha propuesto la posibilidad de que el VEB pudiera tener un papel en su etiologia,
aunque esta relacién no ha quedado confirmada. Lo que si se ha observado es que
Los CG con VEB son mas frecuentes en hombres que en mujeres y mas frecuentes
en cardias — cuerpo que en los tumores de antro. Sin embargo un estudio reciente

muestra que la infeccion por VEB seria un factor de buen prondstico™.

e Entorno
Tabaco

Se ha demostrado que el tabaco es un factor de riesgo claro para la gastritis, Ulcera,
metaplasia y para el CG distal y proximal. Se considera que el 18% de los CG estan
relacionados con el habito tabaquico aunque esta relacion es 2 veces mayor en el CG
de cardias que en el distal. Ademas existe una interaccion positiva entre el tabaco y la

infeccion por HP' .

Ingesta de sal

La sal tiene una accion directa sobre la mucosa gastrica y la reparacion necesaria
de la misma, produce un aumento de la proliferacion celular de la misma. También
existe una interaccion con el HP al haberse demostrado en estudios in vitro, que el
cultivo de cepas de Hp en medios ricos en sal, se produce un aumento de la
expresion de la oncoproteina Cag a, que como ya hemos comentado convierte a la

cepa en mas virulenta.

Dieta mediterranea
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Segun los datos del estudio de Cohortes EPIC, las dietas ricas en frutas y verduras
parecen disminuir el riesgo de padecer CG ™. Sin embargo se ha visto que en la
poblacion europea , existe una asociacion entre la ingesta de carne y el riesgo de

presentar CG distal , especialmente en pacientes con infeccion por HP'3 .

Alcohol

Se ha propuesto una relacion entre el consumo de alcohol y el aumento del riesgo de
CG pero esta correlacion no parece consistente entre los hallazgos de diferentes
estudios. Sin embargo un meta- analisis realizado muestra una alta correlaciéon entre

elevado consumo de alcohol y CG™
e Huésped
Polimorfismos genéticos (PG)

Se han correlacionado diversos PG con el riesgo de CG. La mayoria de ellos son
genes relacionados con la inflamacién como los genes que codifican la sintesis de
citocinas ILB1y TNF a. Estas citocinas producen una disminucion de la produccion de
acido gastrico y favorecen la extension de la infeccion por HP desde el antro hasta el

fundus, extendiendo asi la gastritis atréfica y el riesgo de CG.

Se ha demostrado que los sujetos portadores del alelo ILB511T, producen altos niveles
de II-1B. Diferentes estudios lo han correlacionado con aumento del CG tipo intestinal

en la poblacién caucasica pero no en la asiatica '>1°.

Asi mimo los portadores de II11RNR en poblaciéon no asiatica, presentan un mayor

riesgo de presentar adenocarcinomas de tipo intestinal de predominio distal 6

Los estudios gendmico completos que se estdn empezando a realizar ahora permiten
estudiar miles de polimorfismos de manera simultdnea. De esta manera se han
detectado diferentes locis de mayor susceptibilidad en relacion con el CG que ahora

se podran estudiar'®.

CG familiar
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Cuando existe historia familiar, el riesgo de CG es de 2 a 10 veces mayor, si bien o
es por una alteracién genética sino por compartir los mismos factores de riesgo

ambientales como la infeccién por HP o la dieta ™.

Pero existen diferentes sindromes hereditarios con asociaciéon con el CG como por
ejemplo: sindrome de Lynch, Poliposis familiar adenomatosa, sindrome de Li-

Fraumeni, Sindrome de Peutz Jeghers.

El Cancer gastrico difuso hereditario es un sindrome autosémico dominante que
representa del 1- 3% del CG familiar. Se debe a mutaciones en el gen CDH1 (E-
cadherina). Estas mutaciones producen un defecto en la funcion de la proteina. El ser
portador de una de estas mutaciones, produce un riesgo de padecer CG del 70-80%

por lo que se recomienda la gastrectomia profilactica a los 20 afios de edad "".
Otras causas:

Se han relacionado con el aumento de riesgo de presentar un CG a la anemia
perniciosa, Sindrome de Menestrier y el poseer un munidn gastrico tras una

gastrectomia por otras causas.
e Prevencion :

En la prevencion se ha propuesto la ingesta de dietas ricas en frutas y verduras, evitar

los excesos de sal y la exposicién al tabaco.

Algunos estudios han recomendado tratamiento para erradicar la infeccion por HP
cuando existe gastritis puesto que se ha visto que esto disminuye el riesgo de

transformacion d lesiones pre malignas y el riesgo de CG™®19

No obstante, otras escuelas han propuesto no realizar tratamiento por el riesgo de
producir HP resistente o infeccién por otras bacterias y se piensa que su uso
indiscriminado ha producido el aumento de incidencia de reflujo gastro- esofagico, y
en los casos de eséfago de Barret, el aumento de la incidencia de tumores de la

union gastro- esofagica.

Lo que se propone es el seguimiento estricto cuando se detectan lesiones
precancerosas. La frecuencia de estos controles se basa en el riesgo que se ha

establecido de desarrollar un CG a los 10 afios posteriores. Este riesgo es de 0.8%
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en caso de atrofia gastrica hasta un 33% en el caso de displasia de alto grado'®. Se
han propuesto  diferentes algoritmos consensuados internacionalmente para los

seguimientos de estas lesiones

Tipos histologicos

Existen diferentes clasificaciones histologicas como la de Lauren, la de WHO? o la

Japonesa ?'.

En el tipo histolégico mas frecuente, los adenocarcinomas, la clasificacion mas
utilizada es la de Lauren Esta identifican 2 subtipos con caracteristicas clinicas y
epidemiolégicas diferentes: el tipo intestinal y el tipo difuso. Una pequefia proporcién

de casos puede compartir ambos subtipos (tipo mixto)?2.

Tipo intestinal

El adenocarcinoma de tipo intestinal es precedido por una secuencia de lesiones
histolégicas con caracteristicas bien definidas denominada La Cascada de Correa que
consiste en: gastritis no atréfica, gastritis atréfica multifocal sin metaplasia, metaplasia
intestinal de tipo completo, metaplasia intestinal de tipo incompleto y displasia hasta
finalmente formar el adenocarcinoma. Se ha visto que la infeccion por HP puede

desencadenar esta cascada.
Este tipo es el mas frecuente en las zonas de alto riesgo de CG.

Existen un subtipo coloide (mucinoso) que puede ser tanto de tipo intestinal como

difuso % pero las células mucinosas deben representar > 50% de las células totales.

Tipo Difuso

Se observa en personas mas joven Yy no se ha observado diferencias entre sexos.
Los adenocarcinomas con células en anillo de sello representan un subtipo, y deben

presentar mas del 50% de las células de este tipo para denominarse asi?.

Tipo mixto
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Una combinacion de los anteriores.

Localizacion del tumor

Clasicamente s e han diferenciado dos localizaciones: proximal y distal. Ademas de
las diferencias anatémicas, se consideran que estas localizaciones son realmente dos

entidades diferentes con caracteristicas clinicas y epidemioldgicas diferenciadas.
Proximal:

Es la denominada inicialmente proximal y que anatdmicamente comprende la region
de 1 cm distal a la unibn escamosa — columnar pero cuya definicion ha ido
evolucionando y actualmente se considera como cardias (0 union gastro — esoféagica).
Asi por ejemplo, la 7° edicion de la clasificacion TNM define como tumores de la unién
gastro- esofagica (cardias) a los tumores de la unién y los 5 cm proximales de la

cavidad gastrica®.

La incidencia esta aumentando en los paises Occidentales, especialmente en la
poblacion caucasica. Se cree que esta relacionada con el reflujo gastro- esofagico

pero no con la infeccion por HP.

Parece presentar un peor pronéstico puesto que la invasion mural suele ser mas
profunda y presenta mas frecuentemente invasion ganglionar , que son los factores
prondsticos validados . Asi por ejemplo la supervivencia media a 5 afos en USA, de

una CG proximal es del 14% frente al 26% de los tumores distales® .
Distal:

Se denomina asi al resto del estdbmago. Frecuentemente subdividida en cuerpo y

antro.
Factores pronésticos

El dnico factor pronostico claramente establecido y que se utiliza en la practica

clinica, es el estadio como viene recogido en la clasificacion TNM (2324 25),

15



Tras el analisis de series largas, se han propuesto otros factores como es por ejemplo
el tipo de cirugia. Pero cuando el analisis de factores prondsticos, se restringe a

series de pacientes con reseccion con intencidn curativa, el tipo de cirugia pierde el

valor pronéstico y por tanto parece que el supuesto valor pronédstico podria deberse

mas al tipo histolégico, que es lo que realmente indica el tipo de cirugia a realizar®*

Se ha propuesto que los tumores difusos podrian tener un peor prondstico, pero
puede ser debido a que estos tumores tienen mayor predileccion por afectar las areas
ganglionares, por lo que frente al estadio no tienen un valor prondstico?628, Otro factor
propuesto es el subtipo células en anillo de sello. Si bien los hallazgos en diferentes
estudios tienen resultados contarios. Su incidencia es baja (entorno al 12-15%) pero
cuando en el analisis, se consideran sélo los tumores avanzados, parece adquirir un
valor pronostico aunque las diferencias encontradas muchas veces no alcanzan la

significacion estadistica 2*.
Tratamiento adyuvante

A pesar de que los pacientes puedan ser sometidos a una cirugia radical con una
linfadenectomia extensa (D2), la supervivencia a 5 afios esta en torno a 30-35% en
centros especializados??®. . Por ello se han valorado diferentes estrategias de
tratamiento adyuvante. En el mundo Occidental, el esquema de tratamiento adyuvante
mayormente aceptado es la combinacién de quimio- radioterapia basada en 5
Fluorouracilo. Esto se basa en los resultados del Ensayo fase Ill, denominado
comunmente Esquema Macdonald.?° En este estudio se incluyeron 556 pacientes que
tras una cirugia radical, tenian estadios Ib-lll y se randomizaron a recibir el tratamiento
combinado frente a la rama control. El tratamiento adyuvante demostré una mejoria
clara de la SG a 5 afios que pasé de 27 a 36 m con un HR 1.35 (Cl 0.9-1.6, p 0.005).

Desde ese momento se considerd un tratamiento estandar en la adyuvancia de CG.
Biologia Molecular del CG esporadico

71 Las diferentes causas, la incidencia asi como el diferente curso clinico
muestran que el CG es una entidad muy diversa y compleja *' y esto se
traduce légicamente en una heterogeneidad en sus bases moleculares .
Diferentes vias de sefalizacion intracelular se han mostrado  como
causantes de esta patologia y esto se produce tanto por alteraciones
genéticas como epigenéticas. Las vias la familia de EGFR, FGFR y en
definitiva la via PI3k/ AKT/mTOR y la via RAS/RAF / MEK (32 2533 ),

Estudios completos del perfil de expresion génica entre células de

16



adenocarcinoma gastrico y células del tejido gastrico normal, muestran
diferencias en la expresion de mas de 2.500 genes. Esto explica que

existan muchos patrones de expresion génica diferentes en el CG** y es

una demostracion mas de la heterogeneidad de este tumor. Basandose en
estos diferentes de expresion génica y cruzandolo con las caracteristicas
patologicas y epidemioldgicas, M. Shah propuso 3 subtipos: el proximal, el
difuso y el distal no difuso®. El Tipo 1 (tipo proximal) se caracterizaria por
carcinoma de tipo intestinal con sobre expresion muy frecuentemente de
HER?2 y estaria relacionado con la inflamacién y el reflujo. El Tipo 2 (difuso)
tendria una sobre expresién de Her2 infrecuentemente y no estaria
relacionado con la inflamacion. El ultimo tipo, Tipo 3, presentaria
frecuentemente sobre expresion de Her2 vy su etiologia estaria relacionada
con la inflamacion por HP. Aunque estos subtipos comparten muchos
genes, existen otros genes con un indice de expresion diferente como
PSCA (prostate stem cell Ag), PGA3 (pepsinogeno A) y TRIM 32.

Un estudio posterior publicado en el 2014 dentro del Proyecto Gene Atlas
Research Network, que estudia mas de 295 muestra de cancer gastrico y
combina estudios secuenciacién completa del genoma, con estudios del
perfil de metilacion del DNA, secuenciaciéon de micro RNA y del RNA
mensajero. Este estudio dibuja otros cuatro subtipos moleculares, que no
se solapan con la clasificacion anteriormente propuesta. En esta nueva
clasificacion no se encuentra diferencias en la distribucion geografica entre
los subtipos ni en la supervivencia, pero si que existen diferencias en la
distribucion anatémica del tumor. Las diferencias entre los subtipos serian
las siguientes:

- subtipo VEB: representa el 9% de los tumores y se caracterizarian por
las hipermetilaciones del promotor, amplificaciones frecuentes de diferentes
genes ( JAK 2, LDL1y 2 ) y mutacion frecuente de PI3K

- subtipo MSl(inestabilidad de microsatélites): 22%  con multiples
mutaciones, entre ellas la del MLH1

- tumores estables: 20%. Frecuentemente de patrén histolégico difuso.
Suelen ser adenocarcinomas de tipo intestinal, con mutacion de p53

frecuente y activacion de la via del RAS.
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Podemos concluir, que a pesar de la informacién facilitada por estos estudios mas
recientes y complejos, que intentan identificar el genotipo completo de los carcinomas
gastricos, aun no disponemos de la identificacion e imagen completa de estos
tumores. Si bien estos trabajos coinciden a la hora de identificar algunas
caracteristicas en los diferentes subgrupos propuestos la heterogeneidad de estos
tumores y el papel en su desarrollo de vias intracelulares especificas, entre ellas la via
de ERK/ PERK 3236 37 a(in quedan por determinar.

4.3 Via ERK/ MERK
Esta via esta relacionada con?®:

- proliferacion

- diferenciacion
- supervivencia
- angiogénesis
- adhesion

- migracion

MEK= (Mitogen Extracelular Kinase) (ERK= extracellular signal Related Kinase)

Esta via esta hiper regulada en el 30% de los canceres.

La via Ras/ Raf/ ERK / MERK es una Familia de las serina/treonina protein quinasas
citosdlicas. Se considera una cascada lineal donde Ras es el primer activador de la
cadena (upstream) y MEK el ultimo sustrato (downstream).

Esta via se activa por unién de factores de crecimiento a sus receptores de
membrana como: EGF, VEGF, PDGF, TGF. La uniéon de uno de estos factores a su
receptor (RTK), activa la parte intracelular y esta activa a Ras. Este se une a RAF y
produce a su vez, su activacion. Y esto desencadena 2 mecanismos diferentes: el

mecanismo relacionado con MEK/ERK y el independiente.
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4.31. Mecanismo relacionado con MEK/ERK:

La union de Ras a Raf (a cualquiera se sus isoformas: Raf-1, A-raf, b-raf) y produce

el transporte de este complejo a la membrana celular con la fosforilacion y activacion

de la isoforma Raf (excepto b-Raf que tiene la propiedad de autofosforilarse el solo).

Cuando se activan, fosforilan a MEK que al activarse fosforila a ERK y esta actua

sobre mas de 50 sustratos en el citosol o en el nucleo como por ejemplo:

p90RSK: modifica factores de transcripcion e histonas
factor de transcripcion como HIF( factor inducible por hipoxia)

quinasas relacionadas con ciclo celular: Mdm2, p27, ARF...

En general produce proliferacion y supervivencia por lo que si esta via esta sobre

regulada en cancer favorece la tumorogénesis y la progresion celular.

4.3.2. Mecanismo independiente de MEK/ERK:

La activacién de Raf 1, en este caso, tiene un efecto de control sobre la apoptosis y

de control sobre el ciclo celular. No se conocian bien el mecanismo que lo hacian® .

Se han propuesto diferentes actuaciones como:

1) inhibe la via intrinseca de la apoptosis. Para ello se requiere su translocacién a la

mitocondria (no se conocen los mediadores).

La regulacion de la via intrinseca de la apoptosis radica en el control de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial. Cuando la via intrinseca de la
Apoptosis, se activa, produce un dafio de la membrana mitocondrial con la
subsiguiente liberacién de Citocromo C y otras sustancias al citosol. Esta
liberacion produce la activacién de la via de las caspasas y esto lleva a la
muerte celular®® .

La integridad de la membrana mitocondrial esta regulada por un balance
entre los factores apoptoticos ( BAx, BAK) y los de factores anti- apoptéticos (
como Bcl 2y otros*.

La activacion de Raf-1 produce la dimerizacién con Bcl- 2 y conlleva la
activacion de la funcién antiapoptoticas de bcl-2% . vy evita la liberacion de
Citrocromo C (por mecanismo dependientes de quinasa) y por tanto la muerte

celular.
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2) Induce el ciclo celular a través de Cdc25, Rby p53%°.
3) tiene efectos sobre el cito esqueleto

4) induce la Diferenciacion celular

Growth factor (e.g. TGF-u, EGF,
G-protein coupled Q VEGF, PDGF-fi}
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Mas recientemente, se ha descrito en estudios en Drosophila, una via intracelular
Hippo cuya activacion promueve la Apoptosis y la inhibicion del ciclo celular. Esta via
esta conservada en todas las especies y en mamiferos, el primer eslabon es el factor
MST2*'. Es sélo en los Ultimos tres afios, en se han descrito los componentes de toda
la cascada y su funcién. Asi se ha visto que se activa una cascada de kinas que
fosforilan a YAP que es un factor de transcripcion. Al ser fosforilado, impiden su
internalizacion al nucleo y su actividad de transcripcién de genes diana controladores
de la supervivencia e inductores del ciclo celular. Por lo tanto la activacion de MST2

promueve la apoptosis y el paro del ciclo celular.

En el momento de la elaboracion de este proyecto, sélo se conocia que Raf1 inter
actuaba con MST2 en ausencia de factores de crecimiento o de mutaciones de KRAS.
Dicha activacion de RAF-1, impedia la dimerizacion de MST2 y por tanto su
actividad*?. Por ello se estaba postulando que esta interaccion entre rAf1 y la via Hippo
podia ser el mecanismo principal de actuacion de la denominada via MEK/ERK
independiente pero todavia no habia publicaciones donde se evaluara la expresién de
este factor en cancer. Posteriormente se empezaron a publicar los primeros trabajos

en diferentes tumores como cancer de colon o prostata, donde se describia una
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disminucién de expresion de MST2 en tejido tumoral frente a tejido normal*3#4 pero no
habia datos en CG.

Y
CeliCycle X

Cancer Research Reviews z H‘{

Apoptosis

4.3.3 Alteraciones de la via Ras/ RAF /| MEK /ERK en cancer Gastrico

En otros tumores se han propuestas diferentes alteraciones moleculares que pueden
ocasionar hiper activaciéon de esta via. Los iremos revisando detalladamente,

especificando si hay alguna evidencia de dichas alteraciones descritas en CG.
EGFR

La activacion del EGFR en modelos preclinicos produce un aumento de la agresividad
tumoral y la desregulacion de esta via se puede deber a sobreexpresion, amplificacion
o mutacién como se ha objetivado en diferentes tumores. Por ello, en la ultima década
los inhibidores de EGFR se han empezado a utilizar y forman parte del arsenal
terapéutico en el tratamiento de diferentes tumores (pulmén, colon, mama). En CG se
han descrito sobreexpresion en un 42%- 80% y una amplificacién entorno al 13% de
los casos*.%647. En algunos trabajos se ha correlacionado con la supervivencia
aunque su valor pronodstico no se ha confirmado, dado que los resultados son

contradictorios entre diferentes series*>.
VEGF

Hay diferentes pasos necesarios que las células tumorales tienen que superar para la

progresion tumoral y formacion de metastasis, como son: la angiogénesis, la invasion

21



vascular, la supervivencia en torrente sanguineo, la extravasacion y proliferacién en el
tejido alcanzado. La familia VEGF (formada por diferentes factores VEGF A- E y
receptores VEGFR) ha mostrado ser el estimulo mas importante para el control de la
angiogénesis, produciendo  proliferacion de células endoteliales, motilidad vy
permeabilidad. EI VEGF- A y VEGFR se encuentran expresados en células
endoteliales pero se ha comprobado su sobrexpresion en diferentes lineas tumorales.
En CG se han descrito sobreexpresion en un porcentaje muy alto de tumores pero su

correlacidn con la supervivencia tan poco se ha establecido claramente 4% .

HER2

La activacién de este receptor de membrana esta implicado en la proliferacion,
adhesion, migracion vy diferenciacion tumoral y por ende claramente relacionado con
la tumorogenesis en diferentes tumores. En CG su sobreexpresion o amplificacion se
ha demostrado en un 7- 34% de tumores %2 y se ha correlacionado con tumores mas
avanzados®®%* aunque no claramente con la supervivencia. El uso de un inhibidor, el
trastuzumab ha demostrado su utilidad en cancer de mama y también lo ha
demostrado en CG *° lo que confirma el papel de HER2 en la proliferacion tumoral. Si

bien no se ha podido comprobar que tenga un valor prondstico.

KRAS

Hace mas de 15 afios, que se demostré que la Mutaciones o alteraciones de KRAS
podian producir un crecimiento incontrolado de las células al ser independiente de la
activacion de la via por los factores de crecimiento y ser una de las causas de la
tumorogenésis. Pero también esta implicado en la proliferacion y control de la
angiogénesis y por ello el estudio de como moldearlo ha sido durante mucho tiempo
unos de los principales objetivos en el tratamiento del cancer®. Las mutaciones de
KRAS se han demostrado en muchos tumores, siendo los principales entre otros en el
cancer de pancreas, colon y pulmén. En el momento de plantear este estudio, apenas

disponiamos de datos publicados en CG ¥,
BRAF

Con el mismo mecanismo de actuacion, se ha correlacionado la mutacién de BRAF
con diferentes tumores como por ejemplo melanoma. Su existencia en el CG tan poco

habia sido estudiada %8.

RKIP
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Se ha descrito como inhibidor enddégeno de la via de MEK/ERK a nivel de la
fosforilacion de MEK por Raf-1°° . Mas recientemente también se ha visto que es

capaz de bloquear la via de NFkB®'.

Esta expresado de manera general en todos los tejidos, pero se*® ha comprobado una
disminucién de su expresion en tumor frente a tejido normal en carcinomas de colon,
prostata®®, mama® y hepatocarcinoma. Una expresion baja de RKIP se ha

correlacionado con la recidiva en cancer de prostata®.

En cancer de colon estadio Dukes C, se vio que aquellos tumores que expresaban
RKIP tenian una supervivencia similar a la de estadio iniciales (Dukes A y B) mientras
que los que tenia una expresion leve o no expresaban RKIP tenian una supervivencia
muy baja, independientemente de otros factores prondsticos®’. En el momento de
plantear este estudio, no existian publicaciones que analizaran la expresion de este

factor en CG.
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5. Material y Métodos

5.1 Material
5.1.1 Pacientes

En la busqueda de poder analizar factores prondsticos del Cancer Gastrico localmente
avanzado, no metastasico, consideramos que era muy importante que la serie de
pacientes fuera homogénea en cuanto al tratamiento recibido para no producir ningun
sesgo que pudiera alterar los resultados. Por ello seleccionamos los pacientes que
hubieran realizado el tratamiento que en nuestro medio consideramos estandar. Esta
es la cirugia radical con reseccién completa (R0) seguido de tratamiento adyuvante
con el esquema de quimio radioterapia basada en 5- Fluorouracilo, denominado

esquema de MacDonald.

Dicho tratamiento, desde la publicacion en 2001 del estudio randomizado que incluyé
556 paciente afectos de estadio s IB-lll de adenocarcinoma gastrico o de la union
esofago- gastrica con reseccion completa, mostré que el tratamiento adyuvante
aumentaba claramente la supervivencia global de los pacientes frente a la rama de
observacién. La mediana de supervivencia fue de 36 meses frente a 27 meses en la
rama de observacién con una clara significacién estadistica (p = 0.005) y un RH de
1.35 (Cl1 1.09-1.66)%*, y hoy por hoy se considera el tratamiento estandar en Occidente
(EEUU y muchos paises Europeos). Dicho tratamiento se instauré en nuestro centro
en 2003, y por ello nos planteamos analizar nuestra serie de pacientes con estadio Ib
a lll intervenidos de adenocarcinoma gastrico con una reseccion completa desde esa

fecha.

5.1.2 Material de estudio e IHQ

Se recupero los bloques tumorales parafinados de dichos pacientes, deseleccionando
las zonas tanto de tumor primario, zona de tejido gastrico normal y zonas de ganglios
afectos en los casos que las tuvieran afectos, para poder realizar las matrices

tisulares (TMA, del inglés tissue micro array).
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5.2 Métodos
5.2.1 Estadiaje de los pacientes

Los pacientes tras ser diagnosticados en nuestro centro de adenocarcinoma gastrico o
cuando son diagnosticados fuera del centro pero remitidos al mismo para valorar
tratamiento, se les realiza un estudio de extension. Dicho estudio comprende la
realizacién de TC abdominal y radiografia de térax y analitica de sangre completa con
marcadores tumorales. Si no se objetiva enfermedad a distancia y el paciente no
presenta contraindicaciones médicas o quirurgicas para la intervencién, se procede a
ella. Previa a la realizacion de la reseccion, se practica una laparoscopia diagnostica

para descartar diseminacién peritoneal.
5.2.2 Factores Pronésticos

En el CG localmente avanzado no metastasico los factores prondsticos claramente
establecidos son los que recogen la clasificacion TNM, es decir la T: profundidad de
afectacion de la pared gastrica por el tumor y la afectacion o no de los ganglios
regionales?'®*. Otros muchos factores clinicos o patoldégicos aparecen en muchas
series como factores prondsticos, aunque no se suelen confirmar en otras series. Nos

propusimos también analizarlos, y son los siguientes:
- Edad
- Sexo
- Clasificacion Lauren
- Invasion neural
- Invasion vascular
- Células anillo de sello

- - Localizacidon anatémica

5.2.3 Elaboracioén de las matrices tisulares (TMA)

A partir de tejido tumoral fijado en formol e incluido en parafina de tumores gastricos
se ha realizado una tincidon con hematoxilina y eosina (H&E) para valorar el contenido

tumoral, la necrosis y la calidad global, seleccionandose areas representativas de
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tumor y tejido normal. A partir de éstas se ha obtenido, para cada paciente, 4 cores de

un didametro de 1mm? de tejido, de los cuales 3 correspondian a tejido tumoral y uno a

tejido normal. Se han confeccionado 4 TMAs, (20 pacientes/TMA). Mediante

microtomia, de cada TMA se han obtenido 6 secciones de tejido, de 4-6um de grosor.

Una seccion se ha tefido con H&E para valorar la cantidad y calidad final del area de

tumor incluida, mientras que las otras 5 se han usado para los ensayos de FISH, IHQ

e inmunofluorescencia multiple.

5.2.4 IHQ

Para la realizacion de las tinciones, seguimos el protocolo estandar de avidina- biotina

inmuno peroxidasa®, que consiste en:

Secciones de tejido desparafinado de 5- um

Inclusion del antigeno y lavado durante 15 minutos en 10 mmol/L buffer de
citrato

tratamiento con suero normal al 10% durante 30 minutos, seguido del
Anticuerpo primario e incubacién toda la noche a 4° C

inclusion del anticuerpo secundario durante 30 minutos

Incubacion con Inmunoglobulinas biotinuiladas durante 30 minutos seguidas
complejo avidina- biotina pro 30 minutos

Adicion de daiminobenzidinas como cromdégenos y Hematoxilina como
contraste nuclear.

Lectura bajo microscopio de luz estandar

Los anticuerpos utilizados fueron:

ERK: p44/42 MAPK Erk1/2 (Cell Signaling, Beverly, MA)

pERK: Phospho-p44/42 MAPK Erk1/2 Thr202/Tyr204 (Cell Signaling,Beverly,
MA).

EGFR: EGFRpharmDX ), y en una segunda fase, mediante el anticuerpo
CONFRIM ANTI-EGFR (3c6), IDV (Ref. 5278341001, Roche Diagnostics, SL)
VEGF: VEGF (Abcam, Cambridge, UK).

Her2neu : IHC, Herceptest™ se analizé por duplicado, en una primera fase
utilizando el kit Herceptest™ (Dako), y posteriormente, mediante el PATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal PAb (Ref. 5278368001, Roche
Diagnostics SL)
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- MST2: STK3 (MST2) ( Abcam, Cambridge, UK).
- RKIP: PBP antibody (EPR2875Y) (Ref. ab76582, Abcam)

La inmunoreactividad a cada anticuerpo se clasificd considerando por un lado la
intensidad: (=: negativo, 1: bajo, 2: moderado, 3: alto) y el porcentaje de células
tefidas. Se consider6 positivo, cuando al menos el 10% de las células estaban tenidas
con una intensidad >1. En el caso de MST2 sdlo se considerd positivo cuando la
intensidad era de 2. En el caso de HER2 , se consideraron positivo los caso con
intensidad débil completa o de toda la membrana baso lateral en >10% de las células
(score 2+) o los casos con una intensidad moderada o alta completa o de toda la
membrana baso lateral en >10% de las células( score 3+) siguiendo el Consenso del

score HER2 en Céancer gastrico®.

5.2.5 FISH

La hibridacion in situ fluorescente utiliza moléculas marcadas con fluorescencia para

localizar y analizar regiones especificas de ADN.

La técnica consiste utilizar pequefios fragmentos de ADN de una sola hebra,
denominados sondas, complementarios a las secuencias de ADN objeto de estudio en
la muestra problema. Las sondas, mayoritariamente comerciales, pueden estar
marcadas con distintos fluorocromos y combinarse para detectar varias regiones en un

mismo proceso.

En la FISH sobre tejido parafinado la sonda se introduce en el nucleo interfasico de las
células del corte de tejido fijado e incluido en parafina. El valor de la prueba se basa en
detectar la presencia o ausencia, su localizacion y/o el nUmero total de sefales de una
determinada sonda o una sonda respecto a otra. De éste modo la técnica permite
detectar la pérdida, ganancia, amplificacion o reordenamiento de genes o loci

especificos.

En una primera fase, se trata el corte tisular de la muestra problema mediante
digestion enzimatica para eliminar la matriz extracelular presente en el tejido y permitir
que la sonda penetre en el nucleo. Posteriormente se procede a desnaturalizar el
ADN, separando las hebras complementarias que forman la doble hélice, de forma que
al afadir la sonda, ésta hibrida con la zona de ADN que le es complementaria,

pudiéndose detectar la sefial mediante un microscopio de fluorescencia.

La técnica de FISH se realizd sobre secciones sin tedir de los TMAs, siguiendo los

protocolos estandarizados facilitados por los laboratorios que comercializan estos Kkits.
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Brevemente, las secciones fueron incubadas a 60°C durante la noche. Posteriormente
fueron desparafinizadas e incubadas en 10mmol/L de citrato sdédico (pH 6). El
desenmascaramiento antigénico se realizd en olla a 120°C durante 20 minutos.
Después se realizé la digestion del tejido con pepsina-HCI durante 8 minutos a 37°C.
Las muestras fueron deshidratadas y las sondas fueron aplicadas directamente a las
preparaciones. Se utilizé un corte individual de cada muestra para la evaluacion del
numero de copias génicas de EGFR y PTEN. Las muestras fueron desnaturalizadas a
80°C durante 4 minutos usando una camara de hibridacion automatizada, y luego
incubadas toda la noche a 37°C.Tras dos lavados con tampoén posthibridacion
(2xSSC-0,3% NP-40, pH 7,2) durante 2 minutos a temperatura ambiente y 2 minutos a
73°C, respectivamente, el nucleo de las muestras fue contra tefiido con DAPI | (1000

ng/uL, Vysis).
Las sondas utilizadas fueron:

- HER2: PathVysion HER2 DNA Probe Kit (Vysis, Inc). El kit incluye una sonda
centromérica, marcada en fluorocromo de color verde (SpectrumGreen), que permite
cuantificar el numero de cromosomas 17 por nucleo, y una sonda que hibrida con el
gen HER-2/neu, marcada en fluorocromo naranja (SpectrumOrange), que permite

determinar el numero de copias del gen.

- EGFR: LSI EGFR/CEP 7 dual colour probe (Vysis, Inc). El kit incluye una sonda
centromérica, marcada en fluorocromo de color verde (SpectrumGreen), que permite
cuantificar el numero de cromosomas 7 por nucleo, y una sonda marcada en
fluorocromo rojo (SpectrumRed) que hibrida con el gen EGFR y permite determinar el

numero de copias del gen por nucleo analizado.

Para la valoracion de la hibridacion se utiliza un microscopio de epifluorescencia 80i
(Nikon) equipado con filtros especificos (Dapi, Orange, FITC y TxRed) y un objetivo de

100 aumentos.

La evaluacion de la hibridacion fue realizada por dos observadores experimentados a
doble ciego, sin conocer los datos clinicos de los pacientes y el resto de resultados del
estudio. Se evaluo toda la superficie de los cores hibridados, realizando el recuento del
numero de sefiales de cada sonda en un minimo de 20 nucleos tumorales bien
delimitados en la contra tincion con DAPI. Por cada nucleo se valoré la presencia o
ausencia de sefial de cada sonda, siempre y cuando estas fueran nitidas y claras. Se

valoraron de forma independiente los tres cores de cada tumor, usandose el tejido

28



normal como control interno no alterado. Se asigné posteriormente un resultado unico

representativo por caso/tumor para el andlisis estadistico.

Tras recontar el nimero de sefales por nucleo de cada sonda, en el caso de HER2 se
calculd el ratio HER2/Cr.17, considerandose un resultado positivo para amplificacién
de HER2 los ratios superiores a 2,2, mientras que los ratios inferiores a 1,8 se

consideraron como negativo para amplificacion del gen.

Para la valoracién de la amplificacion del gen EGFR se utilizaron las 6 categorias

definidas en el estudio de Capuzzo et al ®” y que se definen como:
1) Disomia: <2 copias en >90% de los nucleos

2) Baja trisomia: <2 copias en 240% de los nucleos, 3 copias en 10%—40% de los

nucleos o, 24 copias en <10% de los nucleos)

3) Alta trisomia (<2 copias en 240% de los nucleos, 3 copias en 240% de los nucleos,

24 copias en <10% de los nucleos);
4) Baja polisomia (=4 copias en 10%—40% de los nucleos);
5) Alta polisomia (=4 copias en 240% de los nucleos); y

6) Amplificacion génica (definida como la presencia de clusteres de sefial densos y/o
una ratio de gen EGFR/cromosoma 7 superior a 2 o mas de 15 copias de EGFR por

nucleo en 210% de los nucleos analizados).

Se consideraron como resultado positivo para amplificacion de EGFR la alta polisomia
(HP) y la amplificacién (AMP).

5.2.6 Analisis con PCR

Se realiz6 el estudio mutacional del gen KRAS (ex6n 2) y BRAF (exén 15) mediante

secuenciacion.

Para la obtencion de ADN, se realizaron secciones completas de 5 ym de grosor tejido
parafinado y fijado en formalina de cada paciente, que se dispusieron en laminillas.
Una de las secciones se tifid con Hematoxilina-Eosina a fin de que un patdlogo
confirmara la presencia de tejido tumoral (adenocarcinoma), delimitando el area de

mayor densidad tumoral, evitando zonas necroéticas, hemorragicas o con mucosa
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gastrica normal. Utilizando la seccion tefiida como platilla, se realizé macro diseccion
manual de estas areas en las laminillas sin tefir, tras desparafinado del tejido. El tejido
obtenido se introdujo en un tubo eppendorf estéril de 1,5 mL, en el que se realizo la
digestion tisular mediante proteinasa K. El numero de secciones por muestra vario en
funcion del area rica en tejido tumoral y las caracteristicas histolégicas del tumor, con
un rango entre 6 y 8, requiriéndose un menor numero de secciones cuanto mas

compacto y extenso era el tumor.

La extraccion de DNA gendémico se realizd mediante fenol-cloroformo. Tras
cuantificacion por espectofotometria, se utilizaron 200s ng de DNA para cada reaccion
de PCR en las que se amplificaron el exén 2 del gen KRAS (291 pb) y el exén 15 del
gen BRAF (224 pb) utilizando cebadores y condiciones anteriormente descritos en la
literatura. Para ello se utilizd un equipo GeneAmp® PCR System 9700 (Life
Technologies). La eficiencia de la amplificacion se comprobé mediante electroforesis
en agarosa, usando el sistema E-Gel® 2% con SYBR Safe™ (Invitrogen). Si mismo,
se amplificé un fragmento de 268 pb del gen globina humana a modo de test de

calidad de extraccion genomica.

Posteriormente, el producto amplificado se purific6 mediante columna (Qiagen) y la
reaccion de secuenciacion ciclica se realiz6 mediante el kit BigDye®Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) utilizando los mismos cebadores de la
amplificacion. Tras purificaciéon mediante columna (Life Technologies), la reaccion, el
producto de secuenciacion, tanto en Sense como en antisense, se analiz6 mediante

un secuenciador automatico ABI310 (Life Technologies).

5.2.7 Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia multiple se basa en la técnica de
inmunohistoquimica, pero en este caso, la expresion de la unién antigeno/anticuerpo
se revela mediante union de un fluorocromo, siendo posible realizar un ensayo con
multiples anticuerpos combinados con distintos fluorocromos, hecho que permite
evaluar y cuantificar, en una unica seccion de tejido, la expresion de distintos bio

marcadores.

Para desarrollar los ensayos de IF partimos de las condiciones para el analisis
mediante IHQ de los marcadores de interés, ya sean las recomendadas por el propio
fabricante o las publicadas en otros estudios. A partir de estas condiciones, todos los

marcadores propuestos se testan en ensayos de IF simple, combinandolos con
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diferentes fluorocromos (Zenon Alexa Fluors) que cubren toda la franja del espectro
luminico, a fin de identificar la combinacion 6ptima para cada uno de ellos, ponderando
qué combinaciones son mas afines y cuales mas criticas o restrictivas. Para ello, se
utilizan bloques control, elaborados a partir de lineas celulares o tejidos en los que se
conozca la expresion de cada marcador. Las mismas muestras se evaluan también en
IHQ estandar, y el patrén de expresion obtenido es utilizado de guia para analizar los

ensayos de IF simple.

Para el presente estudio de estandarizaron en IF simple y mudltiple los siguientes

anticuerpos:

- pERK
- ERK
- Citoqueratina AE1/AE3 (permite la identificacién del componente tumoral de la

muestra)

Una vez estandarizadas las condiciones para las distintas combinaciones anticuerpo-
fluorocromo, se desarrolla el ensayo multiple, en el que, de todas las combinaciones
posibles, se incluyen aquellas que son mas compatibles en cuanto las caracteristicas
propias de cada anticuerpo (p.ej. recuperacion antigénica), la seleccién del
fluorocromo (se priorizan los anticuerpos que Unicamente funcionan en el
compartimento celular a estudio) (p. €j. nuclear vs. Citoplasma). En general las
combinaciones se disefiaron en funcion de las caracteristicas propias de cada Ac
(p.€j., recuperacion antigénica), la seleccion del fluorocromo (p.ej superposicion de
sefales en caso de que dos Ac unicamente funcionen con el mismo fluorocromo) y la
localizacidon de los compartimentos celulares que expresan los marcadores a interrogar

(p-€j., expresion citoplasmatica vs. nuclear).

Asi, utilizando controles en los que la expresion de los distintos marcadores es
conocida, se testan las distintas combinaciones de anticuerpos/fluorocromos hasta
encontrar la combinacién que permite evaluar la expresion de los marcadores de

forma especifica, nitida e intensa.

Se construyo, en una primera fase, el ensayo de IF multiple pPERK/ERK/CKAE1-AE3

en el que los anticuerpos y fluorocromos se combinaron segun la siguiente tabla:

Anticuerpo | Casa Dilucién Isotipo Fluorcromo
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comercial

ERK1/2 CST 1:250 RIgG1 R488

AE1-AE3 DAKO 1:100 MigG1 M647

Una vez estandarizada la combinacién de IF mplex utilizando tejidos control, se
procedio al andlisis de las muestras incluidas en los TMAs. Se obtuvieron imagenes
digitalizadas de cada uno de los cores analizados. Para ello, se utilizé un microscopio
Nikon 90i equipado con filtros especiales Chroma (DAPI, Fitc, M1 y M2) y una camara
CRI Nuance que permite la captacién de imagenes multiespectrales en todo el
espectro luminico. El software Metamorph 7.6.5.0 permite la adquisicion automatizada
de las imagenes, asi como su posterior analisis cuantitativo. A partir de los resultados
obtenidos en los tejidos control, en los que la expresién de los distintos marcadores es
conocida, se define el perfil de senal puro de cada fluorocromo, distinguiéndolo de la
fluorescencia inespecifica o sefial de fondo. La aplicacién de algoritmos a la imagen
multiespectral cruda permite la obtencion de imagenes individuales para cada
marcador, y de una imagen conjunta en la que se puede estudiar y cuantificar la
expresion individual y simultanea de los marcadores analizados ademas de su

localizacion intracelular.

En una segunda fase se simplificé la combinacion de IF multiple, eliminado el
marcador ERK con la finalidad de mejorar y depurar la deteccion de la expresion de

pERK. La combinacion anticuerpo/fluorocromo final fue:

Anticuerpo | Casa Dilucién Isotipo Fluorcromo

comercial

AE1-AE3 DAKO 1:100 MigG1 M647

La cohorte completa de muestras se analizé también con esta combinacion.
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5.2.8 Analisis Estadistico
Se utilizaron los siguientes test o analisis dependiendo del tipo de variables:
Correlacion de variables entre si:

- Para el analisis de la correlacion entre variables clinico patoldgicas y las
variables biolégicas con expresién cualitativa (por ejemplo sobreexpresion de
ERK, mutacion KRAS, etc) se utilizaron el test exacto de Fisher y la X? de

Pearson.

- Para el analisis de variables clinico patolégicas y las variables biolégicas con
expresion en forma de variable continua (cualitativas) (por ejemplo las IF) o a
correlacion de variables biolégicas continuas (IF), y las variables biolégicas
categoricas (por ejemplo IHQ) se utilizaron los test UNIANOVA.

- - Parala comparacién de variables bioldgicas continuas (IF) y otras continuas

(IF) se utilizo test parametriales de X? de Pearson.

Correlacion de variables con la supervivencia:

- Se utilizé el test de Log Rank para estudiar la correlacién entre una variable clinico

patolégica o bioldgica y su correlaciéon con la supervivencia.

En la definicion de supervivencia se utilizaron tres tipos y que se definieron de la

siguiente manera.

- Supervivencia libre de enfermedad (SLE): el tiempo desde la cirugia hasta la
fecha de la primera progresion, muerte o Segundo tumor.

- Supervivencia especifica (SE): el tiempo transcurrido desde la fecha de la
cirugia hasta la fecha de muerte por progresion del tumor.

- Supervivencia global (SG): el tiempo transcurrido desde la fecha de la cirugia

hasta la fecha de muerte por cualquier causa.

Para la estimacion de la diferencias entre las medianas, se utilizaron las curvas de

Kaplan- Meier.

Para el analisis multivariado se utilizé el modelo de Regresiéon de Cox.

33



Consideraciones estadisticas.

- Consideramos estadisticamente significativo un valor de probabilidad de dos
caras < 0.05

- Todas las variables con un nivel de significacion >0.1en el analisis univariado,
son utilizadas para su analisis en el modelo regresion de Cox para determinar
si son valores prondsticos independientes, considerando como significativos los
que alcanzan una p< 0.05.

- Para todos los calculos, usamos el programa estadistico SPSS de Windows
(versién 18.0) de SPSS Inc. (Chicago, IL).
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6- Resultados

6.1 Caracteristicas Clinicas

Entre Julio de 2003 y Julio de 2012, 142 pacientes afectos de adenocarcinomas
gastricos con estadios IB a lll fueron intervenidos en nuestro centro. De ellos 66
presentaban contraindicaciones médicas para realizar tratamiento adyuvante o un
estado general deteriorado (ECOG 3) en las ochos semanas tras la intervencion que
contraindicaba realizar un tratamiento adyuvante y 2 rechazaron el tratamiento
adyuvante. Finalmente 74 pacientes realizaron tratamiento de quimio- radioterapia
adyuvante con el esquema de Macdonald (basado en 5 Fluorouracilo) y fueron el

objeto de nuestro estudio.
Las caracteristicas de nuestra seria se detallan en la Tabla 1.

En especial cabe destacar de ellas, que la edad media de nuestra serie era de 66
anos, siendo el sexo predominante el masculino (68%) y presentando la mayoria de

ellos (69%) un buen estado general a pesar de la cirugia realizada (ECOG 0-1).

En cuanto a la localizaciéon del tumor, la mayoria eran de antro (62%) y so6lo una

minoria de union gastro- esofégica (7%).

Dentro de la clasificacién histolégica, el tipo difuso fue el mas frecuente (51%)
existiendo un 8% de tumores mixtos. En cuanto a la presencia concreta de células en

anillo de sello sélo se observé en menos de un tercio de los casos (30%).

Con respecto al estadio del tumor tras el analisis anatomo-patolégico y basandonos
en la clasificacion TNM 7° edicion (AJCC), la mayoria de ellos fueron tumores con

afectacion profunda de la pared: el 90% son T3-4.

El numero de ganglios medios extirpados en la linfadenctomia fue de 18 con un
rango de 4 a 44, pudiéndose considerar optima cuando es superior a 15 ganglios,
segin se recogen en las guias Occidentales y Asiaticas 2" Bajo estas

consideraciones, se practico una linfadenectomia 6ptima en el 68 % de los casos.

Teniendo en cuenta la calidad de la linfadenectomia realizada, tan sélo un 22%

presentd un tumor con ganglios negativos.
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Por lo tanto el estadio final de los tumores de nuestra serie es mayoritariamente

tumores avanzados; el 64% de los casos correspondian a estadios ll|

TABLA 1. CARACTERISTICAS CLINICAS

Caracteristicas
N (%)

Edad

- Media 66

- rango (35-83)
Edad
- < 65afios 26 (35)
- >afios 48 (65)
Sexo

- hombre 50 (69)

- mujer 24 (31)
PS

- 01 51 (59)

-2 23(31)
ECOG

-0 12 (16)

- 1 39 (53)

- 2 23 (31)
Localizacion

- cardias 5(7)

- antro 36 (62)

- cuerpo 23 (1)
Localizacion:

- union GE 5(7)

- - gastrico 69 (93)
Profundidad de infiltracién

- T1-2 7(9)

- T3 19 (24)

- T4 48 (65)
Profundidad de infiltracién

- T1-2 7(9)

- T34 67 (91)
N¢ ganglios resecados

- Media —rango 18 (4-44)
Linfadenectomia optima

- S 50 (68)

- no 24 (32)
Afectacién ganlionar

- NO 16 (22)

- N1-3 58 (78)
Afectacién ganlionar

- NO 16 (22)

- N1 15 (20)

- N2 20(27)

- N3 23 (31)
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Estadio

- IB-1IA 10 (14)

- 1B 17 (23)

- A 11 (16)

- B 18 (24)

- mc 18 (24)
Estadio

- IB-1I 27 (36)

-om 47 (64)
Clasificacion Lauren

- Difuso 38 (51)

- Intestinal 30 (41)

- Mixto 6(8)
Diferenciacion

- Bien 12

- Moderado 18

- Pobremente 35

- Indinferenciado 1
Histologia

- Tubular 38 (51)

- Mucinoso 30 (41)

- Papilar 6(8)
Invasion vascular

- presente 58 (78)

- Ausente 16 (22)
Innvasion neural

- Presente 59 (80)

- Ausente 15 (20)
Carcinoma con células Anillo de Sello

- Presente 22 (30)

- Ausente 52 (70)
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6.2 Expresion de ERK, p ERK y expresion nuclear de pERK:

6.2.1 Expresion por IHQ:

Para responder al objetivo niumero 1, (Comprobar que la forma activa de ERK
(PERK) y su expresion nuclear (p ERK nc) se sobreexpresan en tumores mas
avanzados vamos a detallar la expresion de ERK y su forma activa pERK vy su

expresion nuclear.

ERK

El 89% de los tumores mostraron una expresion citoplasmatica de ERK. Dicha
expresion sin embargo era menos frecuente en los pT3-4 (88%) que en los tumores
mas superficiales: pT1-2 (100%) al igual que en los tumores con afectacion ganglionar
(pPN1-3: 87%) frente a los que no presentaban afectacion ganglionar (NO: 94%). Por
tanto la expresion tendia a ser menos frecuente en los tumores mas avanzados
(Estadio Ill: 85%) frente a los tumores mas iniciales (estadio Ib- 1I: 96%) (p 0.14).

La expresion de ERK no mostré diferencias entre los tipos histolégicos ni la
localizacion anatomica del tumor, ni con respecto a las otras caracteristicas clinicas.
(Tabla 2)
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TABLA 2. CORRELACION de la EXPRESION DE ERK, pERK y pERK nuclear y las Caracteristicas

Clinicas.
ERK ( 72 casos) % Valor | pERK ( 74 casos) % Val pERKnuclear( % Valor
Neg. Pos. positivo p Neg. Pos. positivo | orp 74) positivo p
Negativo Positivo
Sexo 0.49 0.05 0.38
Hombre 6 43 88 20 30 92 45 5 10
- mujer 2 21 91 2 22 65 23 1 4
PS 0.04 0.11 0.29
-0-1 8 42 84 18 33 65 48 3 6
-2 0 22 100 4 19 83 20 3 13
Profundidad 0.09 0.32 0.68
de invasion
-T1-2 0 7 100 1 6 86 7 0 0
-T3 0 18 100 4 15 79 17 2 11
-T4 8 39 83 17 31 65 44 4 8
Profundidad 0.32 0.34 0.40
de invasion
-T1-2 0 7 100 1 6 86 7 0 0
-T3-4 8 57 88 21 46 67 61 6 9
Afectacion 0.48 0.64 0.18
ganglionar 1 15 94 4 12 75 16 0 0
-NO 7 49 87 18 40 69 52 8 13
-N1-3
Estadio 0.14 0.28 0.29
- Ib-lI 1 25 96 6 21 78 26 1 4
-1 7 39 85 16 31 66 42 5 11
Clasificacion 0.9 0.70 0.08
Lauren
Difuso 4 33 89 11 27 71 37 1 3
Intestinal 34 26 43 10 20 67 25 5 17
mixto 1 5 83 1 5 83 6 0 0
C. Anillo sello 0.65 0.76 0.46
- ausente 5 45 90 16 36 69 47 5 10
- presente 3 19 85 6 18 75 21 1 5
Localizacién 0.68 0.37 0.78
- cardias 0 5 100 2 32 94 5 0 0
- cuerpo 3 19 86 9 14 61 21 2 9
- antro 5 10 67 11 35 76 42 4 9
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ERK activado: p ERK

El 70% de los tumores presentaron una expresion citoplasmatica de ERK activado.
Dicha expresion parecia disminuir en tumores mas profundos (pT3-4. 67%) frente a
los pT1-2(86%) y también en los tumores pN1-3 (69%) frente a los pNO (75%). Por
tanto parecia existir una menor expresion en tumores mas avanzados (Estadio Il
66%) frente a Ib-ll (78%) sin que las diferencias, lleguen a alcanzar una significacion
estadistica (p 0.28).

No se objetivo diferencias en la expresion entre los diferentes tipos histolégicos ni
localizaciones del tumor. Tampoco se observaron diferencias entre las otras
caracteristicas clinicas excepto una mayor expresion en mujeres (92%) frente a
hombres (60%).

Existe una clara correlacién (p 0.04) entre la expresion de ERK activado y su forma
natural (ERK) De tal forma que el 75% de los casos con expresion de ERK, expresan

pERK frente al 63% de los casos sin expresion de ERK. (Tabla 3)

TABLA 3. CORRELACION de la EXPRESION DE ERK, pERK y pERK nuclear por IHQ, entre si

pERK % ( positivo) | p pERK nuclear % ( positivo) p
Negativo  Positivo Negativo Positivo

ERK 0.04 0.36
-negativo 6 2 25 8 0 0
- positive 16 48 75 58 6 9

PERK 0.84
-negativo 20 2 9
- positive 48 4 8
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Expresion ERK activado a nivel nuclear: p ERK nuclear (pERK nc).

En 6 casos (8.1%) se detectd una expresion de p ERK localizada a nivel del nucleo
celular (pERK nc).

Dicha expresion estaba escasamente descrita en la literatura, por lo que
desconociamos cual podia ser su interpretacion.

Existia una tendencia a una mayor expresion en los tumores profundos (pT3-4: 9%
vs pT1-2: 0%), y en los casos con afectacion ganglionar (pN1-3: 12% vs pNO: 0%),
existiendo una tendencia a mayor expresion por tanto en estadios mas avanzados (lll:

11% vs Ib-Il: 4%) (p 0.29).
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FOTO 1. IHQ de ERK, pERK y pERK nuclear.

Casos representativos tanto de fenotipos negativos como positivos. El 8% de los
casos se caracterizan por ausencia de expresion tanto de ERk como de su forma
activada pERK Existe una correlacion significativa entre la expresion de ERK y su
forma activa ERK (p 0.04) ( B) (B) Los seis casos que presentan expresion nuclear de

pErK también expresan ERK ( C)
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La expresion parecia correlacionarse con el tipo histolégico de Lauren: asi era mas
frecuente en los tumores de tipo intestinal (17%) con respecto a los de tipo difuso
(83%) pero sin alcanzar la significacion (p 0.08). Este hallazgo parece correlacionarse
con el hecho de que solo 1 de los 6 casos que mostraron expresion de pERK nuclear
acontecié en adenocarcinoma con expresion de células en anillo de sello siendo el
resto de casos en tumores sin células en anillo de sello.

La expresibn de pERK nucleado no parece correlacionarse con ninguna otra

caracteristica clinica. (Tabla 2)

En cuanto a la correlacion con la expresion de ERK y pERK, parece existir una
tendencia a que la expresion de ERK con p ERK nuclear. Los 6 casos con expresiéon
nuclear de pERK, también expresaban ERK (p 0.36).

Sin embargo no existe correlacién entre la expresion de pERK citoplasmatico y la
expresion nuclear, dado que 2 de los 6 casos con expresion nuclear no tenian

expresion citoplasmatica. (Tabla 3)

6.2.2 Expresién por inmunofluorescencia

ERK

Al igual que en la determinacion por IHQ, la expresion de ERK disminuia en los
estadio mas avanzados, alcanzando esta diferencia la significacion estadistica (p
0.02). (Tabla 4B)

Tan poco se encontrd correlaciéon de la expresion de ERK con otras caracteristicas

clinicas cuando se analizé6 mediante IF, como se observo por IHQ.

Sin embargo, si que se vio que era mayor la expresion de ERK en los tumores con

presencia de células en anillo de sello (p 0.008). (Tablas 4A 'y 4B)
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TABLA 4.A. CORRELACION DE DATOS INMUNO FLUORESCENCIA CON LAS CARACTERISTICAS

CLiNICAS (variables categéricas)

ERK + p. pERK+ | p pERK nuclear + p
(%) (%)
(%)
Sexo 0.26 0.48 0.95
- Hombre 60 85 35
- Mujer
74 91 35
PS 0.68 0.54 0.50
0-1 63 86 33
-2 68 91 41
Profundidad de 0.69 0.89 0.65
invasion
71 86 43
-T1-2
13-4 64 87 34
Afectacién ganglionar 0.70 0.38 0.33
-NO 68 94 25
-N1-3
64 85 38
Estadio 0.79 0.67 0.79
- lb-Il 67 85 33
. 64 87 36
Clasificacion Lauren 0.38 0.83 0.76
Intestinal 60 86 34
Diffuse
mixed 73 90 40
50 83 33
Invasion neural 0.86 0.09 0.43
-no 64 84 37
-si 67 100 27
Invasion vascular 0.33 0.40 0.4 0.70
-no 62 89 36
-Si 75 81 31
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C. Anillo sello 0.06 0.74 0.13
- ausente 71 87 40
- presente
47 89 21
Localizacion 0.95 0.67 0.57
- cardias 60 100 20
- cuerpo
- antro 67 85 43
64 87 33

TABLA 4.B. CORRELACION DE DATOS IF CON LAS CARACTERISTICAS CLINICAS (variables

continuas)
ERK + p. pERK + p pERK nuclear + p
Media
Media Media

Sexo 0.16 0.56 0.05
-Hombre 578 194 4
- Mujer

781 223 9
Edad 0.52 0.03 0.11
<65 a 586 146 8.1
>65a 676 235 4.3
PS 0.007 0.90 0.64
-0-1 584 209 5.8
-2 934 190 5.2
Profundidad de invasion 0.24 0.42 0.0001
-T1-2 1088 157 22
-T3-4

595 209 3
Afectacidn ganglionar 0.99 0.54 0.92
-NO 633 238 4.9
-N1-3

647 194 5.8
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Estadio 0.02 0.82 0.013
-1b-ll 859 203 8.9
-1 512 204 3.6
Invasion vascular 0.20 0.06 0.005
-no 594 232 3.9
-Si 814 106 11.6
C. Anillo sello 0.008 0.64 0.13
- Ausente 753 203 6.8
- Presente
345 206 2.4
Localizacion 0.50 0.88 0.67
- UnionGE 634 204 5.5
Gastrico
370 197 7.0

ERK activado: p ERK

No se objetivd correlacion con ninguna caracteristica ni clinica ni patolégica, ni se
detectdé una tendencia a correlacionarse con estadios mas iniciales a diferencia de la
determinacion por IHQ.

Al igual que por IHQ, si que se observo una correlacion entre la expresion de ERK y su
forma activa pERK. (Tabla 4C)

TABLA 4.C. CORRELACION DE EXPRESION POR IF DE ERK, pERK y pERK nuclear

pERK % ( positivo) p pERK nuclear % ( positivo) p
Negativo  Positivo Negativo Positivo

ERK 0.03 0.02
-negativo 6 19 76 21 4 16
- positivo 3 43 93 25 21 46

pPERK 0.08
-negativo 9 0 0
- positivo 37 25 40
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Expresion ERK activado a nivel nuclear: p ERK nuclear.

No se ha encontrado ninguna correlacion con las caracteristicas clinicas ni
patolégicas. La expresion en estadios avanzados era similar al de los estadios mas
iniciales (36% vs 33%) si bien en los casos que la expresaban, la media era mayor en

estadios mas iniciales. (Tablas 4A y 4B)

En este caso si que existia tanto una correlacién con ERK (p 0.02) como con pERKk (p
0.01).

FOTO 2. Técnica de IF En laimagen se aprecia la expresion de CK AE1AES3 (color
rosado), mediante la que seleccionamos las areas tumorales en las que queremos
realizar el andlisis. 20x
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FOTO 3. Técnica de IF En la imagen se muestra la expresiéon de CKAE1AE3 en color
rosado, la expresion de pERK en rojo y los nucleos celulares contrateiidos con DAPI,
en azul. 20x

FOTO 4. Técnica de IF En laimagen se puede apreciar la fraccién de pERK que
colocaliza con el DAPI (nucleo), representada en color amarillo. En este caso, la
expresion de pERK representa un 6.4% del total del area analizada y un 1.5% de ésta
colocaliza con DAPI, es decir, con los nucleos celulares. 20x
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Correlacion entre la expresiéon por IHQ y IF:

Existe una correlacién entre la expresion de cada factor cuando se valora por IHQ y
por IF: para ERk (p 0.03), pERKk (0.006) y una tendencia para pERK nuclear (0.09).

(Tabla 4D)

TABLA 4.D. RELACION DE EXPRESION POR IHQ y por IF: T- Test y Cross Table

IHQ
ERK pERK pPERK nuclear
T-test Cross T-test Cross T-test Cross
Medias Table p Medias p Table p Medias p Table p
Neg Pos % Neg Pos % Neg Pos %
Neg Pos Neg Pos Neg Pos
31 667 0.03 | 33 67 0.10 | 359 748 | 0.07 58 67 | 0.46 | 628 821 | 0.65 | 65 67 0.92
~
o
[FE)
o 34 218 0.09 | 50 90 0.05 | 89 245 | 0.006 79 90 | 0.20 | 207 169 | 0.20 | 86 100 0.32
o
wl
Q.
v @ 0 6.3 019 | O 38 0.06 | 3.3 6.7 | 0.42 16 42 | 0.03 | 54 84 0.74 | 32 67 0.09
o O
w S
o c
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6.3 Expresion de ERK, p ERK y expresion nuclear de pERK: correlaciéon con la

supervivencia.

Con el fin de responder al Objetivo 2: determinar si la sobreexpresién de pERK y/ o de
su expresion nuclear (pERK nc) se correlaciona con una peor supervivencia, se evaluo

estos tres parametros en los siguientes apartados:

— Si existian caracteristicas clinicas que mostraran un valor prondstico

— Si la expresion de ERK, pERK o pERK nuclear evaluado por IHQ se
correlacionaba con la supervivencia.

— Si la expresién de ERK, pERK o PpERK nuclear evaluado por inmuno-

fluorescencia se correlacionaba con la supervivencia

6.3.1 Caracteristicas Clinicas y su relacion con la supervivencia:

Tras un seguimiento medio de 8.1 afos ( 2.6- 12), la mediana de supervivencia libre
de enfermedad ( SLE) fue de 28.9 meses , la mediana de Supervivencia Especifica (

SE) de 38.5 meses y la de Supervivencia global ( SG) de 37,9 meses.

El estudio de la correlacion de los diferentes factores clinicos con las SLE, SE y

SG nos mostraron los siguientes resultados: (Tabla 5)

— Género: Las mujeres alcanzaban una mejor supervivencia libre de
enfermedad no alcanzada vs 21.6m (p= 0.03), y Supervivencia global no
alcanzada vs 33.9 meses en lo varones (p= 0.002).

— Asi mismo, los pacientes con un mejor estado general (ECOG) presentaban
una tendencia a mayor SLE ( p= 0.15), SE( p= 0.22) y SG como por ejemplo
una mediana no alcanzada, de 43.5my de44.9 menlos ECOG:0vs1vs 2,
respectivamente) ( p= 0.35).

— Enreferencia a la estatificacion:

o en relacion a la pT: existia una tendencia a mayor SLE, SE y
supervivencia global en los pacientes con tumores mas superficiales,
siendo esta uUltima de 48.8 m (en T1-2) frente a 43.5 m (T3-4) (p 0.21).

o en relacion a la pN: Las diferencias en supervivencias, tanto SLE, SE
como SG alcanzan una clara significacion entre los tumores con

afectacién ganglionar frente a los casos con ganglios negativos,
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siendo por ejemplo la mediana de SG de 47.7m frente a 38.4m (p=
0.002).

Todo ello se traduce en unas diferencias con significacion estadistica marcada en

cuanto al estadio: estas aparecian tanto en SLE , SE como SG , entre los estadios

IB-1l frente a los estadio Ill, pasando por ejemplo en SG de una mediana en estadio

Ib-Il no alcanzada, siendo de 33.9 m en estadio Ill ( p < 0.001).

El andlisis de las otras caracteristicas clinicas como histolégicas como por ejemplo: la

edad, localizacién del tumor, tipo histolégico

mostraron un claro valor prondstico. (Tabla 5)

invasion vascular,

Tabla 5 CORRELACION DE CARACTERISTICAS CLINICAS CON SG, SLEY SE

peri neural no

Characteristics Supervivencia Global | Superv.Libre de Enferm. S. Especifica
N (%) Mediana | Valor p | Mediana Valor p Mediana | Valorp
Edad
- Media 66
- Rango (35-83)
Edad 0.40 0.92 0.86
- < 65years 26 (35) 65 61.2%* 62.9%
- >65years 48 (65) 384 63.1% 65.1
Sexo 0.002 0.03 0.06
- Hombre 50 (69) 33.9 21.6 384
- Mujer 24 (31) NA NA NA
PS 0.44 0.93 0.0.88
- 01 51 (59) 65.4 NA NA
- 2 23 (1) 44.9 48.32 49.2
ECOG 0.35 0.15 0.22
-0 12 (16) NA NA NA
- 1 39 (53) 435 29.3 47.7
-2 23 (31) 44.9 48.3 49.2
Localizacion 0.56 0.72 0.22
- cardias 5 (7) 44.9 22.6 44.9
- antro 36 (62) 48.8 NA NA
- cuerpo 23 (31) 38.7 NA 65.4
Localizacion: 0.85 0.7 0.76
- union GE 5 (7) 48.8 NA NA
- gastrico 69 (93) 44.9 22.6 44.9
Profundidad de 0.21 0.14 0.10
infiltracién NA 73.2
7 (9) 48.8 65.4 483
- T12 67 (91) 435
- T3-4
N2 ganglios resecados
- Media 18
- Rango (4-44)
Afectacién ganlionar 0.002 0.04 0.02
- NO 16 (22) 47.7 NA NA
- N1-3 58 (78) 38.4 48.0 49.2
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Estadio <0.001 0.05 0.004
- IB-1I 27 (36) NA NA NA
- I 47 (64) 33.9 24.3 38.1
Clasificacion Lauren 0.34 0.60 0.41
- Difuso 38 (51) 49.2 NA NA
- Intestinal 36 (41) 48.8 NA NA
- Mixto 6 (8) 25.1 22.7 25.1
Diferenciacién 0.75 097 0.94
- Bien 12 14.1 14.0 14.1
- Moderado 18 47.7 29.3 NA
- Pobremente 35 43.5 NA NA
- Indiferenciado 3 NA NA NA
Histologia 0.19 0.42 0.15
- Tubular 38 (51) 49.2 NA NA
- Mucinoso 30 (41) 48.8 NA NA
- Papilar 5 (7) 39.3 48.0 65.4
- Calulas en Anillo 1(1) 14.1 14.0 14.1
de sello
Characteristics Supervivencia Global Superv.Libre de Enferm. S. Especifica
N (%) Mediana Valor p Mediana Valor p Mediana | Valorp
Invasion vascular 0.30 0.45 0.31
- s 58 (78) 65.4 NA NA
- no 16 (22) 38.1 21.6 47.7
Innvasion neural 0.41 NA 0.34 0.61
Si 59 (80) 48.8 48.3 NA
No 15 (20) 435 49.2
Carcinoma con celulas 0.93 0.72 0.84
Anillo de Sello
- Presente 22 (30) 47.7 59.9 NA
- Ausente 52 (70) 93.5 63.9 65.4

NA: no alcanzado

En el estudio multivariado mostré una correlacion con el estadio con un HR de 2.3

(95% CI 1-6.9), (p 0.05) y con el género, presentando el sexo femenino un HR 0.22
(95% CI 0.9-5). (Tabla 10)
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6.3.2 Correlacion de ERK, pERK y pERK nuclear determinado por IHQ con la

supervivencia:

ERK

Como hemos visto previamente, la mayoria de los tumores mostraban una expresion

de ERK, pero dicha expresién no se correlaciona ni con la SLE ni con la SE ni con la

SG (ver Tabla 6).

TABLA 6. SUPERVIVENCIAS y EXPRESION DE ERK, pERK y pERK NUCLEAR por IHQ

Caracteristicas Supervivencia Global Superv.Libre de S. Especifica
Enferm.
N (%) Mediana | Valor p Mediana | Valorp | Mediana | Valorp
ERK 0.4 0.71 0.6
Negativo 8 (11) 21.5m 15.6 m 47.7 m
Positivo 64 (89) 48.8 m NA NA
pERK 0.10 0.22 0.18
Negativo 22 (30) 33.9m 22.6m 38.4m
Positivo 52 (70) 65.4m NA NA
pERK nuclear 0.006 0.004 0.025
Negativo 68 (92) 49.2 m NA NA
Positivo 6 (8) 8.2m 7.0m 18.7 m
pERK

Su expresién citoplasmatica de pERK, se producia en la mayoria de los casos.

Parecia existir una tendencia a una mayor supervivencia tanto de la SLE, SE como

de la SG en los casos que mostraban expresion de pERK. La mediana de SG de los

casos con sobreexpresion era de 65.4 meses frente a 33.9 m en los casos negativos

(p =0.10) (Figura 1). Sin embargo el analisis multivariado, no confirmé su valor

pronostico.
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FIGURA 1. Supervivencia Global en relacion a Expresiéon de pERK por IHQ
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PERK nuclear

A pesar de que como hemos descrito, la expresion nuclear se da en muy pocos
casos, objetivamos que los pacientes con tumores que mostraban expresion de pERK
en el nucleo, muestran claramente una menor supervivencia. Esto se objetiva con una
diferencia que alcanza la significacion estadistica, tanto en la supervivencia libre de
enfermedad (p= 0.006) como SE (p =0.01) y supervivencia global. Las medianas de
esta Ultima eran de 8.2m en los casos que expresan el pERK nuclear frente a 49.2 m

en los casos que no la  expresaban (p=0.006). (Figura 2)
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FIGURA 2. Supervivencias en relacion a Expresidon de pERK nuclear por IHQ
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Este hallazgo se confirma cuando realizamos el analisis multivariado, donde la
expresion de pERK nuclear presentaba una HR de: de 2.64 (95% CI 1,00-6,94), (p=
0.04) (Tabla 10)
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6.3.3 Correlacion de ERK, pERK y pERK nuclear determinado por

inmunofluorescencia con la supervivencia:

ERK

La expresion de ERK tenia una tendencia a correlacionarse con una mejor SLP Y SE
pero las diferencias si que alcanzaban una significacion en la supervivencia global,
siendo la mediana en los casos sin expresion de 30.1m frente a 83.1 m en los casos
positivos (p= 0.03). (Tabla 8)

PERK
Al igual, que con ERK, la expresion de pERK tendia a correlacionarse con una
mayor supervivencia pero sin que las diferencias llegaran a alcanzar la significacion

estadistica.

P ERK nuclear

Como se ha mostrado previamente, PERK/DAPI /AE es el que cuantifica la expresion
de pERK a nivel nuclear.

Cuando analizamos su correlacion con la supervivencia, observamos, que su
expresion mostraba una tendencia a una menor SLP ( p=0.07) vy alcanzaba una
significacion en la SE ( p=0.04) siendo cercana a la significaciéon en la supervivencia
global , donde la mediana era de 37.1 m en los casos con expresion frente a 83.1 m

en los que no la muestran ( p= 0.13) (Tablas 8 y 9).
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TABLA 8 SUPERVIVENCIA y EXPRESION DE ERK, PERK y ERK NUCLEAR por IF

VARIABLE CATEGORICA

Caracteristicas Supervivencia Global Superv.Libre de Enferm. S. Especifica
KM KM KM
N Mediana Valor p Mediana Valorp | Meda. Valor p
(%)
VARIABLE CATEGORICA
ERK 0.03 0.57 0.27
Negativo 25 (X) 30.1m 243 m 47.7m
Positivo 46 (X) 83.1m NA NA
pERK 0.16 0.09 0.08
Negativo 9(X) 26.1m 15.6m 26.1m
Positivo 62(X) 49.2 m NA NA
Supervivencia Global Superv.Libre de Enferm. S. Especifica
N Mediana Valor p R COX Meda. Valor R COX Meda | Valor R
(%) p p COX
pPERK nuclear 0.01 1.64 0.01 0.07 0.08 0.04 0.
Negativo 46 (x) 83.1m (0.85- NA 1.85 NA 21 |04
Positivo 25 x) 37.1 3.17) 22.7m (0.92- 37.1 (0.01-
3.47) 4.35)

TABLA 9. EXPRESION DE PERK nuclear y SUPERVIVENCIAS:

p PERK nuclear PERK nuclear
Negativo Positivo
Por IHQ
SG 0.006 492 m 82m
SE 0.019 NA 18.7m
SLE 0.011 NA 7.0m
Por IF
( variable 56ategorica)
SG 0.13 83.1m 37.1m
SE 0.04 NA 37.1m
SLE 0.07 NA 22.7m
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TABLA 10. A. MULTIVARIADO
Variables en la ecuacién
95,0% CI para Exp(B)
B SE Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
TpERKncr ,974 ,492 3,911 1 ,048 2,648 1,009 6,949
GEN -1,486 422 12,426 1 ,000 ,226 ,099 ,517
Nc -1,133 ,736 2,368 1 ,124 ,322 ,076 1,364
EST2 ,850 ,482 3,103 1 ,050 2,339 ,909 6,021
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TABLA 10.B. MULTIVARIADO

Analisis Univariado

Analisis Multivariado

N @ Mediana HR P HR p
pacientes (95% (95% Cl)
Cl)

ERK 0.4
- Negativo 8 21.5 1 -
- Positivo 64 48.8 0.69
Cy.p-ERK 0.10
- Negativo 22 33.9 1 -
- Positivo 52 65.4 0.59
Nc-pERK 0.009 0.04
- Negativo 68 49.2 1 -
- Positivo 6 8.2 3.5
EGFR 0.50
- Negativo 16 435 1 -
- Positivo 56 65.4 0.78
EGFR membranoso 0.47

- No 64 49.2 1

- Si 8 38.1 1.41
EGFR (FISH) 0.56
- Negativo 59 48.8 1 -
- Positivo 12 384 1.26
VEGF 0.55
- Negativo 53 49.2 1 -
- Positivo 20 384 1.23
HER 2 0.26
- Negativo 59 49.2 1 -
- Positivo 4 34.2 1.97
KRAS 0.26
- Negativo 25 38.1 1 -
- Positivo 3 NA 0.32
MST2 0.92
- Negativo 11 93.5 1 -
- Positivo 62 48.8 1.04
RKIP 0.81
- Negativo 50 49.2 1 -
- Positivo 23 39.3 1.08

|

Sexo 0.003 0.001

- hombre 50 33.9 1 Ref

- mujer 24 NA 0.29 0.22(0.9-5.1)
Estadio <0.001 0.05
-1l 27 NA 1 ref
-1 47 33.9 3.5 2.3(0.9-6)
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6.4 Correlacion entre la expresion de pERK nuclear y la de los factores

moduladores de la via

Con el fin de poder responder al objetivo 3, que era determinar si la expresion de
pPERK nuclear es debido a la sobreexpresion de uno de los inductores de la via
(VEGF, EGFR o HERZ2) o estaba relacionado con la mutacion de KRAS o BRAF o mas
bien era por activacion de las vias inhibidoras (como la perdida de expresion de MST2

o la activacion de RKIP). Estas correlaciones se detallan a continuacion.

6.4.1 Expresion de VEGF, EGFR o HER2

VEGF

El 27.7% de este los caso expresaban VEGF. La expresion estaba mas reducida en
los tumores mas avanzados, puesto que los tumores con ganglios negativos lo
expresaban en un 50% frente al 28% de los pN1-3 ( p= 0.02) y esto se traducia en
una diferencia significativa en la expresion entre los estadios I-Il ( 44%) frente a los
estadios Il ( 17%) con clara significacion estadistica ( p =0.01).

FOTO 5. Caso de VEGF positivo por IHQ

59



No se detect6 ninguna asociacion con las demas caracteristicas clinicas. (Tabla 11)
En cuanto a la correlacion con la expresion de ERK, existia una tendencia a que los
casos que expresaban VEGF también expresaran pERK (85% vs 64% de los que no
lo expresaban) (p 0.08). Sin embargo no existia una correlaciéon con pERK nucleado.
(Tabla 12)

EGFR

e La mayoria de los tumores presentaban una expresiéon del EGFR por
inmuno- histoquimica (63.8%). Pero no parecia existir diferencias en la
expresion con las diferentes caracteristicas clinicas. La expresién de
EGFR tan poco parecia correlacionarse con la expresion de ERK ni de
su forma activa pERK. Si bien todos los caso con expresion nuclear de
PERK, expresaban EGFR aunque esta correlacion no llegaba a la
significacion estadistica. (Tabla 12)

e Ocho de los casos, mostraban una expresion membranosa (11.1%). Esta
expresion se correlaciona con los tumores de tipo intestinal (23% frente a
3% de los difusos) y por tanto también se observaban diferencias claras en
la expresion entre los tumores sin células en anillo de sello 23% mientras

que no se detectaba en los tumores con células en anillo de sello) (p=

FOTO 6. Caso de Adenocarcinoma de tipo intestinal con expresion positiva de
EGFR membranoso por IHQ
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Esta expresion membranosa del EGFR no se relacioné con ninguna otra
caracteristica clinica. Tampoco se relacioné con la expresién de ERK ni
pERK pero si que existia una correlacion clara de la expresion de EGFR
membranosa con la expresion de pERK nuclear (38% frente a 5% en los

tumores que no expresaban EGFR membranosa) (p= 0.02).

FOTO 7. Mismo caso que el anterior de Adenocarcinoma de tipo intestinal con
expresion positiva de EGFR membranoso que expresa también pERK nuclear
por IHQ

e Doce de los casos mostraban una amplificacion de EGFR por FISH
(16.6%). Dicha amplificacién se correlacioné con la expresion de EGFR
por IHQ (p=0.04). Todos casos amplificados mostraron expresion de

EGFR frente al 72% de los casos sin amplificacion.
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FOTO 8. Caso de amplificacion deEGFR positiva por FISH

Asimismo la amplificacion de FISH se correlaciond con la expresion EGFR
membranosa (p= 0.04) (27% de los casos amplificados vs 7% de los no amplificados).
La amplificaciéon de EGFR, presentd una tendencia a correlacionarse con el tipo
intestinal y con la ausencia de células en anillo de sello (Tabla 11). Tampoco se
encontré una correlaciéon con la expresion de ERK ni pERK pero si una tendencia a
que los casos con amplificaciéon de mostraran una mayor proporcién de expresion de
PERK nuclear (17% vs 5%, p 0.15) como sucedia con la expresiéon membranosa de
EGFR.

En conclusion, parece existir una correlacion de la expresion EGFR en especial la

membranosa) y su amplificacién con la expresion de pERK nuclear.

HER 2

Se determiné la expresion de HER 2 por IHQ- pero s6lo 1 caso mostré una
sobreexpresion con una intensidad >2, por lo que no se ha podido establecer ninguna
correlacion.

Sin embargo la valoracién de HER 2 por FISH mostr6 una amplificacion en el: 6.3% de

los casos.
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FOTO 9. Caso de amplificacion de HER2 positiva por FISH

No se detectdé ninguna correlacion con las caracteristicas clinicas, si bien parecia
existir una tendencia correlacionarse con los tumores de cardias (25%) frente a los de
antro o cuerpo gastrico (5%). También se correlacionaba con los tumores que no
presentaban células en anillo de sello (9%) frente a los que si las presentan (0%).
(Tabla 11) La amplificacién de HER2 no parece correlacionarse ni con la expresion de
ERK, ni p ERK ni p ERK nuclear.

6.4.2 Mutaciéon de KRAS y BRAF

KRAS
Se detectdé mutacion en el gen KRAS en el 9% de los pacientes. Pero no se hallaron

ninguna asociacion con el estadio, clasificacion histolégica de Lauren o localizacion del
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tumor. Ninguno de los caso mutados, presentaron expresion de ERK activo ni de su

expresion en el ntcleo®®.

BRAF
No se detectd ninguna mutacion del gen BRAF. Estos hallazgos estan en

concordancia con la literatura donde estan descritas %

6.4.3 Expresion de MST2 y RKIP

MST2

La mayoria de los tumores tenian expresion de MST2: 85.9%, siendo la intensidad de
1 0o en la mayoria de los casos de intensidad 2 (52%). La expresion se correlacionaba
inversamente con el estadio, asi los tumores mas avanzados (est Ill) presentaban
menor expresion (78%) que los estadio Ib- Il (96%, p 0.03). Por el contrario, la
expresion era mas frecuente en el tipo intestinal que en el difuso (93% vs 76%) (p=
0.07) y asi se observaba una menor expresion en los adenocarcinomas con células
en anillo de sello que en los que las presentaban. (71% vs 90%, p 0.04). No existia
una asociacion con las demas caracteristicas clinicas. (Tabla 11) En cuanto a la
relacion con la expresion de la via MEK/ ERK, si bien existe una mayor proporcion de
expresion de ERK en los tumores que co-expresan MST2 (97% vs 82%, p 0.04) no
existe correlacion entre la expresion de MST2 con ERK activo ni con la expresion
nuclear de pERK. (Tabla 12)

En el tejido normal , la expresiéon de MST2 era también muy alta (94%), siendo la
mayoria con una intensidad de 2 (68%). Cuando valoramos el cambio de intensidad
de la expresion entre el tejido normal y el tumoral , encontramos que el 69% de los

casos disminuian su intensidad, mientras que el resto la mantenia o la aumentaba.
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FOTO 10. Caso de expresion de MST2 positiva con intensidad de 2+ en tejido
gastrico normal

FOTO 11. Mismo caso que el anterior con expresion de MST2 positiva con
intensidad de 1+ en tumor
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Si se analizaba esta variable, como perdida de expresion, se observé que tenia una
tendencia a correlacionarse con el estadio, presentando los casos mas avanzados un
mayor numero de casos con disminucion (39% vs 19%, p= 0.07). En este caso
también se observaba una correlacion con la expresion de ERK, pero ninguna con la

expresion de pERK ni pERK nuclear (Tablas 11 y 12).

RKIP

El 32.4% de los tumores mostraban expresion de RKIP. Pero dicha expresiéon no se
correlacionaba con el estadio. Unicamente observamos una correlacién con un estado
general mas deteriorado (PS2: 48% frente a PS0-1: 25%). En cuanto a las
caracteristicas patolégicas solo existia una tendencia a correlacionarse con la invasion
vascular (p 0.09) (Tabla 11). Si bien si que su expresion se correlacionaba claramente
con la expresion de ERK (p 0.03), con pERK (p= 0.05). Curiosamente, también se
encontré una correlacién con pERK nucleado. Asi los tumores que expresaban RKIP
tenian una mayor expresion de pERK nuclear (17% vs 4% casos sin expresion) (p=
0.06) por IHQ o de 58% vs 23% (p 0.04) cuando se determina por IF (Tabla 12). C

FOTO 12. Caso de RKIP positivo por IHQ
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TABLA 11. EXPRESION DE LOS FACTORES MODULADORES DE LA VIiA Y LAS CARACTERISTICAS

CLINICAS
EGFR p. EGFR P EGFR por FISH + p
(%) menb
+ (%) (%)
Sexo 0.84 0.59 0.23
Hombre 77% 13% 20%
Mujer 799
8% 9%
Edad 0.89 0.48 0.88
- <6b5years 77% 8% 12%
- >65years
78% 13% 20%
PS 0.24 0.71 0.07
-0-1 74% 12% 22%
-2 86% 9% 5%
Profundidad de 0.67 0.32 0.98
invasion
-T1-2
71% 0% 17%
-T3-4
78% 14% 17%
Afectacidn ganglionar 0.28 0.84 0.82
-NO 88% 13% 19%
-N1-3
75% 11% 16%
Estadio 0.64 0.38 0.79
- Ib-1l 81% 15% 15%
- 76% 9% 18%
Clasificacion Lauren 0.09 0.02 0.12
Difuso 70% 3% 8%
Intestinal
mixto
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90% 23% 28%
60% 0% 17%
Invasion neural 0.64 0.75 0.27
-ho 78% 11% 19%
i 73% 13% 7%
Invasion vascular 0.7 0.27 0.77
-ho 77% 9% 18%
i 81% 19% 14%
C. Anillo sello 0.49 0.04 0.28
- ausente 80% 16% 20%
- presente
73% 0% 10%
Localizacién 0.03 0.37 0.88
- cardias 80% 0% 20%
- cuerpo
T antro 59% 18% 14%
87% 9% 18%
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VEGF p. HER2 por FISH + p
(%)
(%)
Sexo 0.06 0.41
Hombre 34% 5%
Mujer
13% 10%
Edad 0.24 0.66
- <65years 19% 5%
- >65years
32% 7%
PS 0.25
-0-1 24%
-2 36%
Profundidad de 0.41 0.89
invasion
-T1-2
-T3-4 14% 25%
29% 5%
Afectacion ganglionar 0.02 0.89
-NO 50% 7%
-N1-3
21% 6%
Estadio 0.01 0.56
- Ib-1l 44% 9%
- 17% 5%
Clasificacién Lauren 0.79 0.39
Difuso 27% 3%
Intestinal
mixto 30% 11%
17% 0%
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Invasion neural 0.22 0.39
-no 24% 8%
-si 40% 0%
Invasion vascular 0.22 0.95
-no 29% 6%
-si 20% 7%
C. Anillo sello 0.57 0.15
- ausente 25% 9%
- presente
32% 0%
Localizacion 0.80 0.28
- cardias 40% 25%
- cuerpo
- antro 26% 5%
27% 5%
MST?2 p. MST2 p RKIP p KRAS p
+ (%) mut ( %)
(%) Disminuc.
Sexo 0.09 0.30 0.24 0.84
Hombre 90% 27% 28% 10%
Mujer
75% 39% 42% 13%
Edad 0.87 0.68 0.76 0.20
- <6byears 1% 28% 35% 0%
- >65years
85% 33% 31% 16%
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PS 0.70 | 41% 0.32 0.05 0.33
-0-1 16% 25% 14%
-2 83% 48% 0%
Profundidad de 0.24 0.88 0.81 0.52
invasion
100% 29% 29% 0%
-T1-2
- 13-4 83% 31% 33% 12%
Afectacion ganglionar 0.26 19% 0.22 0.9 0.06
-NO 94% 35% 31% 50%
-N1-3
82% 33% 8%
Estadio 0.03 | 19% 0.07 0.69 0.45
- 1b-1I 96% 39% 30% 20%
-1 78% 34% 9%
Clasificacidn Lauren 0.07 0.03 0.62 0.39
Difuso 76% 24% 32% 7%
Intestinal
Mixto 93% 20% 30% 10%
100% 0% 50% 33%
Invasion neural 0.45 0.19 0.48 0.72
-no 86% 28% 31% 10%
-si 79% 46% 40% 14%
Invasion vascular 0.15 0.28 0.09 0.84
-no 88% 28% 28% 10%
-si 73% 43% 50% 13%
C. Anillo sello 0.04 0.64 0.31 0.39
- ausente 90% 29% 29% 6%
- presente
71% 35% 41% 0%
Localizacién 0.93 0.73 0.77 0.39
cardias 80% 20% 20% 0%
cuerpo 86% 36% 35% 22%
antro
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85%

30%

30%

6%

TABLA 12A Correlacion de Expresion de ERk (por IHQ) con los otros factores

ERK % p pERK % p pERK nuclear | % p
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo

EGFR 0.56 0.56 0.17
- Negativo 1 15 94% 8 8 50% 16 0 0%

- Positivo 6 48 89% 14 42 75% 50 6 11%

EGFR 0.69 0.71 0.002
membrano 5%

- Negativo 6 57 90% 20 44 69% 61 3 38%

s 1 6 86% 2 6 75% 5 3

- Positivo

EGFR ( FISH) 0.10 0.84 0.15
- Negativo 5 53 91% 18 41 69% 56 3 5%

- Positivo 3 9 75% 4 8 67% 10 2 17%

VEGF 0.30 0.08 0.73
- Negativo 7 45 87% 19 34 64% 49 4 8%

- Positivo 1 19 95% 3 17 85% 18 2 10%

HER2 ( FISH) 0.42 0.37 0.27
- Negativo 8 50 86% 17 42 71% 54 5 8%

- Positivo 0 4 100% 2 2 50% 3 1 25%

KRAS 0.31 0.14 0.52
- wild type 3 22 88% 7 18 72% 22 3 12%

- mutacion 1 2 67% 3 0 0% 3 0 0%

RKIP 0.03 0.05 0.06
- Negativo 8 40 83% 20 30 60% 48 2 4%

- Positivo 0 24 100% 2 22 92% 20 4 17%

MST2 (i1+2) 0.001 0.23 0.90
- Negativo 5 5 50% 5 6 55% 10 1 9%

- Positivo 3 58 95% 7 45 87% 57 5 8%

MST2 0.013 0.51 0.89
- no variacion 1 46 98% 14 35 71% 45 4 8%

- pérdida 2 16 76% 8 14 64% 20 2 9%
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TABLA 12B Correlacion de Expresion de ERk (por IF) con los otros factores

ERK % p pERK % p pERK nuclear | % p
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
EGFR
0.09 0.56 0.50

- Negativo 2 12 86% 3 12 80% 10 4 29%
- Positivo 5 50 91% 34 21 38%

21 24 53%
EGFR
membrano 0.79 0.81 0.10
- Negativo
- Positivo 20 41 67% 6 55 90% 41 20 33%

3 5 63% 1 7 88% 3 5 63%
EGFR ( FISH)
- Negativo 18 38 68% 0.24 6 50 89% 0.56 35 21 38% 0.41
- Positivo 6 6 50% 2 10 83% 9 3 25%
VEGF
- Negativo 19 32 63% 0.65 7 44 86% 0.72 33 18 35% 0.9
- Positivo 6 13 68% 2 17 89% 12 7 37%
HER2 ( FISH)
- Negativo 21 35 63% 0.62 7 49 88% 0.45 36 20 36% 0.56
- Positivo 2 i 50% 0 4 100% 2 2 50%
KRAS
- wild type 17 18 51% 0.84 3 22 88% 0.52 15 10 40% 0.17
- mutacién 1 2 67% 0 3 100% 3 0 0%
RKIP
- Negativo 19 28 60% 0.19 7 40 85% 0.43 36 11 23% 0.04
- Positivo 6 18 75% 2 22 92% 10 14 58%
MST2 (i1+2)
- Negativo 9 20 69% 0.24 1 28 97% 0.17 14 6 30% 0.83
- Positivo 10 10 50% 4 16 80% 12 7 37%
MST2
- no variacion 4 34 89% 0.10 0 4 100% 0.17 30 18 38% 0.55
- pérdida 5 10 67% 4 16 80% 14 6 30%
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6.5 CORRELACION de la expresion de los FACTORES MODULADORES DE LA
VIAy su relacién con la SUPERVIVENCIA

Para alcanzar el Objetivo 4, hemos analizado si existia alguna correlacion entre la
expresion de los diferentes factores (VEGF, EGFR, MST2, RKIP) o de las
amplificaciones de HER2 o EGFR o de las mutaciones de KRAS y BRAF con la

Supervivencia global.

6.5.1 Expresion de VEGF, EGFR o HER2

VEGF

Los pacientes con tumores que expresaban VEGF presentaban una mediana de
Supervivencia libre de enfermedad (SLE), supervivencia especifica (SE) vy
supervivencia global (y SG) menor que los pacientes con tumores que no la
expresaban, pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. (Tabla
13)

EGFR

Los casos con expresion de EGFR tenian una SLE, SE y SG mayor que cuando no
existia expresion pero sin ninguna significacion estadistica. Por el contario, la
expresion de EGFR membranoso o cuando existe una amplificacion del EGFR , la
mediana de SE, SLE, SE y SG era menor. Asi por ejemplo, las SLE y SE de los casos
con expresion de EGFR membranoso eran de no alcanzada frente a 16.6 meses y de

86.3 meses frente a 36.4 meses, respectivamente (0.23y 0.25). (Figura3 ay 3 b)
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FIGURA 3. Supervivencias de EGFR membranoso: 3 A- Supervivencia Libre de Enfermedad
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3B- Supervivencia Especifica
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Solo se encontraron 4 casos de amplificaciéon en nuestra serie, pero las medianas de
SLE, SE y SG de los casos con amplificacion de HER2 fueron menores que cuando
no existia amplificacién. La mediana de supervivencia global de los casos
amplificados era de 34.2 meses frente a 49.2 meses en los no amplificados) (p 0.24)
(Figura 4).
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FIGURA 4. Supervivencia Global y HER2 amplificado (FISH +)
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6.5.2 Mutaciéon de KRAS y BRAF

KRAS

A pesar del pequefio nimero de casos en que se encontré una mutacion de KRAS
(0.7%), se observé que existia una tendencia a presentar una mayor SLE, SE y SG.
Asi por ejemplo la mediana de SG de 38.1 meses en los casos sin mutacion frente

a no alcanzada en los mutados (p 0.24) (Figura 5).
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FIGURA 5. Supervivencia Global y KRAS
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No se encontrd ningun caso con mutacion por lo que no es valorable.

6.5.3 Expresion de MST2 y RKIP

MST2

Las medias de SLE, SE y fueron similares entre los casos que expresaban y los que
no expresaban MST, existiendo un entrecruzamiento en las curvas. Tampoco parecia
existir ninguna diferencia en las supervivencias entre los casos que mostraban una
pérdida de expresion frente al tejido normal y los que mantenian la misma expresion

que en el tejido normal.
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RKIP

No parecen existir diferencias en las medias de SLE; SE o SG entre los casos que

tenian expresion o ausencia de expresion de RKIP.

13. TABLA DE SUPERVIVENCIA y los DEMAS FACTORES

SLE SE SG
N @ Mediana Mediana Mediana P
patients

EGFR 0.94 0.76 0.50
- Negativo 16 48.3 49.2 52.7
- Positivo 56 NA NA 72.5
EGFR membranoso 0.23 0.25 0.47

- No 64 NA 86.3 49.2

- Si 8 16.6 36.4 38.1
EGFR (FISH) 0.39 0.72 0.56
- Negativo 59 NA NA 48.8
- Positivo 12 9.9 12.9 38.4
VEGF 0.36 0.39 0.55
- Negativo 53 NA NA 49.2
- Positivo 20 19.9 384 38.4
HER 2 0.48 NA 0.57 0.25
- Negativo 59 NA 34.2 49.2
- Positivo 4 22.6 34.2
KRAS 0.12 0.14 0.24
- Negativo 25 NC NC 38.1
- Positivo 3 NC NC NA
MST2* 0.61 0.69 0.92
- Negativo 11 79.1 79.0 65.3
- Positivo 62 76.6 80.9 69.6
MST2* 0.79 0.7 0.70
-no variacion 49 81.2 86.2 65.4
-perdida 22 69.4 70.7 48.8
RKIP* 0.72 84.3 0.69 0.81
- Negativo 50 80.2 78.0 69.6
- Positivo 23 70.4 66.1

NC: no calculable

* Medias para SLE y SE
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7- Discusion

La seleccion de esta serie de pacientes cumple el objetivo primordial imprescindible
cuando se busca comprobar el valor pronéstico de un factor; este es la homogeneidad
de los pacientes en el tratamiento recibido, para evitar asi la existencia de sesgos que
puedan falsear los resultados. Por ello, todos los pacientes recibieron el mismo
tratamiento adyuvante tras someterse a la cirugia radical. Esta homogeneidad de
nuestra serie se ve comprobada en el hecho que el estadio, que es el unico factor
pronéstico validado en el CG resecado, también aparece como factor pronéstico en el
analisis univariado de nuestra serie, y linda con la significacion estadistica en el

analisis multivariado, lo que valida la calidad de nuestra serie.

El sexo masculino también resulta ser un factor de mal prondstico independiente en la
regresion de Cox. Los varones muestran una peor SLE y SG , con una significacion
estadistica, pero no asi de la supervivencia especifica. Este ultimo dato podria matizar
el valor prondstico del género en nuestra serie al que no encontramos explicacion

bioldégica y que no se repite en los resultados de otras series.

A pesar de su limitado tamafo, el hallazgo como otro factor prondstico independiente
de nuestra serie, la expresion de pERK nuclear, refuerza el valor pronéstico real de

este factor en CG.

Con el amplio estudio inmunohistoquimico que hemos realizado, y apoyados por la
inmunoflurorescencia y el estudio genético podemos confirmar nuestra hipotesis
planteada, que la via de MEK/ERK esta activada en el CG. Observamos un claro
cambio en la expresion tanto de ERK y PERK entre tumores mas iniciales y los mas
avanzados. Asi los tumores mas avanzados (T3-4 o ganglios positivos) presentan una
menor expresion que los estadios mas iniciales, aunque esta diferencia no alcanza la
significacion estadistica. Sin embargo la expresion de pERK nuclear, tiene una

tendencia a ser mas frecuente en estadios avanzados ,estadios Il frente a Ib-II.

Existe una correlacion entre la expresion de pERK vy la de ERK, pero no alcanza la
significacion con pERK nuclear cuando se mide por IHQ (aunque si cuando es por IF).
Asi mismo existe una correlacion centre ERK y pERK nuclear cuando se valora por IF
(tendencia cuando se mide por IHQ al ser una anadlisis mas categoérico). Todo ello

parece indicar que pERK nucleado, y no su forma citoplasmatica, es el marcador real
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de la activacion de esta via. Esto concuerda claramente con el hecho de que la
translocacion nuclear de pERK es un paso obligatorio para su activacion®. Un trabajo
reciente de Taylor and Co, muestra que en lineas celulares de cancer de mama,
cuando se activa ERK con PIGF (Placental growth factor), aumenta el numero de
células con la expresiéon de pERK nuclear. Pero cuando se utiliza un inhibidor de PIGF,

disminuye el nimero de células con expresion de pERK nuclear™.

El segundo objetivo de nuestro trabajo, era valorar si la activacion de esta via, podia
tener un valor prondstico. Asi pudimos comprobar, que la activacion de la via,
reflejado en la expresion de pERK nucleado, parece inducir un mal pronéstico. El
hecho de que existe una correlacion de la expresion pERK nuclear tanto para la
supervivencia libre de enfermedad, supervivencia especifica como la Global con una
significacion estadistica clara, asi lo refleja. Sin embargo, en la expresion de ERK ni
de pERK citoplasmatico no tiene relacion con las supervivencia (SLE, SE,SG). Aunque
la expresion de pERK parece tener una tendencia a mejor SG, estas diferencias no
alcanzan la significacién y parecen producirse puesto que su expresion es mas
frecuente en estadios mas iniciales. Esta posible explicacion, se confirma con los
resultados obtenidos en el estudio multivariado. El pERK carece de valor prondstico

si bien el estadio si que lo tiene.

Y muestra también que la expresion de pERK nuclear, muestra un valor prondstico

independiente, en este caso negativo.

A pesar de que se han realizado, numerosos estudios en CG que intentaban identificar
algun marcador molecular con valor pronostico, todavia no se ha encontrado ninguno

que lo alcance, lo que acentua el posible valor de nuestro hallazgo.

La expresion de pERK nuclear, no se asocia a ninguna caracteristica clinica analizada,
aunque llama la atencién que la frecuencia en los tumores de tipo intestinal es el 17%
frente al 3% en los de tipo difusos, sin que esta diferencia se acerque a la

significacion estadistica (p 0.4) y por tanto podria deberse a la casualidad.

El tercer objetivo de nuestro trabajo buscaba caracterizar la causa de la activacion de
esta la via MEK/ ERK. El primer paso que realizamos, fue la valoracion del estado
mutacional de KRAS y BRAF, cuya mutacion se ha descrito en muchos tumores. No
obstante, no encontramos ningun caso de mutacion de BRAF en nuestra serie. Esto

coincide con los hallazgos de otros autores, en los que tan poco detectaron
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58,71,72

mutaciones , por lo que parece que BRAF no juega un papel importante en el

desarrollo del tumor ni en la activacién de MEK/ ERK en CG 737,

Detectamos mutaciones de KRAS en 10.7% de los casos, frecuencia similar a las
observadas en otros trabajos’?, pero no se observo correlacion con la activacion de la

via.

La sobrexpresion de los factores inductores es otro mecanismo descrito en la
activacion de la via MEK/ERK , en diferentes tumores como el cancer renal o el
cancer de pulmoén 387677 Decidimos estudiar las expresion de los factores inductores
que mas frecuentemente estan sobreexpresados y con mayor relevancia clinica:
VEGF, EGFR y HER2.

El VEGF estaba sobreexpresado en el 27.7% de los casos analizados. Esta frecuencia
es algo menor de la publicada en otras series de CG’®. En esas series existe una
tendencia a la asociacion con tumores bien diferenciados o intestinales, lo que
explicaria la menor frecuencia encontrada en nuestra serie, que esta formada
mayoritariamente por tumores difusos y/o pobremente diferenciados. En nuestra serie,
no detectamos una correlacion con la expresion de pERK nuclear, lo que concuerda
con que la expresion de VEGF no se relacione con la supervivencia en nuestro trabajo.
Esto coincide con otros trabajos publicados que intentaban valorar el posible valor
pronéstico en el CG de VEGF. Los resultados de estos estudios son contradictorios,
pareciendo existir una correlacion con mal prondstico en algunas series asiaticas’®,

pero sin encontrarse relacion con la supervivencia en series occidentales*® 78

En el estudio que realizamos de EGFR, encontramos una sobreexpresion en el 63.8%
de los casos mayoritariamente citoplasmatica , asi como una amplificacion en el 17%
sin relacion® con las demas caracteristicas clinicas ni clara relacién entre la
expresion y la amplificacion Estos resultados estan en linea con lo publicado en

otras series. 4547,

No encontramos tampoco una correlacion con la expresion de ERK ni pRK y por lo
tanto tan poco con la supervivencia. Si bien cuando la expresion de ERK era
principalmente membranosa, la frecuencia era inferior del 11.1% que concuerda con
los articulos mas recientes en los que ahora asi se mide la expresion de EFR por
inmunohistoquimica &. En esta publicacién que analizé mas de 400 pacientes afectos
de CG resecados, con estadios similares a nuestra serie y que fueron aleatorizados a
un tratamiento adyuvante con quimioterapia o quimio-radioterapia, tampoco encuentra

una correlacion de la expresion EGFR con la SLE como en nuestro trabajo. Sin
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embargo, en nuestra serie si que encontramos una correlacion clara de la expresion
con pERK nuclear (p 0.002) y por eso planteamos que aunque la expresion EGFR
membranosa no es un factor prondstico independiente, si que puede ser la causa de la

activacion de la via al menos en un subgrupo de CG.

Detectamos un soélo un caso de sobreexpresion de HER2 por IHQ en nuestra serie
(1.5%) a pesar de utilizar el kit aprobado para dicha determinacién y seguir las guias
para la evaluacion de la sobreexpresion en CG®, que difieren de la valoracion en
cancer de mama. No podemos encontrar una explicacién a nuestra baja incidencia. La
frecuencia en otras series de CG resecados esta en torno al 10-12%8'%2 pero estas
series incluyen muchos pacientes metastasicos. Es por tanto dificil encontrar datos
sobre la incidencia en tumores localizados, pero en el estudio recientemente publicado
de dos esquemas de adyuvancia en CG, se analizan ademas el HER2 por IHQ

encontrando un 7%%.

Cuando analizamos los casos por amplificacién por FISH, la frecuencia en nuestra
serie es del 6.3% que concuerda las serie que acabamos de comentar. Nosotros no
hallamos una correlacidon con otras caracteristicas clinicas, en concordancia con lo
reflejado en la literatura®®®? 8, Sin embargo, si que existia una tendencia en nuestra
serie a correlacionarse con los tumores de tipo intestinal, o visto de otra manera en los
que no presentaban células en anillo de sello siendo el porcentaje de HER2 positivos
de 9% frente a 0%, asi como con la localizacién, siendo mas frecuente en los
tumores de cardias. Esta asociacion se debe a que ninguno de los tumores de cardias
presentaban células en anillo de sello frente al 47% de los de cuerpo-antro que si las
presentaban (p0.13) .Esta correlacion de expresion de HER2 y tumores de tipo
intestinal (es decir sin células en anillo de sello) concuerda con lo observado en

diferentes series®? 83,

No encontramos ninguna relacién de la amplificacion de HER2 con ERK, pERK ni
pERK nuclear que va en linea con los hallazgos de nuestro trabajo al no detectar
tampoco una asociacion con las supervivencias. Esto ultimo se observa también en

otras series?83,

Dentro del objetivo de comprobar la activaciéon de la via MEK/ERK, nos propusimos
valorar la expresion de MST2, que de manera indirecta nos mostraria si existia una

activacion de esta via. Esperabamos que en caso de activacion de la via debia
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disminuir su expresién. No disponiamos de datos en la literatura, de la expresion de

este factor en CG.

Detectamos una alta expresion en tejido normal (94%) con alta intensidad, pero en el
tumor la expresion seguia siendo alta, pero comprobamos disminuia su intensidad en
el 69% de los casos. Ademas la expresion en tejido tumoral era menor en los estadios
mas avanzados con clara significacion estadistica (p 0.03). Cuando valoramos la
perdida de expresion de MST2 en el tumor frente a su expresion en el tejido normal,
encontramos que se correlacionaba de manera claramente significativa con la
expresion de ERK en el tumor (p0.01). No se pudo correlacionar con pERK nuclear,
posiblemente dado el pequefio numero de casos. Los hallazgos observados de la
perdida de expresion de MST2, reflejan por tanto, la activacion del via MEK/ERK en el
CG.

Dentro del objetivo 3 de nuestro trabajo, nos planteamos si la activacién del via se
podia deber a una disminucién de la expresion de los inhibidores de esta via.
Determinamos estudiar el inhibidor RKIP. Su expresion se daba en un tercio de los
tumores, frecuencia similar a lo publicado por otro autor 3 No detectamos ninguna
correlacion con el estadio ni con ninguna otra caracteristica a excepcion del estado
general. Los pacientes con estado mas deteriorado (PS2) presentaban tumores con
mayor expresién de RKIP sin que podamos encontrar una explicacion a ello. Aunque
el hallazgo mas llamativo fue encontrar una correlacion clara entre la expresion de
RKIP y la expresion tanto de ERK (p 00.03), pERK (p 0.05) como p ERK nuclear (p
0.06). Este hallazgo es inesperado puesto que a mayor expresién de RKIP era
esperable un aumento de la inhibicion de la via de MEK/ ERK. Por tanto de nuestros
resultados podemos deducir , que RKIP no se comporta como inhibidor de la via en
CG. Esto concuerda con otro trabajo reciente que analiza la expresién de pMEK,
pERK y RKIP en 105 muestras de CG. Aunque encuentran que la ausencia de
expresion de RKIP se correlaciona con el estadio y con una mayor supervivencia libre
de recaida, no encentran relacion alguna con la expresion de pERK®®. Por ello
podemos plantear que si RKIP tiene un papel en la progresion tumoral en el CG es
por actuacion a nivel de otras vias intracelulares independientes como las que han
sido propuestas: NfKB 8 8 o STAT . 8 |a ausencia de correlacion con la
supervivencia en nuestra serie, a pesar de su clara relacién con pERK nuclear que
muestra ser factor prondstico independiente, también sugiere que en CG su actuacion
es independiente dela via de MEK/ERK.
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8- Conclusiones

Para emitir las conclusiones del estudio, pasaremos a detallarlas siguiendo cada

objetivo planteado.

CONCLUSION del OBJETIVO 1: Comprobar que la forma activa de ERK (pERK) y
su expresion nuclear (p ERK nc) se sobre expresan en los tumores mas
avanzados

La expresion de ERK y su forma activa p ERK parecen ser mas frecuentes en
estadios mas iniciales que en los avanzados, pero la expresion nuclear de pERK es
mas frecuente en tumores mas avanzados, si bien estas diferencias no alcanzan la

significacion estadistica

CONCLUSION del OBJETIVO 2: Determinar si la sobre expresion de pERK y/ o de
su expresion nuclear (pERK nc) se correlaciona con una peor supervivencia

Hemos mostrado que la expresion por IHQ del ERK activado (p ERK) cuando su
expresion es nuclear, conlleva una menor SLE, SE y supervivencia global con una
clara significaciéon estadistica. El analisis multivariado indica que es un factor de mal

pronéstico independiente. Los resultados por IF apoyan esta observacion.

CONCLUSION del OBJETIVO 3: Evaluar la relacion de la expresion de pERK con
la sobre expresion de VEGF, EGFR o HER2, con la mutacién de KRAS o BRAF,

con la pérdida de expresion de MST2 y con la sobreexpresion de RKIP:

En nuestro anadlisis, no hemos encontrado que la expresion de VEGF ni la
amplificacion de HER2 se relacionen con la expresiéon de pERK nucleado y por lo tanto
estimulen la activacion de la via de sefalizacidon. Si bien la sobrexpresion de EGFR
cuando esta es membranosa, se correlacionan con p ERK nuclear y la amplificacion
del gen muestra una tendencia, por lo que nos permite deducir que EGFR actua como

activador de la via de MEK/ERK en el cancer gastrico.
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La mutacion del gen KRAS es muy infrecuente y no hemos detectado mutaciones de
BRAF en nuestra serie, no pareciendo por tanto que las mutaciones de estos dos

genes tenga una implicacién en la activacion de la via MEK/ERK en CG.

La expresion de MST2 es muy alta en los tumores gastricos pero su pérdida de

expresion no parece ser un indicador claro de la activacion de la via.

El estudio de RKIP, inhibidor putativo de la via en diferentes tumores, esta
sobreexpresado en un 32% de los casos de CG. Si bien se correlaciona de manera
positiva, con ERK activado y con pERK nuclear, por todo ello puede deducirse que en

CG no actua como inhibidor de la via de sefializacion.

CONCLUSION del OBJETIVO 4: Determinar si la sobre expresion de los factores
inductores de la via (EGFR, VEGFR, HER2), las mutaciones de KRAS y BRAF o la
expresion de los factores inhibidores de la via (RKIP) o la expresion de MST2 se

correlacionan con una peor supervivencia.

Los pacientes con tumores con sobreexpresion de VEGF, EGFR membranoso y
amplificacion de HER2, factores inductores de la via de sefalizacién, presentan una
mediana de SLE, SE y SG menor que en los casos negativos. Si bien estas

diferencias no son estadisticamente significativas.

La mutacion de KRAS no se asocia de manera significativa ni con la SLE, SE.
No se ha podido encontrar ninguna correlacién de la expresion de MST2 con las
supervivencias (SLE, SE, SG).

A pesar de encontrar una clara correlacion positiva de RKIP con la activacién de ERK
y sus formas activas (PRK y pERK nuclear), su expresion no tiene ninguna relacion
con la supervivencia. Estos hallazgos parecen sugerir que su modo de actuacion den
CG no es de inhibidor, ni inductor de la via y por tanto su accion es independiente de
la via de MEK/ERK.
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