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En tumores localmente avanzado de recto, la recidiva loco-regional sigue
siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad. Hasta la introduc-
cion del TEM la tasa de recurrencias locales era del 30% en los pacientes
tratados quirtrgicamente'. En 2001, el ensayo aleman’® demostré que la ra-
dioterapia preoperatoria reduce de forma significativa la tasa de recidiva pél-
vica a los 3 afnos del 10,1% al 3,4%. El metaanalisis del Colorectal Cancer
Collaborative Group con 19 ensayos aleatorios que incluyen radioterapia
preoperatoria demuestra ganancia en la supervivencia global de un 3% a los
5 afios’. Sin embargo, a pesar de estas investigaciones clinicas, sigue ha-
biendo una necesidad de desarrollar nuevas estrategias de tratamiento en pa-
cientes con cancer de recto localmente avanzado debido a la de progresion en

forma de metastasis.

Por otro lado, las ultimas dos décadas han supuesto un importante avance en
el conocimiento de los principios basicos de la génesis y progresion del can-
cer. Se han identificados muchas anomalias moleculares que son la clave del

cancer, las cuales conducen a una transformacion maligna de la célula normal.

La identificacidon de las vias bioquimicas y moleculares que diferencian las
células tumores de las células sanas ha permitido plantearse el desarrollo de
nuevos agentes para mejorar el pronostico en pacientes con tumores solidos.
Una de las caracteristicas de dichas moléculas, a diferencia de los tratamien-
tos tradicionales, es su especificidad, discriminan entre células tumorales y
células sanas, con lo que se consigue un alto indice terapéutico y menor toxi-

cidad.

El que una célula sana se transforme, es decir, pase de un estado quiescente a
un estado de proliferacion activa, depende de sefiales mitogénicas de factores
de crecimiento. Estas sefiales son transmitidas al interior de la célula a través

de receptores de membrana. El crecimiento y la progresion tumoral depende
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de la actividad de dichos receptores de membrana que controlan las vias in-
tracelulares y sefales de transduccion que regulan la proliferacion celular,
apoptosis, angiogénesis, adhesion y movilidad. Uno de los receptores de
membrana mas conocido y estudiado es el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), el cual juega un papel importante en el crecimiento y en

la supervivencia de muchos tumores so6lidos.

Los avances en la comprension de la biologia molecular del cancer de recto
han abierto muchas nuevas direcciones de investigacion. Un esfuerzo cada
vez mayor se ha orientado hacia el desarrollo de terapias moleculares especi-
ficas, o bien a la busqueda de marcadores moleculares que son utiles tanto en
la prediccion de los resultados del tratamiento o en la seleccion de pacientes
para determinadas terapias moleculares especificas, basadas en las caracteris-

ticas del tumor en particular.

A lo largo de este trabajo desarrollare el posible papel del EGFR, uno de los
receptores de membrana mas conocido e implicados en cancer, como marca-
dor prondstico (control local y supervivencia) y/o predictivo de respuesta a
radioterapia. Asi como si hay alguna relacion entre el cambio de la expresion

de EGFR con Radioterapia y supervivencia.
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1. FAMILIA DE ErbB DE RECEPTORES CON ACTIVIDAD PRO-
TEINA QUINASAS

Los receptores de la familia ErbB son una subclase de receptores de mem-
brana celular con actividad tirosina quinasa. Los ligandos que se unen al re-
ceptor son factores de crecimiento. El EGFR pertenece a una de estas fami-
lias, en concreto a las de clase I, RTK clase I (Familia de receptor de EGF)

que luego describiré con mas detalle.
Que son las Proteinas quinasas (RPKs)

Las proteinas quinasas son las enzimas mediadoras de la transmision de se-
nales extracelulares al interior de la célula para el control de la diferenciacion
y proliferacion celular. Multiples enfermedades donde se incluye cancer, dia-
betes, enfermedades autoimmunes, cardiovasculares, inflamatorias, y del sis-

tema nervioso presentan alteraciones de dichas enzimas.

La funcién de las proteinas quinasas es la fosforilacion de residuos de ami-
noacidos especificos, es decir, se encargan de afiadir un grupo fosfato. Los
principales sitios de fosforilacion de estas quinasas son el grupo alcohdlico

de la serina y treonina o de la tirosina.

La reaccion que cataliza la transferencia del fosfato de ATP al grupo hidroxilo

de las de la proteinas (tirosinas) es la siguiente*:
MgATP ' + proteina-OH => Proteina-OPOs ** + MgADP+ H"

En base a la naturaleza del grupo hidroxilo (—OH) fosforilado, estas enzimas
se clasifican en proteinas serina/ treoninas quinasas y proteinas tirosina qui-

nasas.

Hunter identifico 518 genes de proteinas quinasas en humanos ( 478 protei-

nas quinasa eucariotas, ePK y 40 atipicas, aPK) que corresponden al 1.7%
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del genoma humano. La familia de los receptores de membrana con actividad
quinasa incluye 385 proteinas serina/ treonina quinasas, 90 proteinas tirosina
quinasas, y 43 proteinas tirosina quinasas like. De las 90 proteinas tirosina
quinasas, 58 son receptores de membrana y 32 son quinasas no-receptores.
Hay un tercer grupo de proteinas quinasas que son capaces de catalizar la
fosforilacion de ambos residuos (serina/ treonina y tirosina). Estas enzimas,
son similares a las quinasas serina/treoninas, y se clasifican en este grupo, son
llamadas de especificidad dual®. La relacion de proteinas fosfoserina/ fosfo-

treonina/ fosfotirosina/ dual en células animales normales es 3000/300/1.

Las proteinas serina/treonina quinasas se encargan de la fosforilacion de pro-
teinas exogenas, una molécula de proteina quinasa es capaz de fosforilar a
muchas proteinas lo que se denomina como amplificacion, a diferencia de las
proteinas tirosina quinasas que no se suelen asociar a este fenomeno. Las pro-
teinas tirosinas quinasas sufren autofosforilacion y catalizan la fosforilacion

de pocas moléculas de sustratos exdgenos.

El EGFR pertenece a esta familia de tirosina quinasas. En células que expre-
san EGFR estas puedes ser estimuladas por el factor de crecimiento epidér-
mico u otros factores de crecimiento. El propio receptor estimulado produce
la sintesis de fosfotirosinas. La proteina tirosina fosfato resultante sirve como
lugar de anclaje para las moléculas que transmiten cascada de senales, que
a menudo incluyen la activacion de las quinasas proteinas quinasas se-

rina/treonina.
Miembros de familia de receptores con actividad tirosina quinasa

Se han identificado varios tipos de RTK’, entre los mas relevantes se encuen-
tran: RTK clase I (Familia de receptor de EGF), RTK clase II (Familia de
receptor de insulina), RTK clase III (familia del receptor de PDGF), RTK
clase IV (familia del receptor de FGF), RTK clase V (familia del receptor de
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VEGF), RTK clase VI (familia del receptor de HGF), RTK clase VII (familia
del receptor de Trk), RTK clase IX (familia del receptor de AXL), RTK clase
X (familia del receptor de LTK), RTK clase XI (familia del receptor de TIE),
RTK clase XII (familia del receptor de ROR), RTK clase XIII (familia del
receptor de DDR), RTK clase XV (familia del receptor de KLG), RTK clase
XVI (familia del receptor de RYK), RTK clase XVII (familia del receptor
deMuSK).

Estructura de RTKs

La mayoria de los RTKSs tienen una estructura similar, son receptores trans-
membrana monomeéricos, es decir con una unica subunidad. En algunos casos,

como es el del receptor de la insulina, son complejos multiméricos.

Cada monomero esta formado por 3 regiones, un dominio transmembrana,
hidréfobo, compuesto por 25-38 aminoacidos, una region extracelular N- Ter-

minal y una region intracelular C-terminal.

Laregion extracelular N-terminal contiene unos dominios que son el lugar
de union con el ligando. Los dominios son caracteristicos de cada subfamilia
de RTKs y exhiben una variedad de elementos constantes los dominios in-
munoglobulina (Ig)-like o factor de crecimiento epidermico (EGF)-like, que

son repeticiones de fibronectina tipo III o regiones ricas cisteina.

La region intracelular C-terminal esta formada por los dominios cataliticos,
son los responsables de la actividad quinasa del receptor, la cual se encarga

de la fosforilacion del mismo®.

La unioén del ligando al receptor induce a su dimerizacion, la activacion de la
actividad tirosina quinasa intrinseca y la transfosforilacion de los monémeros
dimerizados. La fosforilacion activa el dominio catalitico del receptor y per-

mite el acceso de sustratos y ATP al dominio catalitico. Ademas, los residuos



24

de fosfotirosina en el dominio no catalitico del receptor crean sitios de union
trans para proteinas adaptadoras como Gab-1, Sch, y Grb-2 que poseen la
homologia Src (SH) de dominio, mas adelante se describe todo este proceso

con mas detalle.

Familia de receptores ErbB | (Familia de receptor de EGF) y sus

ligandos

Todas las proteinas del receptor erbB pertenecen a la subclase I de la super-
familia de receptores de RTKs, y se clasifican segin su homologia de secuen-

cia y la organizacién del dominio.

Los receptores erbB se expresan en la mayor parte de las células que se ori-
ginan tanto en el mesodermo como en el ectodermo, es decir en una variedad
de tejidos epiteliales, origen mesenquimal, y neuronales, donde juegan un pa-

pel fundamental en procesos del desarrollo, proliferacion y diferenciacion.

La familia erbB esta constituida por cuatro tipos de receptores transmem-
brana: erbB1, también llamado EGFR o HERI1, erbB2 ( HER2 o Neu), erbB3
(HER3), y erbB4 (HER4).

Ligandos de los receptores erbB

La activacion de los receptores de ErbB se lleva a cabo por la union de los
ligandos o factores de crecimiento. Cada uno de estos factores son el producto
de un tnico gen y sirve como agonista especifico de los receptores ErbB. Los
ligandos son pequefias proteinas solubles de entre 6—10 kDa que comparte
un fragmento de tipo EGF con tres enlaces disulfuro generados por la coloca-

cion constante de seis residuos de cisteina).

La mayoria de los ligandos de receptores de la familia erbB se sintetizan como

precursores transmembrana que pueden ser escindidos proteoliticamente para
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liberar la forma soluble del péptido o pueden funcionar como ligandos ancla-

dos a la membrana como ocurre en la sefializacion yuxtacrina®'® 1213

Los péptidos comparten un dominio homologo que comprende 50 aminoaci-
dos. La caracteristica sobresaliente de este dominio es la region similar a EGF
o EGF-homologa, que se requiere para la union y activacion erbB. La expre-
sion y procesamiento de los precursores de los ligandos estan muy regulados,
en parte por las conexiones horizontales extensas con otros moduladores y los

sistemas de sefializacion

Cada factor de crecimiento es especifico para su receptor, la especificidad de

cada factor de crecimiento se muestra en la siguiente Tabla 1'.

Tabla 1. Especificidad de cada ligando por los distintos receptores

Ligando Receptor
ErbB-1 ErbB-2 ErbB-3 ErbB-4
EGF + - - -
TGF-a + - - -
HB-EGF + - - +
Anfirregulina + - - -
Betacelulina + - - +
Epigeno + = = =
Epiregulina + - - +
Neuregulina-1 = = 4 1=
Neuregulina-2 - - + +
Neuregulina-3 - - - +
Neuregulina-4 - - - +

Los ligandos erbB conocidos son 11 y se han clasificado en 3 grupos en fun-

cion del receptor al cual se unen segun la siguiente Figura 1.



26

YE;EF NRG 1-4
Amphiregulin HB-EGF
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HER1 HER2 HER3 HER4
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Figura 1. Los ligandos erbB y sus receptores. Al grupo 1
(HERI) se unen 7 ligandos: EGR, EPG, TGF- alfa, AR,
BTC, HB-EGF, EPR. Al grupo 2 (HER2): no se conocen
ligandos. Al grupo 3 (HER3): Nrg-1/2. Al grupo 4 (HER4):
Nrg-1/2/3/4.

Primer grupo de ligandos: Se une exclusivamente a erbB1. Formado por el

factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformador
alfa (TGF-a) y anfirregulina (tambien llamada factor de crecimiento derivado
de schwannoma). Las formas de EGF y TGF-a unidas a la membrana pueden
interactuar con receptores de la superficie de las células adyacentes, con lo
que potencialmente contribuyen a la adherencia célula a célula e interacciones

estimuladoras entre célula y célula.

El segundo grupo esta representado por el factor de crecimiento similar al

factor de crecimiento epidérmico de unidn a la heparina (HB-EGF), betace-
lulina, y epiregulina. HB-EGF y betacelulina se unen y activan a dos recep-
tores, el erbB1 y el erbB4. La epiregulina tiene afinidad por todos los recep-

tores excepto erbB2'> !¢,

El tercer grupo esta formado por una familia compleja de polipeptidos llama-
dos heregulinas o neuregulinas (NRGs). Las neuregulinas se une directamente
a ErbB3 y / o ErbB4. Neuregulina-1 and neuregulina-2 se unen a ambos re-
ceptores, mientras que neuregulina-3 and neuregulina-4 se unen solo a
ErbB4. Las diferentes isoformas de NRG tienen afinidades diferentes por los

distintos receptores heterodimeros, lo que conduce a respuestas biologicas
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diferentes pero superpuestas’'. Las Neuregulinas inducen la formacién de
homodimeros ErbB3/ErbB3 o ErbB4/ErbB4 y heterodimeros erbB2/ErbB3 o
ErbB2/ErbB4'”. No se han identificado ligandos solubles para receptores
ErbB2. La funcién del receptor ErbB2 es como co-receptor de ErbB1, ErbB3
and ErbB4. Esta preferencia por heterodimerizacion dentro de la familia de
receptores ErbB explica las sefiales ErbB2 en ausencia de un ligando cono-

cido.

El receptor se puede activar por unioén directa de un ligando segiin hemos
visto, ademas los 4 miembros de la familia ErbB forman 28 homo y hetero-
dimeros, y que estos dimeros se unen a los ligandos dando formas activas.
Hay que tener en cuenta que ErbB2—ErbB2 y ErbB3—ErbB3 son inactivos,

son 26 posibles combinaciones de receptores diméricos activos.

A estos dimeros también se unen los ligandos, es decir que la combinacion de
11 ligandos y 28 dimeros da lugar a 614 combinaciones de complejo ligando
receptor y 611 complejos ligando receptor activados (excluyendo ErbB2—

ErbB2, que no tiene ligando y ErtbB3—ErbB3 que carece de actividad quinasa.

Los receptores erbB

Su principal funcion es regular el crecimiento y diferenciacion celular, la al-
teracion en su funcionamiento puede llevar a crecimiento tumoral. Como se
ha explicado en el apartado previo, a ErbB 1 se unen el EGF y el TGF-a.
Excepto las NRGs, todos los ligandos se unen a ¢l produciendo efectos mito-
génicos en las células. Su sobreexpresion o disfuncioén conllevan a una alte-
racion de las vias de MAPK (mitogen-activated protein kinase) y PI3K
(phosphatidylinositide-3-kinase). Estas vias cuando se activan traducen pro-

teinas necesarias para el ciclo celular, ciclinas, que permiten el paso de fase
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G1 ala fase S o la fosforilacion de las proteinas antiapoptéticas que conducen

a la supervivencia celular.

Similar a su homologo erbB1. Fue el Segundo en descubrirse tras el erbB1.
No hay ligandos conocidos para este receptor. El erbB2 forma herodimeros
con el erbBl1, este descubrimiento llevo a pensar que la interaccion de los
ligandos con erbB2 influia en la heterodimerizacion de erbB2 con otros re-
ceptores erbB. Estudios posteriores demostraron que erbB3 y erbB4 podian

formar heterodimeros con erbB2.

Cada vez hay mas evidencia de que la funcion principal de erbB2 es como un
socio de dimerizacion o co-receptor para todos los demas miembros de la fa-
milia erbB, y que es importante en la potenciacion de la sefializacion mediada

por erbB.

ErbB3 (HER3) and erbB4 (HER4) se consideran como miembros de la fami-
lia ErbB por que su estructura es similar, aunque se conoce muy poco sobre

su funcion.

ErbB3 carece de actividad quinasa y es activado por la tirosinas quinasas de
otros receptores. Los heterodimeros formados con erbB3 y erbB4 activan
preferentemente la via de supervivencia PI3K en relacion con otros tipos de

heterodimeros.
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2. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
BIOLOGIA DE EGFR

Identificacion del Factor de Crecimiento Epidérmico y del EGFR.

Identificacion del Factor de Crecimiento Epidérmico murino (EGFm)

El estudio sobre la familia de receptores con actividad quinasa (ErbB/ HER)
donde se incluye el EGFR, fue iniciado en 1962 por Stanley Cohen (Figura 2),

el cual recibid posteriormente el premio Nobel en 1986.

Stanley Cohen durante la investigacion sobre el factor
de crecimiento neuronal (NGF) detectado en glandulas
submaxilares de raton, observé '* que cuando se in-
yectaba en ratas recién nacidas preparaciones en crudo
de glandulas submaxilares, se producia un efecto ines-
perado, no relacionado con el NGF. Estos efectos con-

sistian en apertura precoz de los ojos en 6-7 dias com-

parado con 12-14 dias para los controles y erupcion

Figura 2. Stanley Cohen

dentaria precoz, 5-6 dias comparado con 8-10 dias
para los controles. En 1962, S. Cohen aislé'’ de glandulas salivares murinas,
una pequena proteina de aproximadamente 15000 daltons que era responsable
de estos hechos y que paso a demominarse inicialmente “factor diente-par-
pado” y posteriormente fue renombrado como EGF porque estimulaba la pro-
liferacion de células epiteliales. En este experimento, inyecto diariamente en
ratas 1 ug de proteina activa por 1 mg de peso corporal. El examen histologico
del grupo control y el de los animales tratados con EGF (Figura 3) revel6®
que la separacion precoz de los ojos era consecuencia de un efecto bioldgico

generalizado que conducia a crecimiento epidérmico y de queratinizacion.
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Figura 3. Imagen a: Seccion del area de control de los parpados y seccion b: experi-
mental, en ratas de 8 dias de vida. El grupo de animales experimental recibio inyec-
ciones diaria dela proteina active X100 (I ug per 1 mg) (reprinted de Journal of Inves-
tigative Dermatology (1963) 40, I-5.)

En estos momentos se desconocia si este factor actuaba directamente sobre
células epiteliales o era un mecanismo indirecto. Es a partir de la realizacion
de técnicas de cultivos de tejido y 6rganos en 1965 cuando se ve que actua’'
sobre células epidérmicas por lo que pasa a denominarse EGF. Estos estudios
demuestran que el EGF estimula directamente la proliferacion de células epi-
dérmicas en cultivos de piel de embridon de pollo uniendose de forma especi-
22 . i TR
fica con un receptor de membrana™ y a nivel practico la aplicacion topica de

EGF aceleraba la re-epitelizacion corneal en heridas corneales en conejos.
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Caracterizacion del EGFm e identificacion de su homologo humano.

En 1972 se desarrollé™ un procedimiento que permiti6 purificar EGF de glan-
dulas submaxilares murinas (mEGF) y determinar la secuencia de aminoaci-
dos del EGF. Taylor reporto®* las caracteristicas fisicoquimicas de mEGF, el
peso molecular era de 6100, constituido por una tnica cadena polipeptidica.
El andlisis de los aminoacidos de mEGF reveld que estaba formado por 53
residuos polipeptidicos que carecia de alanina, fenil-alanina y lisina. La Fi-
gura 4 muestra la secuencia primaria® de mEGF y la posicion® de las tres

uniones disulfido.
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Figura 4. La secuencia de aminodcidos de EGF
con sus unions disulfido. (impreso de Journal of
Biological Chemistry (1973) 248, 7669-7672.

Los homogeneizados en crudo de glandula submaxilar, mostraban que el EGF
era’’ una parte de un complejo de alto peso molecular de aproximadamente
74000 daltons. Este complejo podia ser disociado en dos componentes el EGF

y una proteina de union de 29000 Daltons.

En 1973 Armelin y Hollenberg fueron los primeros que demostraron®®, % que

los fibroblastos en cultivo respondian a EGF con aumento de la sintesis de
DNA. Dos afios después Cohen y Canperten realizan® el mismo experimento

con cultivos de fibroblastos humano lo cual indiga que las células humanas
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también poseen receptores para EGF y por lo tanto, un polipéptido similar

podria encontrase en tejido humano.

Dos experimentos consiguieron aislar’ ** una substancia de orina humana
con actividad bioldgica similar a la hormona de raton, se aislo factor de cre-
cimiento puro de orina humana. Los efectos biologicos del polipéptido hu-
mano purificado eran cualitativamente idénticos a aquellos antes descritos
para el factor de crecimiento de raton. Estos incluyeron el estimulo de la pro-
liferacion in vitro de fibroblastos y células epiteliales corneales, asi como la
induccion de la apertura precoz del parpado en el ratén recién nacido. La
composiciones de aminoacidos de los polipaptidos humano y del ratén se di-
ferenciaron, pero las similitudes fueron claras. Ambos polipéptidos compitan
por la misma localizacion de la membrana célular. Se concluy6 que se habia

aislado el homologo humano del EGF murino.

En 1975; Gregory vio™ que la urogastrona (hormona antisecretora gastrica
aislada de orina humana) era similar a EGF humano y estrechamente relacio-
nada con el mEGF. La presencia de una molécula que se unia especificamente
a EGF, el receptor se confirmo en 1975 al demostrar que EGF marcado con

yodo125 se unia de manera especifica a la superficie del Fibroblasto.

Identificacion de EGFR

En 1980 Ushiro y Cohen *** identifican EGFR como un componente de la
membrana celular de 170 Kdaltons y demuestran que EGFR es dependiente
de tirosin-quinasas. Realizaron un experimento con el que consiguen purificar
y caracterizar a partir de membranas celulares preparadas de células de carci-
noma epidermoide humano A-431 el EGFR (Proteina enddgena de la mem-
brana celular cuyo peso molecular esta entre 150.000 y 170.000). Ademas de
demostrar que el receptor del EGF vy el sistema fosforilacion no depende de

la preparacion de la membrana, se descarta la hipdtesis de la endocitosis pero
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si es un componente integral de la membrana. En estos experimentos demues-

3637 34

tra que la union de EGF a EGFR activa una proteina quinasa, tirosin-

especifica, intrinseca del EGFR

Demostracion de la actividad quinasa del EGFR

Hacia finales de la década de lo 70, Cohen habia demostrado que las tanto las
membranas celulares intactas *° como las solubilizadas®’ tenian la habilidad
de ligar EGF marcado con '*’I. Por otro lado demostré que la union del EGF
a membranas celulares intactas in Vitro en presencia de ATP marcado con **P
provocaba la fosforilacion de proteinas de membrana™ *®. Para ello utilizo la
linea celular de carcinoma epidermoide humano A-431, linea que se habia
demostrado tener una concentracion alta de receptores EGF*’, 2-3 X 10° re-
ceptores/ célula. En alicuotas de preparado de membrana A-431, se examino

la capacidad de fosforilacion de los componente de la membrana.

Los componentes fosforilados de la membrana son proteinas de peso mole-
cular de 170,000 y 150,000 daltons. La adicion de EGF a preparaciones de la
membrana A-431 estimul6 la fosforilacion no solo de proteinas endogenas de
la membrana , sino también exdgenas de la proteina substrato, lo que hizo
pensar que la fosforilacion de componentes de la membrana o asociados a la
misma suponian el proceso inicial en la generacion de sefiales intracelulares

que regulan el crecimiento de célula.
Proto-oncogen

EGFR esta codificada por el proto-oncogen c-erb B1** , formado por 26 exo-

nes. Hay 4 genes que codifican a los diferentes receptores de la familia erbB

(Tabla 2).
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Tabla 2. Genes que codifican los diferentes receptores.

Proto-oncogen gen Receptor
c-erb Bl Tpl2 EGFR
c-erb B2 17921.1 HER2
c-erb B3 12q13 HER3
c-erb B4 2q33.3-q34 HER4

Estructura molecular del EGFR

Organizacion de dominios y relacion entre los distintos receptores

Los 4 receptores tirosina quinasas (erbB) tienen una estructura similar, estan
constituidos por una cadena glicoproteica transmembrana. El factor de cre-
cimiento epidérmico (EGFR) humano esta formado por 1186 aminoacidos,
cuya masa molecular es de 170 kilodalton (kDa ). Su estructura consta de 3
dominios con distintas funciones, un dominio extracelular, un dominio trans-

membrana y una porcion intracelular.

El dominio extracelular glicosilado esta constituido 622 aminoacidos, tiene
un Peso Molecular de 100 kDa. Su funcion es la union a ligandos. Esta region
extracelular de cada receptor ErbB contiene 4 subdominios de dos tipos dife-

rentes39’4o.

Dos dominios homoélogos L (large), que tienen un 37% aproximadamente de
secuencia de amino4cidos idéntica’' y dos dominios ricos en cisteina CR1 y
CR2 (cystein-rich) que tienen un 17% de secuencia similar y son ricos en

cisteina®. Aparecen en el siguiente orden L1-CR1-L2-CR2 *.

Estos 4 dominios han sido denominados de forma alternativa dominios I, II,
[y IV ** yL1-S1-L2-S1 *. En la actualidad, los dominios I-III han sido
descritos con estudios cristalograficos y de difraccion de rayos X, por Garret

y Ogiso, el dominio IV todavia se desconoce Figura 5.
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Figura 5. Organizacion de los domi-
nios de receptores ErbB. En este es-
quema nos referimos a los dominios

domain I (L1)

domain Il (CR1) utilizando la nomenclatura I, II, 111, IV
(Lax et al., 1988b). Otra alternativa es
domain 11l (L2) la de llamar a los dominios L1, CRI,
P L2, CR2 (Impreso de Ward et al.,
| ‘ domain IV (CR2) 1995)
our W a0 transmembrane
IN :: juxtamembrane
tyrosine kinase
953

regulatory region

1186

Dominio transmembrana, rico en aminoacidos hidrofobos (23 residuos) y
esta unido al dominio intracelular por una regioén yuxtamembrana que tiene

un rol regulatorio en la funcion del receptor.

Dominio intracelular o citoplasmatico, (formado por 264 residuos, 60
kDa), es el dominio con actividad tirosin quinasas formado por la region yux-
tamembrana o region amino terminal y la region C-terminal. El dominio ti-
rosina quinasa tambien es denominado como dominio Src-homologo-1
(SHT). La unioén de los ligandos, tales como EGF o TGF alfa, provoca la au-
tofosforilacion del EGFR vy se inician las sefiales de transduccion que regulan

la division celular y la diferenciacion

Activacion del EGFR

Los estudios cristalograficos de rayos X del dominio extracelular han demos-
trado que los ligandos se unen a un solo receptor, induciendo la posterior di-

merizacion del mismo. La dimerizacion de un receptor de la familia ErbB es
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imprescindible para la iniciacion de la cascada de sefiales. Se denomina ho-
modimerizacion si la dimerizacion se produce con el mismo receptor, y hete-

rodimerizacion si se une a otro receptor diferente.

El dominio extracelular glicosilado de todos los miembros de la familia ErbB
esta formado por cuatro subdominios. Los dominios llamados 1 y III, son
homologos, B-hélices plegadas, ricos en Leucina, que participan en la union
con el ligando. Los dominios II y IV son ricos en residuos Cisteina y partici-
pan en la formacién de puentes disulfuro. El subdominio II participa en la
formacion de homo y heterodimeros con otros miembros de la familia ErbB

a través de la llamada asa de dimerizacion (B-hairpin).

El EGFR se encuentra’’ en un equilibrio dindmico entre 2 formas: Inactiva,
por un mecanismo de auto-inhibicion (Figura 6) y activa provocada por la
unién al ligando (EGF). La forma inactiva se caracteriza por interacciones

intermoleculares entre el dominio 1y IV.
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Figura 6. Forma inactiva del receptor no unida a ligando.
La forma inactiva se caracteriza por interacciones intermo-
leculares entre el dominio Il y 1IV. (Impreso de Ferguson,
Molecular Cell, Vol. 11, 507-517, 2003.
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El ligando se une al receptor a través los subdominios I y III del dominio
extracelular provocando dimerizacion del EGFR. La unién del ligando induce
un cambio conformacional que provoca la exposicion de una superficie de
dimerizacioén en el dominio II que media la interaccion con otro receptor,
dando paso a la formacion del dimero, formando una estructura conjunta con
el ligando; esta es la forma activa del receptor. EI complejo ligando-EGFR
puede unirse a un complejo similar, lo que ocurre por la interaccion directa
de dicha asa de dimerizacion en el dominio II de otra molécula de EGFR
(Figura 7) . Este mecanismo también explica la heterodimerizacion del EGFR

con otros receptores erbB**.

Domain 111

Figura 7. Estructura cristalografia de la dimerizacion del dominio extracelular del
EGFR unido al ligando. Ambos receptores estan unidos a EGF. Reprinted from Cell
vol 110, Ogiso H, Ishitani R, Nureki O, et al. Crystal structure of the complex of
human epidermal growth factor and receptor extracellular domains, pp 775-787.
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EGF y TGFa se unen con el receptor en relacion 1:1, la subregion II es el
principal componente en la unién de dos receptores, a manera de un brazo
extendido compuesto por 242-259 residuos. EGF y TGFa interactian con los
residuos estructurales del dominio I y con los grupos R de los aminoacidos
de la subregion II1, los residuos de Arg 41 en EGF y Arg42 en TGFa, alta-
mente conservados, interactuan con Asp355 del receptor y Leud7 en EGF y
Leu48 en TGFa se proyectan formando un sitio hidrofébico en la superficie

de la subregion III.

En el receptor inactivo las subregiones II y IV se encuentran unidas de tal
manera que el brazo de dimerizacion se encuentra plegado impidiendo la in-
teraccion con un receptor adyacente. Las subregiones de union a ligando [y
IIT proximas entre si pero separadas del asa de dimerizacién de manera que
un solo ligando pueda interactuar con ambas simultineamente. Es una de ba-

rrel-like structure (estructura similar a un barril).

La union del ligando al receptor provoca la rotacion de 130° de las subregio-
nes [ y III provocando la rotura de las uniones intermoleculares de las subre-
giones II/IV permitiendo la conformacion extendida que facilita la formacion

de dimeros (Figura 7).
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Figura 7. Como la union del ligando induce cambio conformacional. Impreso

de Ferguson, Molecular Cell, Vol. 11, 507-517, 2003

Unién de ligandos al EGFR y formaciéon de Homo/ heterodimeros
con EGFR

El EGFR es un receptor altamente expresado en la membrana celular. Como
he explicado previamente pertenece a la familia de receptores de membrana

con actividad quinasa. Contiene un dominio extracelular encargado de la
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unién de los ligandos, una region transmembrana hidrofobica y un compo-

nente intracelular con actividad tirosina quinasa.

En el apartado de ligandos de los receptores erbB de las familias de receptores
tirosin quinasa se ha explicado: para que el EGFR se active necesita que su
dominio extracelular se una al ligando. Hasta ahora se conocen al menos 7
ligandos con afinidad por el EGFR: EGF, TGF-a, HB-EGF, anfiregulina, be-

tacelulina y epiregulina y epigeno.

La union del ligando provoca la dimerizacion de EGFR, la activacion y la
autofosforilacion de varios residuos de tirosina en la region carboxi-terminal
del dominio intracelular. Posteriormente, los sustratos intracelulares con ho-
mologia Src-2 y dominios de union a fosfotirosina se unen a los residuos de
tirosina fosforilados, lo que lleva a la activacion de multiples vias de sefiali-
zacion intracelular, y a su vez, a la proliferacion celular, supervivencia, dife-

renciacion, migracion, y otras respuestas celulares®.

La unién de los ligandos EGF-like al receptor inducen la formacion de ho-
modimeros ErbB1 / ErbB1 y heterodimeros ErbB1 / ErbB2 (heterodimeros
mas frecuentes), ErbB1 / ErbB3 y ErbB1 / ErbB4.

El mismo receptor puede ser activado por diferentes ligandos, sin variar su
funcion (efecto redundante y especificidad). La union de TGF-oo y EGF a
erbBI1 tienen actividad biologica diferente, TGF-a es mas potente que EGF
como angiogénico in vivo y como estimulador en la formacion de colonias in

vitro 23!,

Activacion de la tirosina quinasa

Cuando un ligando extracelular se une al receptor, en este caso el EGFR, se
produce la dimerizacion del mismo, lo que da lugar a la activacion de su ac-

tividad tirosina quinasa y la transfosforilacion de los residuos de tirosina de
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su extremo C-terminal del dominio intracelular del receptor > . Los residuos
de fosfotirosina del receptor activado son reconocidos por proteinas que po-
seen dominios SH2 ** 0 dominios PTB>*. Estas proteinas pueden ser de dos
tipos: proteinas adaptadoras que pueden reclutar a otras proteinas transduc-
toras, o bien factores o enzimas directamente transductores/as que tras
unirse al receptor son fosforilados por éste, pasando de un estado inactivo a
otro activo. Por lo tanto, mediante estos reclutamientos y/o fosforilaciones se
producen cambios conformacionales y/o cambios en la localizacion intrace-
lular de estas proteinas sefializadoras, siendo asi capaces €stas de transmitir
sus mensajes a otros componentes de las diversas rutas intracelulares de trans-

duccidn de senales.

Dentro del amplio grupo de proteinas adaptadoras, mencionaremos como
ejemplos a tres de gran importancia: la proteina Grb2 (por growth factor re-
ceptor-bound protein 2), cuyo papel es importante en la activacion de la pro-
teina G monomérica Ras y la via de las proteinas quinasas activadas por mi-
togenos (MAPKS, por mitogen-activated protein kinases); la proteina Grb7
(por growth factor receptor-bound protein 7); y la proteina Shc (por SH2 do-
main-containing protein), que actia como un sistema auxiliar de sefializacion

alternativo pudiendo sustituir a elementos funcionales del propio receptor.
Senales intracelulares

La fosforilacion del dominio C-terminal del EGFR, ya sea por autofosforila-
cion o transfosforilacion por otras quinasas tales como Src y Jak-2 , propor-
ciona sitios de union especificos para los dominios SH2 o PTB, transductores
de sefiales intracelulares y adaptadores que inician las vias de transduccion de

sefiales.

Las principales vias de transduccion de sefial procedentes de receptores de la

familia EGFR descritas en la célula epitelial son, (1) via de Ras-Raf-MAPK,
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(2) via PI3K-Akt, (3) via de la fosfolipasa C (PLC) y (4) Sefializacion celular
por proteinas reguladoras de la transcripcion STATs. Estas vias de transduc-
cion son mecanismos complejos regulados por multiples proteinas de caracter

inhibidor y activador, existiendo numerosos entrecruzamientos entre ambas.

En la siguiente Figura 8 quedan esquematizadas las vias de sefalizacion.
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Figura 8. Vias de sefializacion activadas por los receptores ErbBs y sus funciones
biologicas. La union del ligando al receptor induce la formacion de Homo y/o
Heterodimeros y se fosforilan las tirosinas del extremo C- terminal. De esta ma-
nera se reclutan proteinas que activan las vias de sefializacion Ras/Mapk-Erk,
PI3K/Akt, PLC/PKC y STATs. Esto induce proliferacion y crecimiento celular, di-
ferenciacion y supervivencia

Senalizacion celular por la via de Ras/MAPK-Erk

La union del ligando (EGF) al receptor (EGFR) desencadena una cascada de
fosforilaciones sucesivas lo que significa la activacion de sefiales™ >® " %% %
%0 Esta union fosforila el dominio SH2 de la proteina Grb2 y transporta la
sefal a ras (proteina monomérica) a través de sos. El domino SH2, interac-
ciona con los residuos de fosfotirosina del receptor, y acaba interaccionando
con factores intercambiadores de nucleotidos de guanina tales como Sos1/2.

Se forma un complejo Grb2/Sos, que se trasloca a la membrana plasmatica
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estimulando el intercambio de nucle6tidos en Ras, transformando Ras-GDP

(forma inactiva) en Ras-GTP (forma activa)®"®> .

Una vez activada estimula a tres proteinas quinasas de forma secuencial hasta

activar la quinasa MAP (llamada Erk).

El complejo Ras- GTP activo se fija al dominio regulador de Raf (situado en
su N terminal) y activa a las serina/treonina quinasas Raf-1, A-Raf y B-Raf
(también denominadas MAPKKKSs, por mitogen-activated protein kinase ki-
nase kinases). Estas ultimas a su vez fosforilan a las tirosina/treonina quinasas
duales MEK1/2 (también denominadas MAPKKSs, por mitogen-activated
protein kinase kinases), y €stas finalmente fosforilan a las serina/treonina qui-
nasas ERK1/2 (también denominadas MAPKs). Erk o MAP quinasa es una
proteina serina/ treonina quinasa que llega al nicleo y puede fosforilar diver-
sos factores de transcripcion como c-Myc, c-Jun, c-Fos, Elk-1 y p62TCF que

regulan la expresion de genes *.

En resumen, la activacion de Ras por fosforilacion desde GTP (forma acti-
vada de proteina G) inicia una cascada de fosforilaciones en diferentes pro-
teinas citosodlicas que acaba en la activacion o fosforilacion de una proteina
clave, la Protein-Quinasa Activada por Mitogenos (MAPK). MAPK esta for-
mada por un dimero de dos quinasas de 42 y 44 kD, y es capaz de translocarse
al nucleo de la célula cuando se activa, y alli regular diversos procesos de
transcripcion génica relacionados con la proliferacion celular, la superviven-

cia y la diferenciacion celular.

Senalizacion celular por la via de PI3K

La segunda via de transduccion de senal desde la membrana esta regulada por
PTEN, y tras fosforilacion de un mediador citosolico (PI3K), se produce la
activacion de la proteina Akt, que esta relacionada con los procesos de super-

vivencia celular por inhibicion de la muerte celular por apoptosis mediada por
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caspasas, y con los procesos de proliferacion celular regulados por mTOR,

STAT 1/3 y eIF-4E %6667,

Senalizacion celular por la via de las fosfolipasas, C (PLCg) v A (PLA2)

La PLCg tras interaccionar con las fosfotirosinas del EGFR activado a través
de sus dos dominios SH2 es fosforilada por el receptor. Este proceso da lugar
a la activacion de esta enzima, la cual cataliza la hidrélisis del fosfatidilinosi-
tol 4,5-bisfosfato (PIP2), generando inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3, por inosi-
tol 1,4,5-trisphosphate) y 1,2-diacilglicerol (DAG) ** ® Tanto el IP3 como el
DAG son potentes segundos mensajeros que estan implicados en la activacion
de ciertas isoformas de la proteina quinasa C (PKC, por protein kinase C),
bien directamente como lo hace el DAG, o bien aumentando transitoriamente

la concentracidon de Ca2+ citosolico como lo hace el IP3.

La activacion de la PLCg por el receptor atenua la sefial mitogénica, ya que
el DAG activa a la PKC y ésta retroinhibe la actividad tirosina quinasa del

receptor.

Otra fosfolipasa que resulta fosforilada tras la activacion del EGFR es la
PLAZ2. En este caso, sin embargo, esta fosforilacion es indirecta ya que tiene
lugar en residuos de serina, pudiendo estar mediada por la PKC. Esta fosfoli-
pasa también participa en la generacion de la sefal del calcio tras la estimu-
lacion de las células por EGF, ya que hidroliza ciertos fosfolipidos (FL) de la
membrana plasmatica liberando acido araquidonico (AA), que es transfor-
mado, a través de la via de la 5-lipoxigenasa, en leucotrieno C4 (LC4). Este
ultimo es un potente efector que abre canales de Ca2+ presentes en la mem-
brana plasmatica, contribuyendo asi al aumento transitorio de la concentra-

cion de Ca2+ citosélico mediado por el receptor’.
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Serializacion celular por proteinas reguladoras de la transcripcion STATs

En determinadas ocasiones, la union del ligando al receptor puede provocar
la sintesis de las proteinas reguladoras de la transcripcion denominadas
STATs (por signal transducers and activators of transcription) que aumentan
la expresion del inhibidor del ciclo celular p21 WAF1/CIP1, quedando asi blo-

queado el mismo, y de la caspasa 1, proteasa implicada en apoptosis’.
Efecto biolégico de la activacién del EGFR

La activacion del EGFR es imprescindible para las siguientes funciones celu-

72,73, 74
lares™™ "> "™ :

(1) Proliferacion celular por la via Ras/ MAPK mediada por EGF.

(2) Supervivencia celular por la via de la PI3K. La via ras/MAPK no es esen-
cial en el proceso de supervivencia. La supervivencia celular también puede

estar mediado por vias de ras independientes de EGF.

(3) Ambas vias y otras sefiales de ErbB modulan la participacién en: angio-

génesis, adhesion celular, movilidad celular, desarrollo y organogénesis.

(4) En general la activacion del EGFR lleva a las células a un estado de pro-
liferacion o de supervivencia celular sin embargo a través STATs (proteinas
reguladoras de la transcripcion) que aumentan la expresion del inhibidor del
ciclo celular p21WAF1/CIP1, quedando asi bloqueado el mismo, y de la cas-
pasa 1, proteasa implicada en apoptosis la activacion del EGFR puede inducir
en ciertas cé€lulas tumorales una parada de la proliferacion celular y la induc-

cion de apoptosis.
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3. EGFRY CANCER

Expresion en tumores soélidos

La alteracion del funcionamiento normal del sistema de sefiales celulares re-
lacionadas con EGFR y sus ligandos pueden provocar la transformacion ma-

ligna de la célula.

En multiples tumores se han descrito niveles elevados de expresion de EGFR
(sobreexpresion) y en la mayoria de ellos se relaciona con mal pronostico. El
aumento del nimero de receptores expresados en la célula tumoral implica la
respuesta a bajas concentraciones de ligando. Los tumores donde se ha visto
sobreexpresado el EGFR son: carcinoma escamoso de cabeza y cuello (80-
100%), cancer de pulmén no-célula pequefia (40-80%), carcinoma de colon
(25-77%), carcinoma de mama (14-91%), carcinoma de ovario (35-70%), car-

cinoma transicional (31-48%), o en gliomas (40-63%).

Se han descrito también mutaciones del dominio extracelular del EGFR como
es la mutacion del EGFRVIII en tumores del sistema nervios central, glioblas-

toma, en cancer de pulmoén y cancer de mama.

Otros tumores presenta produccion de TGF-alfa, factores de crecimiento au-
tocrinos como ocurre en el carcinoma escamoso de pulmon, mama, adenocar-

cinoma de prostata, pancreas y mesotelioma.

La expresion de EGFR en cancer colorrectal se describird mas adelante.

Evaluacion de la expresién

Meétodos para determinar la expresion del EGFR

Para la determinacion del EGFR se han utilizado maltiples técnicas. Un mar-
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cador prondstico o posible diana terapéutica requiere poder evaluarse al diag-

nostico y con precision. Asimismo requiere estandarizacion en su determina-

cion, reproductibilidad, y capacidad de evaluacion en muestras congeladas,
fijadas en formol y parafinadas. La expresion/ actividad del EGFR se puede
evaluar de varias maneras: cuantificacion del receptor a nivel del DNA, RNA

o proteina; o evaluacion de la transduccion de sefiales mediadas por el recep-

tor mediante analisis de su activacion o de la activacion secundaria de diver-

sos sustratos intracelulares. La determinacion de la expresion del EGFR en
tumores se realizar por varias técnicas que incluyen (Tabla 3 ):

1. Determinacién de la proteina : Se puede realizar por las siguientes técni-
cas: Inmunihistoquimica, Western blot analysis, enzyme-linked immuno-
sorbent assay: ELISA, fluorescence-activated cell sorting: FACS.

2. Determinacion de RNA de transcripcion. Utilizando Northern blot
analysis o reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)

3. Determinacién de DNA: con PCR cuantitativa, Southern blot analysis o

fluorescence in situ hybridisation (FISH).

Tabla 3 . Deteccion de EGFR en tumores.

Método Tipo de muestra limitaciones

Métodos in situ

IHC Seccion de tejido Pérdida de estandariza-
FISH Seccion de tejido Ninguna

Meétodos extractivos

Western/Northern blot Extracto de tejido o suero  Técnica compleja
RT-PCR Extracto de tejido o suero  Técnica compleja

ELISA Extracto de tejido o suero  Ninguna

Citometria de flujo Extracto de tejido Ninguna

IHC: immunohistiquimica; FISH: fluorescencia hibridacion in situ; RT-PCR: reverse transcript-polimerase chain
reaction; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay.

Amplificacion del gen. Puede determinarse mediante las técnicas de reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR), Southern-blot o hibridacion in situ con
sondas fluoresceinadas (FISH). Estas técnicas se pueden estandarizar y son
cuantificables. Sin embargo, el Southern-blot no es adecuado para un pro-
grama de cribado, dado que requiere el uso de radiois6topos para conseguir

una buena sensibilidad. Ademas, esta técnica precisa de tecnologia especifica
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y no puede evaluar muestras fijadas en formol. De las técnicas basadas en
analisis del DNA, tanto FISH como PCR son adecuadas para cribado pobla-
cional, pero s6lo FISH se puede usar para muestras fijadas. Hay que tener en
cuenta, adicionalmente, en relacion con las técnicas basadas en analisis del
DNA, que los cambios en la expresion del EGFR suelen ocurrir independien-
temente de su amplificacion genética. Por ejemplo, la amplificacion del gen
del EGFR no se correlacion6 con un aumento en la expresion del EGFR en
una cohorte de cancer renal, y no es un hecho frecuente en céncer gastrico.
Ademas, la presencia de EGFR en cancer de mama suele asociarse a cambios
post-transcripcionales. En cancer de cabeza y cuello, a pesar de que lo expre-
san del 80% al 100%, solo se atribuye a amplificacion genética en una parte
de ellos. En todas estas situaciones, las técnicas de analisis del DNA no de-

tectarian niveles elevados de EGFR.

Mutacion del gen. Se han detectado formas mutadas del receptor en diferen-

tes tipos de tumores. La mayoria de técnicas de analisis del DNA no detectan
dichas mutaciones. La mutacioén que se identifica con mayor frecuencia es el
EGFRVIII, que resulta de una deleccion en el gen que codifica para el EGFR
o0 bien procesos de corte y empalme alternativo del RNA mensajero (mRNA).
Se considera un marcador tumor-especifico en algunas formas de cancer de

pulmén, mama, ovario y sistema nervioso central.

Transcripcion de mRNA. Para cuantificar los niveles de mRNA transcrito se
usan las técnicas de Northern-blot y de hibridacién in situ de RNA. No son
adecuadas para cribado, principalmente por problemas de degradacion y con-
taminacion asociados a la manipulacion del RNA. Sin embargo, se han usado
de manera extensa en los estudios preclinicos y han contribuido a aclarar los
mecanismos de sobreexpresion del EGFR en diversos tipos de tumores. Re-
cientemente se han incorporado técnicas de reaccion en cadena de la polime-

rasa-trancriptasa inversa (RT-PCR), en que el DNA se sintetiza a partir de
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RNA transcrito. Las modificaciones post-translacionales pueden afectar la
cantidad de proteina que se produzca y, por lo tanto, pueden no ser métodos

apropiados para estimar los niveles de EGFR.

Expresion proteica. La evaluacion del EGFR en tumores suele hacerse me-

diante técnicas que determinan el nivel de expresion proteica. Las técnicas de
Western-blot, enzimoinmunoanalisis tipo ELISA para membranas celulares
solubilizadas y de FACS (fluorescence-activated cell sorting) para analisis de
suspensiones celulares pueden usarse para evaluar los niveles de EGFR, pero
no se pueden usar en muestras fijadas. Las técnicas que evaluan la interaccion
de ligandos con proteinas se utilizan en diversos estudios preclinicos y tienen
la ventaja de evaluar las formas activas del receptor. Sin embargo, este tipo
de ensayos so6lo reconoce receptores con dominios con capacidad de interac-
cionar con ligandos y son técnicamente complejos, por lo que no son adecua-

dos para cribado.

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) probablemente sean las mas ade-
cuadas para la evaluacion clinica del EGFR, ya que pueden usarse en mues-
tras congeladas, fijadas en formol y parafinadas, y pueden efectuarse en la
mayoria de laboratorios. Sin embargo, una de sus limitaciones es la perdida
de estandarizacion. Existen varios anticuerpos (con diferentes especificidades
y afinidades) asi como diferentes resultados en funcion del método de detec-
cion. Ademas, la THQ no es una técnica disefiada para cuantificar, y la subje-
tividad de la técnica explica las diferencias en los resultados publicados. La
introduccion de técnicas que usan un anticuerpo estandar y sistemas de gra-
dacion proporcionan resultados mucho mas reproducibles. En este sentido, la
técnica se puede calibrar de manera que los niveles normales de EGFR en
determinados tejidos (por ejemplo, colon-recto) se asocien con minima o nula

tincion y se puedan diferenciar de las células tumorales que lo expresan.

La activacion de las vias de transduccion asociadas al EGFR puede estimarse
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cuantificando la fosforilacion del EGFR usando técnicas de Western-blot o
IHQ); o bien evaluando la activacion secundaria de sustratos intracelulares,

por ejemplo, de proliferacion.

Técnica de inmunohistoquimica

Consideramos que la técnica de inmunohistoquimica es una de las mas utiles
y la empleada en este trabajo. La mayor parte de los estudios publicados uti-
lizan esta técnica. Una de las ventajas mas importantes de dicha técnica es
que no modifica la morfologia celular y nos permite tener informacion de la
distribucion de las proteina en el tejido estudiado, es un método sencillo y

rapido.

La fidelidad de la informacién que proporciona depende de dos factores im-
portantes, los reactantes utilizados, la experiencia del patdlogo en realizar la
técnica y que procede a su interpretacion y la utilizacion de sistemas de gra-

dacion que proporcionan resultados mucho mas reproducibles..

Sistema de Evaluacion del EGFR. Immunohistochemistry scoring

De acuerdo con los datos publicados la expresion de EGFR se considera po-
sitiva cuando se observa una tincion de membrana circunferencial completa
o incompleta en al menos 5% de las células tumorales. La tincion se define
como cualquier tinciéon IHC de la membrana de las células del tumor sobre el
nivel del fondo, es decir, débil, moderado o fuerte. La ausencia de tincidén o
citoplasma es reportado como negativo. Azria’"> (2005) , Italiano (2005) y

Bibeau (2006) valoran para sus resultados la expresion positiva o negativa.

La lectura de la expresion de EGFR es una determinacion subjetiva y lo que

queda claramente consensuado es que la interpretacion debe llevarse a cabo
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por dos patodlogos expertos, en caso de no concordancia entre las interpreta-
ciones se debe llegar a un consenso. Todos los métodos utilizados estan ba-

sados en la proporcion de positividad con o sin la intensidad.

Varios autores han desarrollado algoritmos con el fin de dar un valor numé-

rico a la expresion del EGFR™ 7”787 (Tabla 3).

Tabla 3. Métodos de evaluacion de EGFR

Referencia % células marcadas Intensidad de la tincién Score global
Cunningham <10% Leve No existe
>10-20% Moderado
20-35% fuerte
>35%
Hirsch Variable continua de 0 a 100% Negativo= 1 % de células tefiidas multiplicado por la
Leve=2 intensidad
Moderado=3 - 0-200: negativo o bajo
Fuerte=4 - 201-300: intermedia
301-400: alto
Kersemckers 0:Ninguna celula positiva Negativo= 0 Suma de proporcion e intensidad
1: (1-25%) Leve=1 0 negativo
2: (26-50%) Moderado=2 2-3 leve
3: (51-75%) Fuerte=3 4-5 moderado
4: (76-100%) 6-7 fuerte
Scartozzi <1% de células tumorales tefiidas Leve=1 Positivo o negativo basado en la propor-
>1% de células marcadas Moderado=2 cion de células marcadas
Fuerte=3
Spano Grado 0 (ninguna) Negativo= 0 Grado multiplicado x intensidad, rango
Grado 1(1-25%) Leve=1 de 0-9
Grado 2 (25-50%) Moderado=2 - <6 expresion baja
Grado 3 (>50%) Fuerte=3 - <6 expresion alta

Goldstein® estandarizé como interpretar la reactividad al EGFR. Utilizé un
sistema de cuatro niveles para valorar la intensidad de la reactividad de EGFR
en las células de adenocarcinoma. Los 4 niveles fueron los siguientes:

0: No reactividad;

1+: expresion débil. Reactividad marron claro a nivel de la membrana, cito-
plasma, o ambos. La tincidon de la membrana no necesariamente completa. La
tincion del citoplasma es uniforme. No presenta acentuacion de la intensidad
en la region citoplasmatica submembrana.

2+: expresion moderada. La tincién de la membrana celular es marrén inter-
medio en cuanto a intensidad se refiere. Normalmente la reaccion es completa

alrededor de la célula, también se considera nivel 2 si en alguna célula no es
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completa. La mayoria de las células presentan reactividad citoplasmatica que
es de intensidad méas débil que la reactividad de la membrana. Algunas célula
pueden presentar un reborde periférico de la reactividad citoplasmatica mo-
derada que era mas oscuro y mas intenso en la region inmediatamente subya-
cente a la membrana celular.

3+: expresion fuerte. Color marron oscuro con manchas negro y normalmente
en un patron de membrana completo, produciendo un contorno grueso de la
célula. Muchas células con reactividad 3+ membrana presentan también in-
tensa moderada citoplasmatica. Muchas células tienen una region prominente
de acentuacidn citoplasmatica submembrana, produciendo una zona de es-
pesa nebulosa de reactividad membranosa. Algunas células pueden tener un
pequetio segmento de la membrana de menor intensidad. Las células que pre-
sentaban con fuerte reactividad citoplasmatica exclusivamente también fue-

ron clasificados como expresion fuerte, 3+.

Al igual que Goldstein, varios investigadores han tenido en cuenta la inten-
sidad de la expresion de EGFR.

Spano (2005)* tiene en cuenta extension e intensidad. El porcentaje de célu-
las marcadas se calificé como sigue:

- grado 0: no hay células positiva;

- grado 1: 1-25 % de las células tumorales expresan EGFR;

- grado 2: 25-50% células tumorales expresan EGFR;

- grado 3: > 50 % de células tumorales positivas .

La intensidad de la expresion de EGFR la evalué visualmente segtin el color
de la membrana celular, el citoplasma o ambos, desde beige claro a marrén y
se puntud como 0 (negativo ), 1 (débil ), 2 (moderado ) o 3 (fuerte ) . Definid
un score que integraba la extension y la intensidad, va desde 0 a 9: Dicho
score se obtuvo multiplicando el grado por la intensidad. Los pacientes fueron

analizados en funcion de su expresion de EGFR : baja: <6 y alta: > 6.
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Es decir, que varios autores han intentado definir la expresion del EGFR.
Expresion de EGFR y pronédstico tumoral

Ya es conocido que el EGFR interviene en el desarrollo embrionario y el cre-
cimiento de diferentes tejidos. La expresion de EGFR varia segun con la etapa

del desarrollo en la que se encuentran los tejidos.

Estudios in vivo de tejido epitelial de raton sano han demostrado que la ex-
presion de EGFR es mayor en células con capacidad proliferativa que en
aquellos tejidos que ya que han comenzado a diferenciarse o han perdido su

potencial de crecimiento cuya expresion de EGFR es menor.

A fecha de hoy se conoce el papel que juegan los factores de crecimiento en
la patogénesis del cancer. Los factores de crecimiento contribuyen a la pro-
gresion del tumor a través de diferentes mecanismos:

1. El aumento de la expresion de los receptores de membrana de las células
tumorales que incrementa la sensibilidad frente a concentraciones bajas
de factores de crecimiento.

2. Existe una relacion directa entre los factores de crecimiento y proto-on-
cogenes celulares. De hecho, varios proto-oncogenes codifican proteinas
que son: factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, o
proteinas que estan implicadas en la via de transduccion de sefiales intra-
celulares para factores de crecimiento. Ademas, los proto-oncogenes ce-
lulares activados también pueden controlar la produccion endogenay / o
la respuesta de las células tumorales a los factores de crecimiento.

3. Se ha demostrados la participacion de los factores de crecimiento en el
mantenimiento de la supervivencia de las células tumorales, promoviendo

la angiogénesis inducida por el tumor.
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La expresion de EGFR varia en funcion de los tumores de cada 6rgano o te-
jido, y también pueden variar en tumores del mismo tipo. Las posibles causas
de esta situacion son:

- En primer lugar, que los tumores solidos se han clasificado clédsicamente
segun sus caracteristicas histoldgicas, sin embargo, las nuevas técnicas mole-
culares han demostrado que los que considerabamos como mismo tipo histo-
logico son heterogéneas respecto a la citogenética y los perfiles de expresion
proteica.

- En segundo lugar, las diferencias debidas a los diferentes métodos utilizados
para la medida de la expresion de EGFR

- En tercer lugar, la determinacion del EGFR se realiza sobre una muestra de

tumor que en alguna situacidon podria no ser representativa.

La sobreexpresion de EGFR en los diferentes tipos de tumores se ha correla-
cionado con mal pronostico, periodos libres de enfermedad mas cortos, con
estadios de la enfermedad mas avanzados en el momento del diagndstico, me-
nor diferenciacion del tumor o un comportamiento mas agresivo del mismo
Nicholson* y colegas publicaron en 2001 un extenso trabajo que incluye mas
de 200 estudios realizados entre 1985 y 2000, en el cual participaron mas de
20.000 pacientes. En esta revision se dispone de datos de expresion de EGFR
y su significado pronostico. Hay datos de la sobreexpresion de EGFR en 10
tipos de tumores respecto al tejido sano normal. De estos, la sobreexpresion
de EGFR es indicador pronostico en cinco tipos de tumores: cérvix, ovario,
cabeza y cuello , vejiga y esofagicos. En mama, gastrico, endometrio y colo-

rrectal esta relacion prondstica fue moderaday en NSCLC menos importante.

La critica que se hacen los mismos autores es que el verdadero significado
pronostico de EGFR probablemente puede estar subestimado por tratarse de
un andlisis retrospectivo. En primer lugar, hay una considerable heterogenei-

dad en las poblaciones de pacientes en relacion con la enfermedad en estadio
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precoz y tardia. En segundo lugar, la determinacion de la expresion de EGFR
en el tumor es variable, asi como las definiciones de lo que significa sobreex-

presion alta.

Aunque las determinaciones fueron por técnica de inmunohistoquimica en
todos los casos , hubo variaciones respecto al laboratorio utilizado, los reac-
tivos y el método empleado. Por tltimo, los estudios s6lo midieron la expre-
sion de EGFR celular en lugar del receptor fosforilado, forma activa del re-

ceptor.

Los mecanismos por los que el EGFR podria relacionarse en estos tumores
con una biologia mas agresiva se explican por la interaccion del receptor de
la célula tumoral, mediante mecanismos autocrinos, yuxtacrinos y paracri-
nos, con el microambiente tumoral, favoreciendo la multiplicacion celular, la
supervivencia celular, la permeabilidad de los vasos y la formacién de una
red vascular mas rica (angiogénesis), que favorezca la aparicion de metéstasis

a distancia.

Describiremos mas adelante el papel pronostico del EGFR en céancer colo-

rrectal
4. EFECTOS BIOLOGICOS DEL EGFR EN CANCER
Caracteristicas de la célula tumoral

En el afio 2000 Hanahan y Weinberg * describieron seis alteraciones esen-
ciales en la fisiologia de la célula, capacidades adquiridas que conducen a un

crecimiento tumoral.

Las capacidades adquiridas son:
1. Autonomia frente a senales de crecimiento.

2. No respuesta frente a sefales que inhiben el crecimiento celular.
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3. Perdida de muerte celular programada, es decir pérdida de apoptosis.
4. Potencial replicativo ilimitado.
5. Angiogénesis mantenida.
6. Capacidad de invasion tisular y metastasis.
Dos afios mas tarde Mendelsohn® afiadio dos capacidades adicionales:

7. Inhibicion de la capacidad de regeneracion tras quimioterapia y radio-
terapia.

8. Ataque inmunolégico.

En el afio 2011 Hanahan y Weinberg® publican una actualizacién sobre el

tema: Hallmarks of cancer: the next generation.

Los autores defienden que la nocion de "sellos distintivos del cancer" repre-
senta un principio de organizacion para racionalizar la diversidad y comple-

jidad de las enfermedades neoplésicas.

Estos autores matizan e identifican la inflamacidén como una de las dos nuevas

"caracteristicas capacitadoras' (junto con la inestabilidad genémica y mu-

tacidén) que harian posible la adquisicion de los "sellos distintivos".

En su revision de 2011, Hanahan y Weinberg incorporan otros dos nuevo
sellos distintivos del cancer. Por una parte, reconocen el impacto y la impor-
tancia de la adquisicion por parte de las células tumorales de la capacidad de

evitar su destruccion por el sistema inmune. Por otra parte, reconocen la

enorme influencia que estd teniendo en oncologia el "redescubrimiento" de

las alteraciones del metabolismo energético tumoral.

Efectos o consecuencias de la alteracion de EGFR o sus vias

Teniendo en cuenta que la sefalizacion a través de EGFR juega un papel im-

portante en la proliferacion celular normal, la supervivencia, la adhesion, la
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migracion y la diferenciacion, el mal funcionamiento de esta via puede con-
ducir a la oncogénesis. Hemos visto en el apartado anterior las caracteristicas
de la célula tumoral, describiré en este apartado lo supone una hiperactivacion
del EGFR respecto a esas caracteristicas. Los mecanismos con los que la cé-
lula se transforma en una célula tumoral relacionados con el EGFR pueden
ser por secrecion autocrina o paracrina (sobreexpresion del receptor) o a tra-
vés de una activacion constitutiva independiente del receptor provocada por
una mutacion, como puede ser la alteracion de dominio extracelular EGFR-
vIII, que presenta una actividad tirosina quinasa en ausencia de ligando, nor-

malmente usa la via intracelular PI3K.

En varios tumores como gliomas malignos, tumores de cabeza y cuello, pul-
mon, colorrectal y cancer de mama entre otros se ha demostrado que presen-
tan sobreexpresion de EGFR, amplificacion génica, mutacion o reordenacion

lo que apoya la relacion entre la hiperactivacion EGFR y el cancer.

Aberraciones del EGFR en céancer: Mutaciones en el dominio quinasa
(NSCLC), delecciones mayores (GBM, NSCLC, mama y otros), amplifica-
cion de genes (GBM, mama y NSCLC)

Tabla 4. Capacidades de la célula tumoral afectadas por la Inhibicion del EGFR

Capacidad Inhibicion EGFR

Adquiridas
Autonomia frente a seiiales de SI
crecimiento
Insensibilidad frente a sefales SI
anti-crecimiento
Evitar apoptosis. SI
Potencial replicativo ilimi- NO
tado.
Angiogénesis mantenida. SI
Capacidad de invasién tisular SI
y metastasis.

Adicionales

Inhibicién de la reparacién. SI

Capacidad de evitar su destruc- SI

cién por el sistema inmune.
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Autonomia frente a sefiales de crecimiento

Uno de los mecanismos o sellos del cancer definidos por Hanahan y Weinberg

es la autonomia frente a sefiales de crecimiento.

Las células requieren de una serie de sefiales mitogénicas para pasar de un
estado quiescente a un estado de proliferacion activa. Estas sefiales se trasmi-
ten al interior de la célula a través de los receptores de membrana, a los cuales
se pueden unir diferentes tipos de moléculas como factores de crecimiento,
componentes de la matriz extracelular (ECM) o moléculas de adhesion. En
ausencia de estas sefiales ninguna célula puede dividirse. Se ha visto en cul-
tivos celulares que la progresion celular requiere de estos factores mitogéni-
cos y de un sustrato adecuado. Sin embargo las células tumorales no dependen
de dichos estimulos externos, son ellas mismas quienes generan sus propias
sefales de crecimiento, volviéndose independientes del medio que les rodea.
Las estrategias moleculares para conseguir esta autonomia son tres que vamos
a describir:
1. Alteracion de las sefiales de crecimiento extracelular.
2. Alteracion de la transduccion de dichas senales a través de la mem-
brana
a. Receptores de factores de crecimiento
b. Modificacion de integrinas

3. Alteracidn de las vias intracelulares

Las células normales producen factores de crecimiento (GFs) para estimular
la proliferacion de otras células (estimulacion heterotopica). Las células tu-
morales son capaces de sintetizar GFs a los cuales responden ellas mismas,

creando un feedback positivo llamado estimulacion autocrina® .



1.

59

Alteracion de los receptores de membrana

La sobreexpresion del receptor que provoca proliferacion con niveles nor-
males de GFs. Esta descrito que muchos tumores humanos sobre-expre-
san el EGFR. El modelo de dimerizacion explica como la sobreexpresion
de los receptores del factor de crecimiento favorece la formacion del cén-
cer. Debido al alto numero de receptores, estos chocan con frecuencia a
medida que avanzan alrededor de la membrana plasmatica, dando como
resultado la dimerizacion, transfosforilacion, la activacion del receptor, y
la emision de sefiales mitogénicas.

La modificacién de los receptores de membrana que conllevan a sefiales
independientes de ligando. Las mutaciones que afectan a cualquiera de los
tres dominios de RTK pueden generar activacion del receptor indepen-
diente de la union del ligando. Un EGFR con un ectodominio modificado
no puede reconocer a su ligando, pero si puede emitir sefiales de creci-
miento estimuladoras de una manera constitutiva. Eventos de fusion de
genes puede crear receptores que sefializan sin descanso por fusion de sus
ectodominios con proteinas que provocan dimerizacion o oligomeriza-
cion. Las sustituciones de aminoacidos o deleciones en los dominios
transmembrana y citoplamaticos de los receptores también se encuentran
en algunos tipos de cancer.

Otro mecanismo para la transformacion celular se ejemplifica por la on-
coproteina Sis del virus del sarcoma de simio. El virus provoca una célula
infectada que liberar grandes cantidades de una proteina similar a PDGF,
que se une a los receptores de PDGF de la misma célula. Esto crea un
bucle de sefalizacion autocrina en el que una célula fabrica un mitégeno
a la que también puede responder.

Hay otros tipos de receptores, ademds de las RTK importantes en la gé-

nesis del cancer:
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- Los receptores de citoquinas carecen de dominios de tirosina quinasa
y se basan en las tirosina quinasas asociadas no covalentemente para
la sefializacion en lugar de los conocimientos tradicionales asociados
a dominios covalentemente.

- Los receptores para TGF-B tienen dominios quinasa citoplasmicos
que fosforilan serina y treonina en lugar de residuos de tirosina.

- Receptor Notch, no realiza la activacion por fosforilacion, en su lu-
gar se basa en proteasas para liberar un fragmento de dominio cito-
plasmico involucrado en expresion génica.

- El sistema de Patched-Smoothenedse basado en una proteina trans-
membrana que controla a otra, lo que a su vez controla un factor de
transcripcion.

- La unién de factores Wnt a un receptor Frizzled

- Receptores G-acoplados a proteinas (GPCRs)
2. Modificacién de las integrinas

Las integrinas son receptores de matriz extracelular (ECM) que en los tu-
mores se expresan favoreciendo aquellas que trasmiten sefiales pro-creci-

miento.

La unién de integrinas a ECM dan lugar a sefiales citoplasmaticas que
permiten el paso de la célula a estado activo, confieren resistencia a la

apoptosis y entrada en el ciclo celular.

Las union de factores de crecimiento al receptor asi como la union de integri-

nas a ECM activa la via intracelular de sos-ras-raf-MAP quinasa.

En un 25% de los tumores humanos hay una alteracion de la proteina Ras y

hasta un 40% en cancer colorrectal metastasico, lo que activa la cascada de
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sefiales mitogénicas, sin previa union de los ligandos al receptor ni de la ECM
a integrinas. Ademas dentro del tejido normal las células reciben sefiales del
tejido de alrededor (sefiales paracrinas) o sistémicas (sefiales endocrinas), que
juegan un papel importante en la proliferacion celular: BIOLOGIA CELU-
LAR HETEROTOPICA.

- Oncogenes KRAS: mutacién del gen kras.

En condiciones normales, el KRAS no mutado (wild type) acta en la via de
sefalizacion del EGFR. La estimulacion de este receptor causa la activacion
de moléculas (RAS) que se unen al GTP, lo cual activa en forma simultanea
varias cascadas intracelulares que median la proliferacion y progresion en el
ciclo celular, actividad estrechamente regulada y no induce una senalizacion
continua que promueva la progresion del cancer. Las mutaciones en el gen
KRAS, que se encuentran aproximadamente en el 40 % de los tumores colo-
rrectal metastasico (CCRm), inducen la activacion de forma constitutiva de

la proteina KRAS, que provoca una sefializacion continua.
- Mutaciones en genes supresores de tumores

- Mutaciones del gen PIK3CA confieren un aumento en la actividad quinasa
del PI3K, produciendo una ganancia en su funcion a favor de sefiales activa-
doras. El PIPS generado por fosforilacion activa la cascada de senales depen-
dientes de fosfatidiliniodsitol (PDK1) y proteina quinasa B (PKB, también
conocida como AKT) que a su vez inhibe moléculas pro-apoptoticas (por
ejemplo, BAD y BIM ), con lo que median la supervivencia celular. El resul-
tado de la la activacion via PI3K permite la supervivencia celular bajo condi-
ciones adversas de estrés celular, restriccion nutrientes y el tratamiento far-

macologico del cancer citotoxica.
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Falta de respuesta frente a sefiales que inhiben el crecimiento celular.

Las células normales responden a las sefiales anti-proliferacion a través de los
diferentes componentes que controlan la transicion de la fase G1 a S del ciclo
celular. Pueden estar mediadas por inhibidores solubles o por inhibidores em-

bebidos en la matriz extracelular y en la superficie de las células.

Los mecanismos que presentan para bloquear la division celular son de dos
tipos, inducir a la célula a un estado quiescente (GO0) que es reversible (pérdida
de la capacidad de supresion tumoral) o a la pérdida del potencial proliferativo
de forma definitiva, lo que se llama estado post mitotico (diferenciacion ce-

lular).

A nivel molecular unas de las proteinas que controla esta funcion es la pro-
teina pRby p27KIP1 (inhibidor de CDK, inhibidor de quinasas dependientes
de ciclina). Se ha visto en estudios preclinicos que ambas proteinas pueden

estar controladas por EGFR

- EGF puede inducir la expresion de ciclina D1, una proteina que se requiere

para la progresion de la fase G1 a la fase S.

Hay estudios preclinico que demuestran que la proliferacion de células tumo-
rales epiteliales en cultivos celulares esta inhibida cuando bloqueamos EGFR
con cetuximab o gefitinib. El mecanismo principal de la detencion del creci-

miento es el bloqueo de la progresion del ciclo celular en fase G157,

- Otro de los mecanismos incluye la acumulacién p27KIP1 un inhibidor de
quinasa dependiente de ciclina (CDK2)¥. Para la progresion de la fase G1 y
la entrada en fase S se requiere la activacion de las quinasas dependientes de
ciclina (CDK4 / CDK6 y CDK?2). La progresion a la fase S esta controlada,
en parte, por la disponibilidad de factores de crecimiento, entre ellos el EGF

para la activacion de las quinasas CDK. En este estudio preclinico se vio que
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el bloqueo con anticuerpo monoclonal anti-receptor de EGF (mAb) 225 , es
decir el bloqueo de la activacion del EGFR en las células de adenocarcinoma
de colon humano DiFi induce la detencion del ciclo celular en fase G1. El
tratamiento de las células DiFi con mAb 225 durante 24 horas, provoca una
disminucién en la actividad de CDK2 quinasa y de la actividad de ciclina E
asociada a quinasa CDK sin presentar una reduccion de los niveles de ciclina
E y CDK2. Sin embargo, la cantidad de p27KIP1 (inhibidor de CDK, inhibi-
dor de quinasas dependientes de ciclina) aumento en las células tratadas con
mAb y p27KIP1 se une a CDK2 en cantidades crecientes. Los resultados su-
gieren p27KIP1 esta implicado en la detencion en fase G1 del ciclo celular

inducida por el bloqueo del receptor EGF.

- El bloqueo de EGFR con C225 en carcinoma escamoso de cabeza y cuello
incluye la acumulacion de la proteina retinoblastoma hipofosforilada®. La
acumulacion de esta proteina conduce a una reduccion en la actividad de

CDKZ2, que a su vez inhibe la transicion del ciclo celular desde la fase G1.

Perdida de muerte celular programada, apoptosis.

La apoptosis o muerte celular programada fue descrita por primera vez en
1972 por Kerr’' como una serie de cambios a nivel microscopico asociados a
muerte celular. Es un fendmeno frecuente en el desarrollo embrionario, la re-
novacion tisular y en la regulacion del sistema inmunitario. Se considera a la
apoptosis como un mecanismo fisioldgico de muerte (inherente al desarrollo
celular), que se desencadena por diversas sefiales, las cuales pueden ser fisio-
logicas, o por estimulaciones exdgenas ambientales’ . Estas sefiales pueden
actuar sobre receptores de superficie y causar la activacion en cascada de pro-
teinas citoplasmaticas; ello trae como resultado la activacion de un programa
genético que conduce, generalmente, a la nucleolisis por la accidon de las en-

donucleasas. La apoptosis es un proceso activo que implica sintesis proteica,
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en el cual la célula sufre una condensacion nuclear y citoplasmatica. Se ca-
racteriza por una serie de cambios morfologicos, en un primer momento se
produce la condensacion de cromatina nuclear, desintegracion nucleolar, dis-
minucién del tamafo nuclear, compactacion del citoplasma y de organelas
(excepto mitocondrias y ribosomas), alteraciones del citoesqueleto y aspecto
de burbuja de la membrana, aunque no se rompa. Durante el proceso final
ocurre fragmentacion del DNA debido a una ruptura internucleosomal del
DNA vy se forman fragmentos nucleares recubiertos de membrana (cuerpos
apoptoticos), que son fagocitados sin evidencia de reaccion inflamatoria y

fragmentacion del nucleo” **.

El crecimiento tumoral depende del equilibrio entre la proliferacion y la per-
dida celular, donde juega un papel importante la apoptosis. Los estudios pre-
clinicos en cultivos celulares, modelos animales y biopsias de tumores huma-

nos han demostrado que las células tumorales son resistentes a la apoptosis.

Una posible estrategia contra el cancer es aprovechar programas de muerte
celular intrinsecas. La via de sefalizacion de EGFR es un objetivo importante
para esta estrategia ya que EGF actlia como un factor de supervivencia me-
diante la inhibicién de la apoptosis y provoca el crecimiento del tumor™ *°.
Las vias de sefializacion de PI3K / Akt y MAP / Erk parecen ser importantes
mediadores de la supervivencia celular inducida por EGF. Los estudios pre-
clinicos de la inhibicion de la sefializacion de EGFR dirigidos demuestran que
este enfoque puede inducir o promover la apoptosis en células tumorales hu-
manas. Como un ejemplo de este efecto, el tratamiento de NSCLC humano o
DiFi células (cancer de colon) en cultivo induce apoptosis’*’. Esta observa-

cion no se limita a los anticuerpos anti-EGFR, dado que los inhibidores de

EGFR tirosina quinasa (TKIs) también son inductores eficaces de apoptosis.
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Una de las mutaciones relacionadas con las vias el EGFR, es la mutacion del
gen PIK3CA confieren un aumento en la actividad quinasa del PI3K, produ-
ciendo una ganancia en su funcion a favor de sefiales activadoras. El PIPS
generado por fosforilacion activa la cascada de sefiales dependientes de fos-
fatidiliniodsitol (PDK1) and protein kinase B (PKB), tambien conocida como
AKT) que a su vez inhibe moléculas pro-apoptoéticas (por ejemplo, BAD y
BIM), con lo que median supervivencia celular. El resultado de la activacion
via PI3K permite la supervivencia celular bajo condiciones adversas de estrés
celular, restriccion nutrientes y el tratamiento farmacoldgico del cancer ci-

totoxica.

La estructura de la maquinaria apoptoética, su programa, y las estrategias uti-
lizadas por las células tumorales para evadir sus acciones, han sido muy apre-
ciadas en el inicio de la tultima década. Los avances conceptuales mas nota-
bles desde entonces han implicado otras formas de muerte celular que am-
plian el alcance de "muerte celular programada” como una barrera para el

cancer.

Potencial replicativo ilimitado.

Capacidad no controlada por EGFR

Angiogénesis mantenida.

En 1971 Folkman propuso por primera vez que para el crecimiento tumoral
es necesario la formacion de nuevos vasos (angiogénesis)’. La Angiogénesis
es la formacion de nuevos vasos a partir de vasos existentes. Proceso fisiolo-
gico en la cicatrizacion de heridas y el ciclo menstrual. Proceso esencial para
la tumorogénesis. En los tumores se produce el 'angiogenic switch" se refiere
a la activacion de genes especificos que promueven la angiogénesis en una

fase temprana de la tumorogénesis mediada por VEGF. La produccion de esta
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proteina varia en intensidad segun la neoplasia (rifién, tumores neuroendocri-

nos ejemplos de produccién alta de VEGF).

La angiogénesis es un importante objetivo para la terapia contra el cancer.

Participan las siguientes moléculas;

1) VEGF/A: inductor de la angiogénesis. Es una Proteina tirosin quinasa. Se
activa por HIPOXIA, por oncogenes especificos, por proteasas de la matriz

extracelular, por el FGF (factor de crecimiento de fibroblastos).

2) TSP1 (trombospondina): inhibidor de la angiogénesis. Principal efector

a la baja del switch angiogénico
3) Angiostatina y endostatina: inhibidor de la angiogénesis
4) Otras vias promotoras de angiogénesis: Ras y MYC

En la formaciéon de nuevos vasos sanguineos intervienen varios factores an-
giogénicos, como el factor de crecimiento de fibroblastos basico, citoquinas
tales como la interleuquina-8 (IL-8), y factor de crecimiento endotelial vas-
cular (VEGF). Tanto las células tumorales como las células del estroma (cé-
lulas endoteliales, fibroblastos, células musculares lisas, o pericitos) producen

estos factores.

El EGFR esta presente en las células del endotelio vascular y también desem-

pefia un papel en la regulacion de la angiogénesis”. El EGFR, el EGF y el

100

TGF-alfa estimulan la angiogénesis A nivel celular, la expresion de

VEGEF se incrementa por la activacién de EGFR por EGF y TGF- alfa'”".

La transcripcion de VEGF se ha relacionado con TGF-alfa y estd mediada por

AP-1/AP-2 y EGR-1.41
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Ademas, los inhibidores de EGFR disminuyen VEGF, IL-8 y el factor de cre-
cimiento de fibroblastos basico en una variedad de lineas células tumora-

102,103
les ™.

Por lo tanto, estrategias de bloqueo de EGFR, ademas de su efecto antiproli-
ferativo directo y los efectos proapoptoticos, también puede inhibir el creci-

miento de tumores mediante la limitacion de la formacion de vasos del tumor.

Capacidad de invasion tisular y metastasis.

Cada vez es mas evidente la relacion entre las células tumorales y las células
del estroma neoplésico para la adquisicion de la capacidad de crecimiento
invasivo y metéstasis'**: contribucion heterotopica de las células estromales
a la invasion y Metastasis, donde puede jugar el EGF y EGFR. En un modelo
experimental de cancer de mama metastasico, los Macrofagos Asociados al
Tumor (TAM) suministran el factor de crecimiento epidérmico (EGF) a estas
células tumorales, mientras que las células tumorales reciprocamente estimu-
lan a los macréfagos con CSF-1, su interaccion facilita la intravasacion en el

sistema circulatorio y la diseminacion metastasica de las células tumorales.

En modelos in vitro de varios tumores, entre ellos NSCLC, mama y prostata
se ha visto que la sobreexpresion de EGFR y /o sus ligandos, se asocian con
un fenotipo invasivo. Estos efectos son probablemente mediados por MMPs
(metaloproteinassas), dado que los niveles de EGFR se correlacionan direc-
tamente con la expresion de MMP-9 y varian inversamente con la inhibicién

de EGFR.

A partir de modelos de xenoinjertos en carcinoma de células transicionales de
vejiga humana tratados con cetuximab y en un modelo de xenoinjerto de can-
cer de pancreas tratados con cetuximab solo o en combinacion con gemcita-

bine se han obtenido hallazgos similares.
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5. EGFRY RADIOTERAPIA

Hay varios estudios preclinicos que demuestran la relacion del EGFR y la
radioterapia:

1. Estudios que han demostrado relacion entre el nivel de expresion de EGFR
y la resistencia celular a radiacion ' ' 177,

2. Lineas celulares de cancer transfectadas con vectores de expresion de
EGFR son mas radioresistentes que lineas parentales'*® '® '°.

3. El grado de radioresistencia se correlaciona positivamente con la magnitud
de la sobreexpresion de EGFR'".

4. Al contrario, algunas lineas de células transfectadas con EGFR no presen-
tan mayor radioresistencia, indicando que la respuesta a la radiacion y la se-
nalizacion de EGFR dependen de muchos factores. Los niveles de EGFR y
estado de activacion pueden afectar a la supervivencia de células tumorales
durante la irradiacion, dado que la irradiacion induce la formacion de EGFR
y TGF-alfa''> ',

5. Ademas, la sobreexpresion EGFRVIII constitutivo también conduce a una
mayor radioresistencia''*. Se ha demostrado que la radiacion ionizante imita
la interaccion ligando-receptor induciendo la auto-fosforilacion de los domi-
nios intracelulares de EGFR independiente de ligando'"”. Como las células
tumorales activan la via intracelular mediada por Ras, generan un bucle sobre
EGFR mediante la produccion autocrina y paracrina de factor de crecimiento
epidérmico, TGF, y anfirregulina y ciclina D1. Esto se traduce en un aumento

de la actividad de proliferacion, y la repoblacion consiguiente puede contra-

rrestar los efectos de RT (Figura 10).
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Figura 10. Cascadas de seiializacién reguladas por EGFR: Representacion de erbBl
(EGFR) vias de senializacion que directa o indirectamente controlan la actividad de las pro-

teinas clave que regulan el crecimiento, la proliferacion y supervivencia celular tras radio-
terapia.

La expresion de EGFR se correlaciona con radioresistencia, muy probable-

mente debido a la reparacion de la rotura de la doble cadena de DNA''® 1"

18119 principal parametro para respuesta celular a la radioterapia'?® %!
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6. BLOQUEO EGFR Y RADIOTERAPIA

Como he explicado en el apartado anterior, uno de los mecanismos de radio-
resistencia es el aumento de la proliferacion que condiciona repoblacion dis-
minuyendo el efecto de la radioterapia. La proliferacion durante la radiotera-
pia se puede explicar por la autofosforilacion del dominio intracelular del
EGFR que provoca la radioterapia. Como consecuencia, en respuesta a la ra-
diacion ionizante, las células tumorales son capaces, a través de hiperactiva-
cion Ras desarrollar un bucle autocrino EGFR mediante la produccion de
forma autonoma de factor de crecimiento epidérmico, TGF, y anfirregulina.
Esto se traduce en un aumento de la actividad de proliferacion, y la consi-
guiente repoblacion puede contrarrestar los efectos de la RT. En este contexto
la inhibicién de la sefializacion de EGFR en combinacion con la radioterapia
es algo que se ha planteado durante los ultimos afios, como una estrategia para

incrementar el valor terapéutico (figura 11).
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Figura 11. Ilustracion de las sefales inhibitorias del EGFR y
modelos de interaccion con quimioterapia y radioterapia.
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Los resultados preclinicos proporcionan un fundamento para la inhibicion de

122

sefalizacion de EGFR durante radioterapia “~. Varios estudios in vitro de blo-

queo de EGFR han demostrado radiosensibilizacion'®. Esta radiosensibiliza-
cion se ha demostrado tras administracién de mAb anti-EGFR o TKIs'** '*>
126127 'E] bloqueo de EGFR mejora la apoptosis inducida por radiacién, lo

que sugiere un mecanismo de radiosensibilizacion mediada por EGFR'? 1%,

Los datos de modelos de xenoinjerto in vivo demuestran una interaccion po-
sitiva similar entre la inhibicion de sefializacién de EGFR e irradiacion'®
131132 'F] tratamiento de xenoinjertos de carcinoma de células escamosas con
cetuximab y radiacion provoca la regresion importante de tumores en ratones
atimicos a los 100 dias y una disminucion de tres veces el tumor en A431 con

cetuximab después de la exposicion a una fraccion de radiacion.

Resultados similares se han obtenido tanto para gefitinib y erlotinib. El trata-
miento de xenoinjertos cancer de cabeza y cuello con gefitinib o erlotinib mas
radiacion fue significativamente mas eficaz que cualquiera de las modalida-
des unicas, potencialmente refleja una mayor capacidad de reparacion del
ADN en tumores expuestos a inhibidores EGFR'**. Estos datos presentan evi-
dencia de que en modelos de tumores preclinicos seleccionados, la inhibicion
de senalizacion de EGFR interactua positivamente, y quizas sinérgicamente,

con la radiacion ionizante.
7. TUMORES DE RECTO
Epidemiologia

Incidencia y prevalencia

El cancer rectal es uno de los tumores mas frecuentes.
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La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) que es el
organismo especializado para el cancer de la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS), publico en 2012, GLOBOCAN 2012"*, son los datos mas ac-
tualizados a nivel mundial sobre incidencia, prevalencia (1,3 y 5 afios) y mor-
talidad por cancer de los 28 tipos mas frecuentes de 184 paises. GLOBOCAN
2012 ofrece una importante informacion sobre el cancer también en particular
para Espafia, considerando una poblacion de 46.771.000 habitantes, que ana-
lizé con detalle la SEOM en el informe de El Cancer en Espana 2014
(SEOM)™.

El cancer colorrectal en Espaiia es el tumor mas frecuente en 2012, siendo el
tercer tumor mas frecuente en hombres tras prostata y pulmon y el segundo
en mujeres tras cancer de mama. La incidencia en ambos sexos es de 15% de
entre todos los tumores, con un mortalidad por cancer de 14.3% y una pre-

valencia a 5 afios de 15,14%.

Factores de riesgo

Aproximadamente entre 5- 10% de los tumores colorrectales tienen una base
genética, entre el 1-2% tiene una herencia autosémica dominante. El riesgo
de cancer colorrectal aumenta con el diagnostico de adenomas colorrectales
o cancer colorrectal invasivo en familiares de primer grado. Aquellos con un
familiar de primer grado con cancer colorrectal tienen dos veces mayor riesgo

de desarrollar cancer de colon que la poblacion general.

La susceptibilidad genética al cancer colorrectal incluye sindromes heredita-
rios bien definidos, como el sindrome de Lynch (también conocido como can-
cer colorrectal hereditario no poliposis [HNPCC]) y la poliposis adenomatosa

familiar (PAF) .

Otros factores de riesgo para cancer colorrectal son'*®:
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- Enfermedad inflamatoria intestinal (es decir, colitis ulcerosa, enfer-
medad de Crohn).

- Tabaco.

- La Carne roja y procesada aumenta significativamente el riesgo de
cancer rectal (RR = 1,65 IC del 95% 1,05- 2,62), asi como el papel
protector de pescado, con un RR de 0,41 (IC del 95% 0,17-0,97).

- La diabetes mellitus.

- Poca actividad fisica.

- El sindrome metabdlico, la obesidad y el indice de masa / alta corporal
(IMC).

- El calcio y la ingesta de leche (> 250 g / dia de leche) pueden ser
protectores para el cancer rectal (RR = 0,80; 95% CI 0,66-0,96), asi
como para el cancer de colon.

- Algunas terapias médicas como AINE, Terapia hormonal sustitutiva,
0,83).

- El consumo de alcohol (de méas de 30 g / dia) se asocia con un riesgo
ligeramente mayor de cancer de recto (OR: 1,42; IC del 95%: 1,07-

1,88) y se asocia principalmente con la cerveza y el vino.

Anatomia del recto

El recto es la parte mas distal del intestino grueso. Se extiende desde el colon

sigmoide hasta el canal anal, por delante del sacro y el coccix.

Tiene una porcion inferior dilatada denominada ampolla rectal, que se sittia
inmediatamente por encima del diafragma pélvico. Tiene un recubrimiento
peritoneal en sus lados anterior, derecho e izquierdo en su tercio proximal;

solo anteriormente en su tercio medio, y no esta recubierto en su tercio distal

Tiene una mucosa y una capa circular que forma tres pliegues transversos

permanentes o valvulas de Houston, que parecen sujetar la masa fecal.
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Recibe irrigacion de las arterias rectales superior, media e inferior y de la

arteria sacra media.

La sangre venosa retorna al sistema de la vena porta hepatica a través de la
vena rectal superior y al sistema de la vena cava o sistémico por medio de las

venas rectales media e inferior.

Recibe fibras parasimpaticas a través del nervio esplacnico pélvico.
Anatomia patologica

El tipo histoldgico predominante en los tumores de recto es el adenocarci-
noma, supone el 90% de los canceres de recto. Otros tipos histologicos menos
frecuentes como son carcinomas epidermoides, leiomiosarcomas, tumores
carcinoides, melanomas y linfomas. Los adenocarcinomas se suelen subcla-
sificar en tres grados: bien, moderada y pobremente diferenciados; siendo los

adenocarcinomas moderadamente diferenciados los mas frecuentes.

La evaluacion patoldgica de la pieza quirargica de los tumores de recto debe
incluir: 1) tipo histologico; 2) el grado de diferenciacion ; 3) profundidad de
penetracion y extension a las estructuras adyacentes (T); 4) el nimero de gan-
glios linfaticos regionales evaluados; 5) el nimero de ganglios linfaticos re-
gionales positivos (N); 6) la presencia de metastasis a distancia a otros érga-
nos o otras localizaciones incluyendo los ganglios linfaticos no regionales
(M); 7) margenes proximal, distal y circunferencial (radial); 8) respuesta al
tratamiento neoadyuvante realizado; 9) presencia o no de invasion linfovas-
cular (LVI); 10) presencia o no de invasion perineural (PNI); y 11) el nimero

de tumores.
Diagnéstico y Estadio

El estadio clinico (cTNM) como en todos los tumores permite clasificar los

tumores en funcion del prondstico y tratamiento a seguir. Se utiliza el sistema
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TNM, que para la descripcion de la extension anatomica de la enfermedad se
basa en la evaluacion en la extension del tumor primario (T); la ausencia o
presencia de las metastasis linfaticas regionales (N) y la presencia o ausencia
de metastasis a distancia (M). Se siguen los criterios de la 7* edicién de la
American Joint Committee on Cancer (AJCC) y clasifica por estadios del

cancer de recto como se especifica en la siguiente Tabla 5 y Tabla 6.

Tabla 5: CANCER COLORRECTAL TNM 7° edicién

Tx: no puede evaluarse el tumor primario

TO: no evidencia de tumor primario

T1: tumor que invade la ldamina propia o la submucosa
T T2: tumor que invade la muscularis propia o subserosa

T3: tumor que atraviesa la serosa (grasa perirrectal)

T4: tumor que invade estructuras adyacentes

Nx: no pueden evaluarse ganglios linfaticos regionales
NO: no hay metastasis a los ganglios linfaticos regionales
N N1: metéstasis en 1 a 3 ganglios linfaticos regionales

N2: metastasis en >4 ganglios linfaticos regionales

Mx: no pueden evaluarse metastasis a distancia
M MO: no hay metastasis a distancia

M1: metastasis a distancia

Tabla 6: Clasificacion por Estadios

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio I T1-2 NO MO
Estadio I1A T3 NO MO

Estadio IIB T4 NO MO

Estadio IITA T1-2 N1 MO
Estadio II1IB T3-4 N1 MO
Estadio I11C Cualquier T N2 M0

Estadio IV Cualquier T N M1
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El estadio patologico (pTNM) es el resultado del examen anatomo-patoldgico
de la pieza quirurgica tras la cirugia. Debe incluir: histologia, grado de dife-
renciacion tumoral, el nimero de ganglios linfaticos extirpados, el nimero de
ganglios con metastasis, los margenes quirargicos (proximal, distal y radial)
en los tumores que se haya realizado tratamiento neoadyuvante el grado de
regresion tumoral. En estos casos, se anade el prefijo “y” (iatrogénico) al es-
tadio pTNM (ypTNM) para diferenciarlos de aquellos que han sido sometidos
directamente a reseccion quirtirgica sin ningun tipo de terapia neoadyuvante.
El estadio patolodgico es el factor prondstico mas importante en los pacientes
con cancer de recto y es de gran utilidad para hacer una estimacion de las

probabilidades de control de la enfermedad a largo plazo.
Respuesta a tratamiento preoperatorio y Prondéstico

En pacientes con cancer de recto tratados con terapia neadyuvante es impor-
tante la respuesta patologica al tratamiento. La maxima respuesta es la res-
puesta completa patoldgica (pCR; ypTONO), que significa que la pieza qui-
rurgica no presenta células tumorales viables. En caso del recto la respuesta

completa patoldgica supone entre el 10 al 25% de los pacientes.

En el otro extremo esta la progresion tumoral y entre ambas situaciones dife-
rentes grados de regresion pasando por la no repuesta. La respuesta al trata-
miento preoperatorio es un factor pronostico importante en cancer de recto.
La respuesta completa patologica se asocia con una supervivencia del 90%.
Para interpretar esta informacion hay que considerar, sin embargo, el tipo de
definicidn de respuesta utilizada: TNM (ypRC, residuo microscépico, downs-
taging), o criterios de regresion. La utilizacion de ypRC representa un binario
"todo o nada". Hay cuatro escalas para definir la TRG que las represento en

la siguiente Tabla 7.
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Tabla 7. Sistemas de grado de regresion tumoral TRG)

Score Dworak, (score 0—4) ¥’ AJCC (score 0-3)"* Mandard et al. (score 1-5)'”  Memorial Sloan Kettering
CC (score 1-3)"
TRG 0 Minima respuesta del tumor al No células tumor residuales - -
tratamiento

TRG 1 Fibrosis en <25 % del tumor Unico o pequefio grupo de cé- No células tumorales resi- No tumor residual 86-99 %
lulas duales

TRG 2 Fibrosis en 25-50 % del tumor Tumor y fibrosis respuesta Células tumorales excepcio- Respuesta tumoral: 86-99 %

nales

TRG 3 Fibrosis en >50 % del tumor Minima respuesta del tumoral  Fibrosis>tumor residual Respuesta tumoral: <85 %
tratamiento

TRG 4 No células tumorales residuales - Tumor Residual >fibrosis -

TRG 5 - - Minima respuesta del tu- -

mor al tratamiento

Dworak et al. clasifican el grado de regresion en 5 grupos de la siguiente
manera, grado 0: no regresion; grado 1: regresion menor (masa tumoral do-
minante con fibrosis menor del 25%); grado 2: regresidon moderada (masa
tumoral dominante con fibrosis entre el 26% al 50%); grado 3: regresion
buena (predominio de la fibrosis, mayor del 50% de regresion tumoral); grado
4: regresion total (sin células tumorales, solo masa fibrosa). Se publico el
impacto del grado de regresion tumoral (TRG) y la correlacion para esta-
blecer factores pronosticos en pacientes con cancer de recto tratados con ra-
dio-quimioterapia preoperatoria'*’. Para ello se utilizaron las muestras qui-
rargicas de 385 pacientes tratados dentro del brazo de quimio-radioterapia
preoperatoria del ensayo CAO /ARO /AIO-94 ( 50,4 Gy con fluorouracilo la
primera y quinta semana de la radioterapia y cirugia a las 6 semanas a partir
del fin de la radioterapia). Se evalu6 el grado de regresion tumoral segin la
cantidad de tumor viable en comparacion con la fibrosis, que van desde TRG
4 cuando no se detectaron células tumorales viables, a TRG 0 sin respuesta,
ausencia de fibrosis estaba completamente ausente. TRG 3 de regresion se
defini6 como fibrosis en mas del 50% con fibrosis superando la masa tumoral,
TRG 2 se defini6 como la regresion de menos de 50%, y TRG 1 se define
basicamente como una masa tumoral morfologicamente inalterada. Se encon-

tr6 TRG 4, 3, 2, 1, 0 en 10,4%, 52,2%, 13,8%, 15,3% y 8,3% de los especi-
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menes resecados, respectivamente. La supervivencia a cinco afos libre de en-
fermedad (DFS), después de la quimio-radioterapia neadyuvante y la resec-
cion curativa fue 86% para TRG 4, 75% para TRG agrupados 2 + 3, y 63%
para los agrupados TRG 0 + 1 (P = 0,006). En el analisis multivariado, los
factores pronosticos independientes mas importantes para DFS fueron, la T
patologica y el estado ganglionar después de la quimio-radioterapia preope-
ratoria. En resumen, en este ultimo articulo Rodel agrupa los 5 puntos del
sistema TRG en tres grupos que incluyen: Regresion completa (TRG 4), Re-
gresion intermedia (TRG 2 and 3), Regresion pobre (TRG 0 and 1). La regre-
sion tumoral completa e intermedia se asociaron con un mejor resultado a
largo plazo en pacientes con carcinoma rectal después de radioquimioterapia
preoperatoria independiente de los parametros clinico-patoldgicas. Estos re-

sultados se mantienen con seguimiento mas largo (tasas DFS a 10 afios

para pacientes con TRG 4,2 - 3,00 -1 1 fueron 90, 74, y 63 %, respec-
142

tivamente) .
Esta definida una relacion entre la respuesta al tratamiento y la escala TRG (

Tabla 8)

Tabla 8. Relacion entre la respuesta al tratamiento y la escala TRG

TRG Dworak (Tumor Respuesta al tratamiento
Regression Grade)

TRG 4 RC

TRG 3 RP MAYOR
TRG 2 RP

TRG 1 RP MENOR
TRG 0 ESTABLE

Segun la ncen Version 3.2015 (18/06/15) la respuesta tumoral al tratamiento
neadyuvante debe ser gradada en una escala de 0 (Respuesta completa — no
células tumorales viables observadas) a 3 (mala respuesta— minimas o no c¢-

lulas muertas; enfermedad tumoral extensa)'* '** 14>,
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Tabla 9. Colorectal cancer tumor regression grade. AJCC Cancer
Staging Manual, 7° Edition (2010) published by Springer NY, Inc.

Description Tumor regression grade
No viable cancer cells 0 (complete response)
Single cells or small groups of cancer cells 1 (moderate response)
Residual cancer outgrown by fibrosis 2 (minimal response)
Minimal or no tumor kill; extensive residual 3 (poor response)

cancer

Actualmente hay diferentes sistemas de TRG en uso con dos grandes diferen-
cias: los que tienen en cuenta la presencia de tumor residual y los que consi-
deran el tumor residual junto con la presencia de lo que sustituye al tumor
(fibrosis, inflamacion, grasa, necrosis.). Los rangos van de 3 a 5. Minsky pu-
blica un analisis '*® entre los diferentes sistemas y concluye que el Sistema

mas fiable es el de la AJCC y deberia ser considerado el estandar.

Un importante punto es que los scores de TRG no tiene encuentra la afecta-
cion de los ganglios. La correlacion entre los diferentes valores de TRG y la

incidencia de ganglios positivos es un area de investigacion'®’ .
Neoplasia de recto localizado, estadio precoz. Estadio |

El estadio inicial en cancer de recto se considera a aquellos tumores limitados
a la pared rectal, es decir tumores (c /pT1-2 NO MO). Representan el 3-5% de
las neoplasias de recto. Incluyen tumores pequefios moéviles, exofiticos, sin
factores patologicos adversos como pueden ser el alto grado, invasion vascu-
lar o linfatica, la histologia coloidal, o la infiltracion del tumor través de la
pared intestinal. Son tumores que pueden ser tratados adecuadamente con tra-

tamiento local.
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En pacientes bien seleccionados es decir, aquellos con tumores bien diferen-
ciados, tumores T1, afectacion <40% de la circunferencia, sin invasion lin-
fovascular, si la tnica opcion es la reseccion abdominoperineal (APR), se

puede plantear la escision local como una alternativa'®®.
Estadio intermedio (estadio ll-lll resecables)

Son los tumores localmente avanzados de recto, es decir tumores con exten-
sion mas alla de la muscularis propia (>T3, sin invadir 6rganos vecinos) y / o
aquellos con evidencia clinica o patoldgica de metastasis ganglionares; en es-
tos tumores el tratamiento es la cirugia, la escision total del mesorrecto (TME)
en un contexto de tratamientos multidisciplinares de quimioterapia y/o radio-
terapia neadyuvante/ adyuvante. Son tumores de recto localizados por debajo
de la reflexion peritoneal. Esto se refiere a tumores a 12-14 cm del margen
anal. Todo tumor localizado a mas de esta distancia, sigue el tratamiento de

los tumores de coldn.

En cuanto a la posibilidad de que los tumores T3NO no se consideran candi-
datos a tratamiento neadyuvante hay que tener en cuenta que el diagndstico
de ganglios positivos en pacientes con cancer de recto localmente avanzado
tiene cierto grado de dificultad. La mayoria de los ganglios linfaticos afectos
por neoplasia de recto son menores de 1 cm y por los medios diagndsticos
habituales como son la resonancia magnética o la ecografia transrectal (EUS)
son considerados NO. Segun los resultados de un estudio multicéntrico retros-
pectivo ', el 22% de los 188 pacientes analizados con neoplasia de recto que
se clasificaron con resonancia magnética endorrectal como T3NO tenian gan-
glios linfaticos positivos en el andlisis patoldgico de la pieza quirargica tras
tratamiento preoperatorio, lo que sugiere que muchos pacientes estan infraes-
tadiados. Por lo tanto, las guias recomiendan radio-quimioterapia preoperato-

ria para los pacientes con enfermedad T3NO.
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Otra indicacion de tratamiento multidisciplinar es cuando en el estudio de
.y . iy 150 . iy
extension se observa invasion del mesorrecto ~ . La invasion del mesorrecto

es un factor predictivo de enfermedad residual en el margen radial tras ciru-

. 151
gia”.

La quimio- radioterapia neadyuvante es mas eficaz que la terapia adyuvante
en la reduccion de la recurrencia local y en la minimizacion de la toxicidad'>*.
Se asocia con downstaging tumoral, mayor tasa de respuesta completa pato-
logica (pRC), estadios pT y pN menos avanzado, menor afectacién venosa y
perineural, o invasion linfatica y aumento de la resecabilidad del tumor'*. El
analisis multivariado confirm6 que la respuesta al tratamiento neoadyuvante
fue predictivo de mejor supervivencia global en pacientes con cancer de recto
localmente avanzado'™* '*°. La pregunta de si el downstaging tumoral tras
quimio-radioterapia neoadyuvante aumenta la posibilidad de la cirugia con-
servadora del esfinter es compleja'*®. En este estudio se analizaron un total de
17 ensayos aleatorios, para responder a la pregunta de si el tratamiento neoad-
yuvante en el cancer rectal es capaz de aumentar la conservacion del esfinter.
Los autores concluyeron que el andlisis de los mas recientes y grandes ensa-
yos fases III no apoya esta hipdtesis. No hay datos de la progresion de la
enfermedad durante el tratamiento en los grandes ensayos de fase III neoad-

yuvante.

Papel de la radioterapia en estadio intermedio o localmente avan-

zado de neoplasia de recto

En el estadio localmente avanzado del cancer de recto hay dos enfoques de
tratamiento. El primer enfoque es el tratamiento preoperatorio, radioterapia o
quimio- radioterapia, seguida de cirugia y posterior valoracién de quimiote-
rapia adyuvante. El segundo es la cirugia inicial seguida de tratamiento adyu-
vante de radioterapia y quimioterapia concomitante si el tumor es pT3-4y /o

N1-2 17,
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Hay 4 metaanalisis %1% 16!

sobre el papel de la radioterapia (quimio)
neadyuvante vs adyuvante cuyos resultados son parcialmente contradictorios.
Todos ellos demuestran una disminucién en la tasa de recurrencia local. El

analisis por Camma et al. '®

y el del Grupo Colaborativo de cancer Colorrec-
tal ' demuestran una ventaja de supervivencia, mientras que el analisis rea-
lizado por Munro y Bentley '®no lo hizo. El Consejo Sueco de Evaluacion
de Tecnologias en Salud (SBU) realiz6 una revision sistematica de ensayos
de radioterapia'®' que demostré que la radioterapia preoperatoria a dosis ade-

cuada mejoraba la supervivencia en un 10%.
Timing de la cirugia tras neadyuvancia

El intervalo de tiempo Optimo entre finalizacion de la radioterapia y la cirugia
en cancer de recto es desconocido. A mayor tiempo entre el fin de la radiote-

162

rapia y la cirugia, mayor downstaging y respuesta completa *~. Tradicional-

152 .
este intervalo

mente, en base al intervalos utilizado por el estudio aleman
ha sido seis semanas (12 semanas desde el inicio de la radioterapia hasta la

cirugia).

Sin embargo, los datos de un estudio que intenta determinar el tiempo de re-
duccion a la mitad de volumen obtenido tras quimioradioterapia en tumores
de recto para obtener el tiempo ideal entre el inicio de la radioterapia y la
cirugia163 observa que un tumor de tamafio 54 cm’ requiere un intervalo de
20 semanas después del inicio del tratamiento a la cirugia para disminuir a
<0,1 cm’ (10 veces el volumen-reducir a la mitad: 140 dias). Estos resultados

sugieren que retrasar la cirugia mas de seis semanas puede ser beneficioso.

e . 164
Un metaanalisis

de 13 estudios no controlados (principalmente series re-
trospectivas, un total de 3584 pacientes) concluy6 que esperar mas de ocho

semanas desde el final de la quimio- radioterapia preoperatoria hasta la ciru-
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gia: Aumenta la tasa de respuestas completas patoldgicas en un 6%; sin dife-
rencias en la tasas de complicaciones y no habia evidencia en los resultados
oncologicos (el porcentaje de resecciones completas [RO], DFS o la supervi-

vencia global).

- En el ensayo de Lyon 90-01 ' los pacientes con tumores de recto medio y
bajo, T2-3 fueron aleatorizados a realizar radioterapia neoadyuvante (39 Gy
en 13 fracciones de 3 Gy), seguido de intervalo corto (a las 2 semanas) y
intervalo largo (6 -8 semanas) de la cirugia. Se demostré que en el brazo de
intervalo largo tuvo mejor respuesta tumoral (72% frente a 53%) y downsta-
ging (26% frente a 10%) que el intervalo corto. En cuanto a la preservacion
del esfinter fue mayor en el grupo de intervalo largo (76% frente a 68%) aun-
que la diferencia no fue estadisticamente significativa. No hubo diferencia
significativa en OS a 3 afos (81% frente a 73%), la recurrencia local (10,3%
frente a 9,9%), la mortalidad postoperatoria temprana (3 frente a 4%), o la
morbilidad (18 frente a 17%). Sin embargo, la dosis y el fraccionamiento de
radioterapia utilizado difiere sustancialmente del esquema tipicamente utili-

zados en la quimio-radioterapia neoadyuvante.

- Actualmente hay un ensayo multicéntrico en marcha (Stockholm III trial),
que esta en fase de reclutamiento de pacientes para responder esta pregunta.

En 2010 se publico un analisis interino'®®

de 303 pacientes reclutados hasta
ese momento. Se aletoriza a radioterapia esquema corto (5 x 5 Gy) y posterior
cirugia a la semana (grupo 1), esquema corto y cirugia a las 4-8 semanas
grupo 2) o radioterapia esquema largo (25 x 2 Gy) y cirugia a las 4-8 semanas
(grupo 3). La toxicidad aguda grave fue baja, con independencia de fraccio-
namiento. El grupo de pacientes que realizaron radioterapia esquema corto
con cirugia a los 11- 17 dias después del fin de la RT tubo una mayor tasa de

complicaciones. Estos resultados indican que la cirugia tras radioterapia con

esquema corto se debe realizar inmediatamente, en un plazo aproximado de
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5 dias después de la tltima fracciéon de RT, o retrasarse durante mas de 4

s€manas.

- El estudio francés con un seguimiento mas largo (6 afios)'®’ realizar la ciru-
gia tras 5-6 semanas de finalizar la radioterapia aumenta la respuesta (downs-
taging) y puede mejorar la viabilidad de la cirugia conservadora de esfinter
sin empeorar la mortalidad, la morbilidad, la recidiva local, la supervivencia

ni el status funcional.
Esquemas de radioterapia preoperatoria

En el tratamiento de radioterapia neadyuvante para el cancer de recto reseca-
ble hay dos tipos de esquemas aceptados como estandar: el esquema corto (5
sesiones de 5 Gy) seguido de cirugia inmediata y el esquema largo combi-
nado con cirugia tardia (dosis de radiacion convencionales de 1,8 a 2 Gy por

fraccion, 5-6 semanas, para una dosis total de 45 a 50,4 Gy).
Radioterapia preoperatoria esquema corto vs cirugia sola.

Hay tres ensayos fase III (the Swedish Rectal Cancer Trial, the Dutch Trial,
y el MRC trial) que han demostrado un mejor control local en pacientes con
cancer de recto que recibieron radioterapia esquema preoperatoria seguido de
cirugia versus cirugia sola, aunque s6lo uno demuestra beneficio en la super-

vivencia (Swedish Rectal Cancer Trial).

- El estudio sueco'® randomizé 1.168 pacientes a radioterapia esquema corto
25 Gy, administrado en cinco fracciones en una semana, seguida de cirugia
versus cirugia sola. Con un seguimiento de cinco afios, el grupo de radiotera-
pia sola se asoci6 con mejora significativa tanto en el control local (89%

frente a 73%) como en la supervivencia global (58% vs 48%). Con un segui-
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miento mas largo, los pacientes irradiados presentaron mayor niamero de in-
gresos hospitalarios por trastornos GI (obstruccion intestinal, dolor abdomi-
nal) de dos a cuatro veces mayor en los pacientes irradiados.

- El ensayo MRC/NCIC'®

randomiza 1.350 pacientes afectos de neoplasia
de recto, en estadio I a III resecables, a radioterapia preoperatoria corta (25
Gy en cinco fracciones durante una semana) vs cirugia sola. En el grupo con-
trol, si la pieza quirurgica presentaba margen radial positivos se administraba
quimio-radioterapia postoperatoria (45 Gy con infusion concomitante 5-FU).
Ambos grupos realizaron quimioterapia postoperatoria si tenian margenes
afectos (radial) y / o ganglios positivos. Con una mediana de seguimiento de
cuatro afios, la tasa de recidiva local fue significativamente menor en el grupo
de radioterapia preoperatoria (4,4% frente a 11%). En los pacientes con ciru-
gia TME (596 pacientes)170 la tasa de recidiva local fue 1% frente al 6%. La
supervivencia libre de enfermedad a 3 afios fue significativamente mejor en
el grupo que recibi6 radioterapia preoperatoria (78% frente a 72 %, respecti-
vamente), pero no hubo diferencias en la supervivencia global (80% vs. 79%).

Un posterior analisis de la calidad de vida'”!

demostro que el grupo de radio-
terapia preoperatoria presentaba mayor disfuncion sexual, diferencia que fue
estadisticamente significativa a los seis meses que aquellos tratados con ciru-
gia solay que la diferencia persistio hasta dos afios. Las criticas de este ensayo
son que 315 pacientes eran estadios I y que la mitad de los pacientes no se

realizo exéresis mesorrectal total.

- El tercer estudio randomizado '”* fue el Dutch trial que incluyo 1861 pa-
cientes con neoplasia de recto resecable randomizados a solo TME vs. radio-
terapia preoperatoria esquema corto (25 Gy en 5 fracciones) seguido de TME.
El grupo de radioterapia preoperatoria se asocio con mejor tasa de control
local a 5 afios comparada con TME (5.6 versus 10.9 %) sin diferencias en la

supervivencia a 5 afios (64% en ambos grupos). Globalmente ambos grupos
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tuvieron la misma tasa de complicaciones intraoperatorias y postoperatorias.
El grupo de radioterapia presento mas problemas de herida quirtrgica que el
de cirugia solo (29%vs. 18%)173. Hubo también mayor disfuncion sexual y
recuperacion mas lenta de la funcion intestinal en el grupo de radioterapia
frente al de cirugia sola. Con un seguimiento mas largo174 mas incontinencia

fecal (62% versus 38%), rectorragias (11% versus 3%).

El consenso europeo publicado en el Acta Oncoldgica 2010'” acuerda que
el esquema corto de radioterapia preoperatoria en cancer de recto localmente
avanzado reduce el riesgo de recidiva local. La reduccion del riesgo relativo
puede ser mayor en cuanto menor es el riesgo absoluto de fallo local. El
mayor beneficio absoluto se observa en pacientes con diseminacion extramu-

ral y con enfermedad ganglionar.

Después de la estandarizacion de la cirugia TME (conservacion del meso-
rrecto) el unico ensayo aleatorizado que compara esquema corto de radiote-
rapia'’® no demuestra beneficio en la supervivencia global. La reduccion en
la tasa de control local en la mayoria de los tumores intermedios después de
la estandarizacion de TME son demasiado pequeiios como para traducirse en
un beneficio de supervivencia global con independencia de la modalidad de
radioterapia utilizada. Sin embargo los estudios basados en la poblacion'”’
han demostrado que desde la normalizacion de la cirugia del cancer de recto
con TME vy la aplicacion de la radioterapia preoperatoria se ha producido un

beneficio en la supervivencia.

Los ensayos aleatorios que comparan este enfoque con esquema largo de qui-
mio- radioterapia han llegado a la conclusion de que las tasas de recurrencia
local (al menos para los tumores no distales), DFS, la recurrencia distal, la
supervivencia global y la toxicidad tardia grave no fueron significativamente

diferentes.
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Sin embargo, en muchas instituciones, se sigue utilizando el esquema largo
con quimioterapia neadyuvante dejando los esquemas cortos en pacientes se-
leccionados, con enfermedad metastéasica para reducir al minimo el tiempo

hasta el inicio de terapia sistémica

Radioterapia preoperatoria esquema largo.

El analisis de los ensayos randomizados que comparan la radioterapia preope-
ratoria vs cirugia sola han demostrado que el tratamiento combinado a dosis
biologicamente efectivas superiores a 30 Gy reduce el riesgo relativo de fra-
caso local. Sin embargo, estos analisis no incluyen sélo pacientes con es-
quema radioterapia largo y la mayoria de los pacientes en los ensayos reci-
bi 158, 159, 160, 161 Y

ieron esquema corto . Desde la estandarizaciéon de TME no ha
habido ningun ensayo aleatorizado que compare radioterapia preoperatoria

esquema largo vs cirugia sola.

Papel de radio- quimioterapia preoperatoria esquema largo.

Hay dos estudios randomizados publicados que comparan el esquema de ra-
dioterapia corto sueco con quimio-radioterapia concomitante preoperatoria

con fraccionamiento estandar:

- El ensayo Polaco'”® randomiza 316 pacientes con tumores de recto T3 /4 a
radioterapia neoadyuvante corta (5 x 5 fracciones Gy) seguida de TME a los
7 dias tras finalizar la radioterapia con radioterapia neoadyuvante esquema
largo (fraccionamiento convencional 50,4 Gy con 5-FU en bolus y LV du-
rante las semanas 1 y 5) seguido de TME a las 4-6 semanas. La tasa de pCR
fue significativamente mayor en el grupo de radio-quimioterapia convencio-
nal (16% vs 1%) y habia menos casos de margen radial positivo (4% vs 13%),

sin embargo a pesar de que el brazo de quimio-radioterapia preoperatoria pre-
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sento una disminucion significativa del estadio esto no se tradujo en una ma-
yor tasa de preservacion del esfinter, la tasa de preservacion del esfinter en
ambos grupos fue comparable (58% y 61% , respectivamente), ni en la tasa

de recurrencia local (9% vs 14%) ni en DFS (58% vs 56%).

La toxicidad aguda grado 3/4 fue mayor en el grupo de quimio- radioterapia
(18% vs 3%). La toxicidad postoperatoria fue similar en ambos grupos
(28,3% vs. 27%). No hubo diferencias significativas en la toxicidad tardia

grave (10% vs 7%).

El 98% de los pacientes que reciben esquema corto completaron el trata-
miento prescrito en comparacion con solo el 69,2% de los pacientes que reci-

bieron quimio-radioterapia larga .

- El segundo estudio randomizado Trans-Tasman Radiation Oncology Group
01.04 trial, randomizo6 326 pacientes a esquema corto de radioterapia (5 x 5
fracciones Gy) versus quimio-radioterapia convencional a fraccionamiento
estandar (50,4 Gy con infusién concomitante 5-FU) . Los pacientes del
brazo de esquema corto realizaron seis ciclos de quimioterapia adyuvante
postquirargica, mientras que los del grupo de quimio-radioterapia fracciona-
miento convencional recibid cuatro ciclos. La tasa de RCp fue mayor en es-
quema largo (15% vs 1%), no hubo diferencias en las tasas de margen radial
positivo o en la preservacion del esfinter. Con una mediana de seguimiento
de seis afios, los pacientes que recibieron esquema largo de quimio-radiotera-
pia tenian una tasa de recidiva local acumulada a 5 afios de 2% menor (5,7 vs
7,5%); ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa. Tam-
poco hubo diferencias significativas en las tasas de recurrencia a distancia,
en la supervivencia libre de recidiva, ni supervivencia global, o toxicidad tar-
dia grado 3 o 4. Un sub-analisis de 79 pacientes con tumores distales revelo
una incidencia acumulada de recidiva local del 12,5% para el esquema corto

y 0% para el esquema largo de quimio-radioterapia.
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En conclusion, los dos estudios randomizados demuestran que la radioterapia
preoperatoria esquema largo en pacientes con cancer de recto etapa interme-
dia, cuando se afiade quimioterapia basada en 5-FU a la radioterapia mejora
los resultados. Se observo una disminucion estadisticamente significativa en
la recurrencia local en los que recibieron quimioterapia, asi como una mayor
tasa de RCp. No hubo beneficio en supervivencia global a cinco afios al afiadir

quimioterapia a la radioterapia preoperatoria.

Como se ha comentado previamente, desde la estandarizacion del TME, no
ha habido ninglin ensayo aleatorio que compara el esquema de radioquimio-
terapia preoperatoria largo con cirugia. Si que hay dos ensayos randomizados
que comparan la RT corta preoperatoria con el esquema largo de radioterapia
y quimioterapia'®" ', Ninguno de los ensayos, ha demostrado diferencias en
cuanto a la tasa de recidiva local, supervivencia libre de enfermedad, la su-
pervivencia global y la toxicidad tardia. La toxicidad aguda fue menor en los

grupos de radioterapia preoperatoria corta.

Actualmente, como se ha comentado previamente, esta en marcha el ensayo
de Estocolmo III'**que dar4 respuesta a esta pregunta. Es un estudio rando-
mizado fase Il que compara radioterapia esquema corto seguido de cirugia
inmediata, radioterapia esquema corto con cirugia a las cuatro a ocho semanas
o radioterapia esquema largo con cirugia cirugia a las cuatro a ocho semanas.
Una publicacién preliminar'™®* de 585 pacientes randomizados sugiere que es-
quema de radioterapia corta seguida de cirugia inmediata se asocia con un
menor contaje de leucocitos y mayor riesgo de complicaciones postoperato-

rias en comparacion con los otros dos grupos.
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El papel de la quimioterapia adyuvante tras radioterapia o radio-

quimioterapia preoperatoria

No hay evidencia suficiente sobre el beneficio de la quimioterapia postopera-
toria adyuvante después de la radioterapia o quimio- radioterapia preoperato-
ria para llegar a un consenso sobre el uso de la quimioterapia adyuvante. Va-
rios ensayos clinicos que han abordado el uso de quimioterapia adyuvante en
pacientes con adenocarcinoma recto tratados con terapia neoadyuvante no
han demostrado un claro beneficio para su uso. Un metaanalisis reciente-
mente publicado ha evaluado 1.200 pacientes de 4 ensayos aleatorios que es-
tudiaron el papel de la quimioterapia adyuvante en pacientes con cancer de
recto que se habian sometido radiacion preoperatoria o quimiorradiotera-
pia'®. Sélo 1 de los estudios, lo que contribuy6 el menor nimero de pacientes
para el analisis, incorporada oxaliplatino en el régimen de quimioterapia ad-
yuvante. La quimioterapia adyuvante no produjo ninguna mejoria estadisti-
camente significativa en el control de la enfermedad a distancia o superviven-
cia libre de enfermedad ni supervivencia general. Hubo una tendencia de me-
jor supervivencia libre de enfermedad con el uso de la quimioterapia adyu-

vante solo en los tumores altos (tumores a 10 - 15 cm del margen anal).

Hoy en dia los investigadores contintian extrapolando los datos en el cancer
de colon, diferentes guias de consenso tienen diferentes recomendaciones so-
bre el papel de la quimioterapia adyuvante en pacientes con cancer de recto
(por ejemplo, las directrices de la Red Nacional Integral del Cancer y el se-

gundo informe europeo rectal Conferencia de Consenso de cancer).
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8. EGFRY TUMORES RECTO
Expresion del EGFR en tumores de recto y valor pronéstico'®

Esta demostrado que el EGFR puede jugar un papel en la tumorogénesis co-
lorrectal. Los datos preclinicos nos sugieren que los niveles de expresion de
ARNm de EGFR y los niveles de EGF son mas altos en las areas del tumor
colorrectal que en la mucosa circundante™’. En los modelos experimentales
de cancer de colon, la expresion de TGF-a y la activacion de EGFR permiten
un aumento del crecimiento de células tumorales y la supervivencia. Por otra
parte, en estudios animales, los ratones tratados con inhibidores EGFR y ra-
tones deficientes en tirosina quinasa desarrollan menos polipos colorrectales
en comparacion con los ratones no tratados y wild-type, respectivamente, tras
administracion de agentes inductores de cancer de colon. En cancer colorrec-

tal, EGFR esta también asociado a desarrollo tumoral y progresion.

La expresion de EGFR en las células tumorales de la neoplasia de recto es
mayor que su expresion en los tejidos vecinos. Los niveles de expresion pu-
blicados varian de unos estudios a otros. Esto es debido a los métodos utili-
zados para detectar la expresion del receptor. Los estudios que utilizan técni-
cas de uniodn a ligandos, métodos de blotting o métodos moleculares, tiene
normalmente niveles de expresion mas altos que cuando se utilizan técnicas
de inmunohistoquimica'®. En los estudios de inmunohistoquimica la expre-

sion varia entre el 50 y 80% ' 1% L1215 (1ap14 10).
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Tabla 10. Expresion de la familia de erbB en cancer colorrectal
Aumento expresion com- Rango de expresion publi-
parado con tejido normal cado (%)

EGFR SI 50-80
erbB2 SI 26- 90
erbB3 SI 55- 89
erbB4 No examinado No disponible
EGFRvVIII No examinado No disponible

La amplificacion de EGFR se correlaciona con la sobreexpresion de EGFR
pero no la predice de manera fiable'”*. Las mutaciones en el gen EGFR son
poco frecuentes en el cancer colorrectal, se producen regularmente en otros

tipos de tumores, como el cancer de pulmoén .

La expresion de EGFR en cancer colorrectal, se asocia normalmente a esta-
dios mas avanzados de la enfermedad , tumores de mas alto grado y tumores
con invasion linfovascular'® '**. Sin embargo, esto no esta claro del todo ya
que hay otros estudios que no han demostrado una asociacion entre expresion
de EGFR y estadio o supervivencia en cancer de colorrectal (Yasui et al,
1988; Moorghen et al, 1990; Koenders et al, 1992; Saeki et al, 1995; McKay
et al, 2002).

Niveles altos de expresion de EGFR se ha correlacionado con peores tasas de
respuesta en pacientes con neoplasia localmente avanzada de recto tratada
con radioterapia preoperatoria y sugieren que la sobreexpresion de EGFR esta
asociada a enfermedad mas avanzada, aumento de la habilidad de metastasis

y peor prondstico'”’.

La expresion de EGFR en cancer colorrectal ha sido valorado por Nicholson™

como una influencia pronostica moderada, hasta la actualidad esto atn no ha
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sido investigado por mas metaanalisis. El papel pronostico de EGFR en tu-
mores de recto es actualmente controvertido con varios estudios recientes que
la expresion no impacta en la supervivencia frente a otros que han encontrado

que si lo hace.
Interpretacién de los resultados

La expresion del EGFR no es homogénea dentro de las células del tumor'*®
199.200 para su interpretacion se ha utilizado el scoring system publicado por
Goldstein'™, en su estudio analiza 102 pacientes con adenocarcinoma colo-
rrectal. E1 75,5% de los casos de adenocarcinoma tenia reactividad EGFR;
31,4% de los tumores tenian reactividad 3 en 10-50% de las células neoplasi-
cas 'y 3.9% reactividad 3 en 50% de las células. La expresion y los resultados
para carcinoma colorrectal se define como se muestra en la Tabla 11. Tiene en

cuenta el porcentaje de células que expresan y la intensidad con que lo hacen.

Tabla 11. Resultados de Goldstein de la intensidad de inmunorreactividad de EGFR

Proporcion de casos con reactividad (%)

Extension de células reactivas (%) 1+ 2+ 3+
0-10 353 29.4 24.5
10-50 333 42.1 314
>50 0 0 2.9

Definicion: 1+: tincion leve; 2+: tincion moderada; 3+: tincion fuerte

Mutacion EGFRUVIII del receptor

La mutacion del receptor se presenta en varios tumores humanos como mama,
pulmoén, ovario y gliomas y esta asociada con tumorogénesis. Dicho gen en
raras ocasiones esta mutado en cancer colorrectal. De acuerdo con la Cosmic
database on somatic mutations in cancer, menos del 1% de los carcinomas
colorrectales presentan mutacion. Hasta la fecha la expresion de EGFRVIII

no ha siso descrita en cancer colorrectal.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS
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PRIMER Y SEGUNDO ESTUDIO

6.

EGFR esta sobreexpresado en muchos tumores humanos.

EGFR y otros receptores del familia erbB y la union a sus ligandos en
tumores implica la activacion de sefales de transcripcion que tienen un
papel fundamental en la progresion tumoral (proliferacion tumoral), dis-
minuye la apoptosis y aumenta reparacion DNA.

La inhibicion del EGFR in vitro e in vivo con radioterapia ha supuesto la
inhibicién de la proliferacion tumoral y la mayor respuesta a radioterapia.
La radioterapia puede activar el EGFR y otros receptores tirosin quinasa.
La radioterapia sobre las células tumorales puede inducir un incremento
de la proliferacion celular, disminuye la apoptosis y aumenta reparacion
DNA. Expresion de EGFR como mecanismo de radioresistencia.

Asociacion de la expresion de EGFR a mal pronostico en varios tumores

Todo ello unido a:

7. Posibilidad de determinacién del EGFR en tumor, realizacion de trata-
miento preoperatorio en cancer de recto y posterior valoracion de res-
puesta en funcion de la anatomia patoldgica de la pieza

Me planteo:

8. Posibilidad de desarrollar determinaciones inmunohistoquimicas de
EGFR que permitan seleccionar pacientes mas radio-resistentes que se
puedan beneficiar de la estrategias mas agresivas a nivel local.

9. Mejorar el pronostico de la radioterapia en tumores de recto afiadiendo

anticuerpos contra dichos receptores que disminuyan la repoblacion tu-
moral (mecanismos de resistencia a la radioterapia) mejorando la res-

puesta a la misma.
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TERCER ESTUDIO

Se ha demostrado recientemente que en tumores localmente avanzado de
recto tras tratamiento con cirugia TME se consiguen buenos resultados de
control local (7,1% a 10 afios) pero sigue presentando una alta tasa de metés-

tasis a distancia (30%)*>.

Esta situacion haria pensar que la quimioterapia adyuvante, al igual que en el
cancer de coldn, podria disminuir las metastasis pero esto no se ha demos-

trado.

Me planteo en nuestra serie, si un seguimiento mas largo (10 afios), la expre-
sion de EGFR impacta en el pronostico como objetivo principal. (Supervi-

vencia libre de enfermedad y supervivencia local).

Si la expresion de EGFR afecta la tasa de respuestas completas a la radiote-
rapia preoperatoria y al pronostico, si también ocurre con el grado de regre-

sion tumoral.



OBJETIVOS
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A partir de la hipotesis previamente descrita nos proponemos los siguientes

objetivo:

PRIMER ESTUDIO

OBJETIVO PRIMARIO

. Estudio para valorar si la sobreexpresion de EGFR en tumores de

recto es un predictor de respuesta a la radioterapia preoperatoria con
0 sin quimioterapia en pacientes tratados en un centro (anexo: publi-

cacion en 2002).

OBJETIVOS SECUNDARIOS

l.

Describir los niveles de expresion de EGFR en céncer de recto, en las
biopsias diagndsticas previas al tratamiento como en la piezas quirur-
gicas tras radioterapia y cirugia.

Determinacion de posibles factores predictores de respuesta completa

patologica.

Ver si existe correlacion entre expresion de EGFR y los indicadores

pronosticos clinicos conocidos (T, N, M, grado de diferenciacion...)

SEGUNDO ESTUDIO

OBJETIVO PRIMARIO

l.

Estudio para valorar si la sobreexpresion de EGFR en tumores de
recto es un marcador pronéstico de supervivencia global, DFS, fallo
locorregional y a distancia en pacientes diagnosticados de neoplasia
de recto localmente avanzado tratados con radioterapia neadyuvante.

(anexo: publicacion en 2005 con un seguimiento de 36 meses
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

Describir los niveles de expresion de EGFR en cancer de recto, en las
biopsias diagnosticas previas al tratamiento y en la piezas quirurgicas
tras radioterapia neadyuvante y cirugia en una muestra con mayor nu-

mero de pacientes y multicéntrico.

Estudio para valorar si la sobreexpresion de EGFR en tumores de
recto es un predictor de respuesta a la radioterapia preoperatoria con
0 sin quimioterapia en pacientes tratados en un varios centros y una

muestra mas representativa.

TERCER ESTUDIO

OBJETIVOS PRIMARIOS

1. Silaexpresion de EGFR esta relacionada con la incidencia de metastasis

a distancia como objetivo principal. (Supervivencia libre de enfermedad

a distancia) con un seguimiento a largo plazo, 10 afios.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

l.

Estudio para valorar si la sobreexpresion de EGFR en tumores de
recto es un marcador pronéstico de supervivencia global, DFS, fallo
locorregional y a distancia en pacientes diagnosticados de neoplasia

de recto tratados con radioterapia neadyuvante a largo plazo

Tipo de respuesta a quimio- radioterapia (grado de regresion tumoral)

en funcion de EGFR y su relacion con control local y supervivencia.

Analizar el patron de recaida en funcion de la sobreexpresion de

EGFR
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4. Significado prondstico del cambio de expresion de EGFR tras radio-
terapia preoperatoria con o sin quimioterapia tiene algin significado

con control local y supervivencia.

5. Relacioén entre la intensidad de la expresion o la extension en el pro-
nostico y la respuesta. Para valoracién como afecta la expresion en el

tipo de respuesta al tratamiento neadyuvante.
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MATERIAL Y METODOS






1. PACIENTES. CRITERIOS DE INCLUSION

Este trabajo de investigacion es un estudio retrospectivo y multicéntrico en el

cual han participado tres centros de nuestro pais, en concreto Hospital Vall

d"Hebron de Barcelona, Hospital de la Princesa de Madrid y Hospital de Arri-

xaca de Murcia. Liderado por los Servicios de Oncologia Radioterapica y ser-

vicio de Anatomia Patologica del Hospital Vall d"Hebron.

En el primer estudio realizado se incluyeron 45 pacientes del Hospital Uni-

versitario Vall d'Hebron. En la Tabla 12 se muestran las caracteristicas de

estos primeros pacientes incluidos.

Tabla 12. Caracteristicas de los pacientes

Nimero Y%
Numero de pacientes 45 100
Edad (aiios) 63.8 (38- 85)
Sexo (hombre/mujer) 32/13
Estadio Tumoral
T2 4 9
T3 35 78
T4 6 13
Estadio ganglionar
NO 20 44
N1-2 25 56
Grado histolégico
Gl1 6 14
G2 34 74
G3 5 12

En el segundo y tercer estudio se amplio la muestra y se realiz6 un estudio

multicéntrico. Se han analizado 104 pacientes.

Todos los pacientes fueron tratados durante tres afios y medio , entre diciem-

bre de 1997 y agosto de 2001.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:



108

(1) Pacientes diagnosticados de neoplasia de recto, es decir localizados entre

el margen anal y a menos de 14 cm del margen anal.

(2) Confirmacion histolégica de adenocarcinoma, se excluyeron las tumores

con histologia de carcinoma escamoso.

(3) Tumores de recto localmente avanzado, es decir T3- T4 y/o con afecta-
cion ganglionar. Se definid como neoplasia de recto localmente avanzada
aquella que se extendia a través de la pared rectal o con afectacion de
adenopatias. Sin metastasis a distancia en el momento del diagnoéstico.
Todos los pacientes fueron estadiados de acuerdo con la clasificacion In-

ternational Union Against Cancer TNM (UICC/ TNM)*"".

(4) Pacientes que realizaron tratamiento de radioterapia neadyuvante con o

sin quimioterapia seguido de exéresis quirtirgica

(5) Disponer de muestras de tejido tumoral de la biopsia diagndstica y de la

pieza quirurgica para realizar la inmunohistoquimica.

El estudio de extension de todos los pacientes consistid en exploracion fisica
y pruebas radiologicas. Las pruebas diagnosticas realizadas fueron endosco-
pia colorrectal, ecografia transrectal, determinacion de antigeno carcinoem-
brionario antes de la cirugia, Tomografia computerizada abdomino pélvica,

radiografia de torax y analitica general.

Tras la aprobacion del Comité de Etica del Hospital Vall d"Hebron se obtu-
vieron las muestras archivadas en los distintos Servicios de anatomia patold-

gica para su analisis.

Se estudiaron las siguientes caracteristicas: sexo, edad, tamafo tumoral, grado
de diferenciacion histologica, afectacion ganglionar y respuesta patologica al

tratamiento preoperatorio
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2. TRATAMIENTO
Radioterapia con o sin quimioterapia neadyuvante

El tratamiento neadyuvante consistié en radioterapia sobre pelvis, el volumen
de tratamiento (CTV) incluyo el tumory el recto, la pared anterior del sacro
y la pared posterior de la prostata o vagina. Los ganglios linfaticos : perirrec-

tales, presacros, hipogastricos, obturadores e iliacos.

Todos los pacientes se trataron con fraccionamiento convencional a 1.80
Gy/sesion, 5 fracciones a la semana hasta una dosis total de 45 Gy. En 8 pa-
cientes se administro una sobreimpresion de 5.4 Gy sobre el tumor. La radio-
terapia se llevo a cabo con dosimetria 3D, con campos conformados isocén-
tricos (posterior, anterior y dos campos laterales opuestos con cufias). La ra-
dioterapia preoperatoria sobre la pelvis se administro con fotones de 18 Mv

provenientes de un acelerador lineal.

En 63 pacientes se realizd6 quimioterapia concomitante a la radioterapia
(61%). Los esquemas de quimioterapia utilizados fueron dos: 2 ciclos de 5-
FU (350 mg/m2 iv bolus 1 h antes de la radioterapia los dias 1 a 5 y 29 a 33)
y leucovorin (20 mg/m2 iv bolus inmediatamente antes de cada dosis 5-FU)
tratamiento de quimioterapia con fluoropirimidinas orales, UFT 500 mg/dia

y leucovorin 60 mg/dia, de forma diaria durante la radioterapia.

Tras la finalizacion del los tratamientos preoperatorios se procedi6 a la valo-
racion de la respuesta al tratamiento realizado. Para el re-estadiaje se realizod
examen fisico, TC pélvico, radiografia de torax y analitica general, realizados

entre 4-8 semanas tras finalizar los tratamientos.

Posteriormente todos los pacientes realizaron cirugia. La técnica quirurgica

fue reseccion anterior baja en el 58% de los pacientes y reseccion abdomino-
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peritoneal en el 42%. En todos los casos se realizo reseccion total del meso-

rrecto.

El estudio patolégico de la muestra quirtrgica se estadio de acuerdo con la

clasificacion International Union Against Cancer TNM (UICC/ TNM).

El tiempo medio entre el fin de la radioterapia y la cirugia fue de 52 dias

(rango 34-68 dias)
3. DETERMINACION DE EGFR
Técnica de Inmunohistoquimica

La determinacion del EGFR ha sido realizada por técnica de inmuno-histo-
quimica. Se realizo la determinacion en los bloques de parafina de las biopsias
tanto diagndsticas como en los bloques de las piezas quirurgicas. Todos los
bloques fueron centralizados en un mismo servicio de Anatomia patoldgica.
Se analizaron 104 muestras de biopsia endoscopica y 104 muestras del espé-

cimen quirargico del tumor primario.

Dichos bloques se seccionaron cada 5 milimetros. Las secciones obtenidas se
desparafinaron con xileno a temperatura ambiente durante 15 minutos y fue-
ron rehidratadas con soluciones de concentracion decreciente de etanol hasta
llegar al agua destilada Se bloqueo la actividad peroxidasa enddégena con una
solucion de perdxido de hidrogeno al 0.2%. Las secciones fueron incubadas
en un medio completo durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo
monoclonal MU 207-UC (Biogenex, San Ramon, CA) en una diluciéon de
1:20 (v/v). La reaccion de inmunohistoquimica fue realizada usando el mé-
todo complejo avidina-biotina peroxidasa. Como control negativo se omitio
el anticuerpo primario y reemplazado con buffer salino. Como control posi-
tivo para expresion de EGFR se utilizo tejido humano de piel. Tanto el control

positivo (skin) como el control negativo (muestra no tefiida) fueron incluidos
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en cada caso (Figura 1). Las muestras fueron examinadas con microscopio de
luz. Todas las laminillas fueron evaluadas por dos anatomo-patdlogos exper-
tos en cancer de recto, quienes evaluaron tanto el EGFR como la respuesta a

la radioterapia preoperatoria en la pieza quirargica.

X100 607 S 00

e E@b

e

Sistema de Scoring

Una célula tumoral es EGFR positiva si presenta tincion de membrana por
encima del fondo, tanto si completamente circular como si no. Un tumor sin
tincidon de la membrana por encima del fondo en cualquier célula tumoral se
reporta como un tumor-EGFR negativo. Consideramos el tumor EGFR po-
sitivo cuando la extension fue del 5% o mads. Si la extension era menos del

5% fue considerado como EGFR negativo.

Los resultados inmunohistoquimicos tambien fueron evaluados de acuerdo

con su extension y su intensidad.
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La extension fue definida como el porcentaje de células tumorales positivas
para EGFR. Se asign6 un score de 1 a 5 de acuerdo con el porcentaje de po-
sitividad de células tumorales: 1, menos del 5% de positividad, 2 entre 5%—

25%, 3 entre 25%—50%, 4 entre 50%—75%, and 5 mas del 75%.

La intensidad fue graduada cualitativamente como 0: no detectable, 1= leve,

2 = moderado, 3= intenso, se muestran ejemplos en la Figura 2.

Figura 2 Inmunoshistoquimica para EGFR en cancer de recto: (A) positividad leve en el
50% de las células tumorales (ver flechas) (DAB100X). (B) positividad leve en el 80-90%
(DAB100X). (C) inmunoexpresion intensa para EGFR en 100% de las células tumorales (T).
Sin expresion inmunohistoquimica en adyacente mucosa normal (N) (DAB100X). (D) la ex-
presion de EGFR con caracteristicas inmunotincion en membrana (DAB400X).



113

Se definié como expresion altamente positiva aquella con mas del 50% de

extension y/o intensidad grado 3. (EGFR>50).

En figura 3 se muestran otros ejemplos de tinciéon de inmunohistoquimica y

su evaluacion.

Figura 3. Inmunohistoquimica para EGFR en el cancer colorrectal: (1) positividad
fuerte de las células tumorales en la biopsia endoscopica (X20 aumentos). (2) inmu-
noexpresion positiva en tumor residual post-radioterapia, y (3) Su control negativo
(X20). (4) inmunoexpresion positiva débil en células tumorales aisladas post-radio-
terapia (x250). (5) inmunoreactividad muy alta en nido de tumor residual (X100).
(6) inmunoexpresion positiva en la membrana para EGFR en las células tumorales
(X400).

Para valoracion de la respuesta al tratamiento neadyuvante utilizaremos la
escala de regresion tumoral de la AJCC descritos en la Tabla 13. El grado de

regresion tumoral se clasifica de 0 a 3.
TRG 0: respuesta completa;
TRG 1: respuesta moderada;

TRG 2: respuesta minima;
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TRG 3: mala respuesta.

Tabla 13. El grado de regresion tumoral segun la AJCC

Descripcion Tumor regression grade
Células tumorales no viable 0 (Respuesta completa)
Alguna célula tumoral o pequefios grupos de células 1 (Respuesta moderada)
Tumor residual sustituido por fibrosis 2 (Respuesta minima)
Tumor residual extenso, Minimas o pocas células muertas 3 (Respuesta pobre)

4. SEGUIMIENTO

Todos los pacientes fueron visitados de forma periodica, el seguimiento rea-
lizado constaba de historia clinica, exploracién fisica incluyendo tacto rectal,
analitica general, ecografia abdominal, radiografia de torax y colonoscopia.
El seguimiento fue cada 6 meses hasta los 5 afios, y a partir del cual fue anual.
Se defini6 como recurrencia como aquel crecimiento dentro de la pelvis, pre-

feriblemente debia hacer biopsiado.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Primer estudio

La posible asociacion entre la immunoexpresion de EGFR y las caracteristi-

cas clinicas / histopatologicas se determinaron con la prueba de chi cuadrado.

Cuando el nimero de casos fue menor de 10 se utilizé la prueba exacta de

Fisher en tabla de cuatro por cuatro.

Se utilizé un modelo de regresion logistica multivariante para estudiar si el
género, la localizacion del tumor, el estadio tumoral, el estadio de los ganglios
linfaticos, la diferenciacion del tumor y el estatus de EGFR eras predictores

independientes de respuesta completa patologica.
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Los anélisis de datos se realizaron con el software estadistico SPSS (SPSS,

Inc., Chicago, IL).

En todo el analisis estadistico se uso un nivel de significacion estadistica (ni-

vel alfa ) de p=0.05.
Segundo estudio

Las posibles asociaciones entre inmunoexpresion EGFR y caracteristicas cli-

nicas/ histopatologico se determinaron mediante la prueba exacta de Fisher.

El tiempo de seguimiento y el tiempo hasta la recurrencia se calcularon a par-
tir de la fecha de inicio del tratamiento hasta la fecha de resultado pertinente

o el ultimo control.

La supervivencia libre de enfermedad (DFS) se calculé como el intervalo en-
tre la fecha de inicio del tratamiento y la fecha de la primera recurrencia de la

enfermedad (recidiva local o metastasis a distancia) o el ultimo seguimiento.

El control local y la supervivencia libre de metastasis se definieron como el
intervalo entre la fecha de inicio del tratamiento y la fecha de recidiva local o

metastasis a distancia, respectivamente.

La supervivencia global (OS), supervivencia libre de enfermedad (DFS), con-
trol local y la supervivencia sin metastasis libre se calcularon segin el método

de Kaplan-Meier.

Los analisis de la asociacion entre las variables y el fallo local, metastasis a

distancia, DFS y OS generales se realizaron utilizando la regresion Cox.

Para determinar si la expresion de EGFR era un factor independiente de DFS,

se utilizod el modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox.
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La expresion de EGFR vy las co-variables relevantes estaban en una base de
datos y se analizaron con el paquete estadistico SPSS (SPSS V.11.0, Inc.,
Chicago, IL). Los test de significacion estadistica utilizados en este estudio

fueron de dos caras y con un nivel de significacion de p= 0,05.
Tercer Estudio

Descripcion de las principales caracteristicas de los pacientes en total y en
funcion de la expresion EGFR. Las variables categoéricas nominales son des-
critas por medio del nimero de casos, el porcentaje con respecto al total por
categoria y el nimero de datos ausentes. Las variables categoricas ordinales
son descritas como las categoricas nominales, o bien por medio del namero
de casos, la media, el rango intercuartilico y el nimero de datos ausentes. Las
variables continuas son descritas por medio del nimero de casos, la media, la
desviacion estandar, la mediana, el rango intercuartilico y el nimero de datos

missing.

Analisis de supervivencia libre de recidiva local / Metastasis / Libre de

enfermedad / Global:

El tiempo de supervivencia desde el diagnostico se analiza por el método de
Kaplan-Meyer y se presenta graficamente para cada una de las medidas de
resultado para toda la muestra y en funcion de la expresion de EGFR tumor
pre-tratamiento. Ademas se estiman los hazard ratio (HR) crudos y ajustados
de EGFR positivos respecto EGFR negativos mediante un modelo de Cox

para cada una de las medidas de resultado.

Asociacion entre la expresion de EGFR tumor pre-tratamiento y recidiva

local / metastasis:
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Se presenta la asociacion entre la expresion de EGFR tumor pre-tratamiento
y recidiva local / metastasis por medio de una tabla de frecuencias. La aso-

ciacion se analiza mediante el test exacto de Fisher.
Acuerdo entre la expresion de EGFR tumor pre y post tratamiento

Se presenta la asociacion entre la expresion de EGFR tumor pre-tratamiento
y post tratamiento por medio de una tabla de frecuencias. Se analiza el tiempo
del diagnostico hasta la supervivencia libre de recidiva local/ Metastasis / Li-
bre de enfermedad / Global en funcion de la expresion de EGFR tumor pre y
post tratamiento. Se crea una variable con las diferentes opciones de coinci-
dencia y discrepancia entre el EGFR pre/ post tratamiento: ++/+-/-+/--. Se
estiman los HR crudos y ajustados de cada categoria frente al riesgo de ++

mediante un modelo de Cox para cada una de las medidas de resultado.
Analisis de la intensidad y la extension EGFR tumor pretratamiento

Se analiza el tiempo del diagnostico hasta la supervivencia libre de recidiva
local /Metastasis /Libre de enfermedad /Global en funcion de la extension y
la intensidad de la expresion de EGFR tumor pre-tratamiento. Se estiman los
HR crudos y ajustados de la intensidad, la extension y la interaccion mediante

un modelo de Cox para cada una de las medidas de resultado.
Analisis de la respuesta en funcion de EGFR tumor pretratamiento

Se analiza el tiempo del diagndstico hasta la no respuesta /respuesta local
/respuesta completa en funcion de la expresion de EGFR tumor pre-trata-
miento. Se estimaran los HR crudos y ajustados de EGFR+ respecto EGFR-

mediante un modelo de Cox para cada una de las medidas de resultado.
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En todos los modelos de Cox se analizara la asuncion de riesgos proporcio-
nales y en caso de violacion de la proporcionalidad se procedera en conse-
cuencia. En los modelos de Cox se han utilizado como variables de ajuste la

edad, el sexo, el grado de diferenciacion y el esquema de tratamiento.

La significacion estadistica se ha fijado en un nivel de probabilidad <0,05. El
paquete estadistico que se ha utilizado para hacer los analisis es el R version

3.2.2 para Windows.
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RESULTADOS






1. PRIMER ESTUDIO

De los 45 pacientes estudiados 44% pacientes (20/40) presentaron respuesta
a la radioterapia preoperatoria pélvica. Siete pacientes (15%) presentaron res-
puesta completa patologica, es decir, sin tumor primario residual en la pieza
quirurgica, ni en el tumor primario ni en los ganglios. Trece pacientes pre-
sentaron respuesta parcial. En cuanto a la respuesta a nivel ganglionar, no se
encontrd tumor residual en 11 pacientes de los 25 que inicialmente tenian

afectacion.

En nuestra serie de 45 pacientes, 29 biopsias fueron EGFR positivas, por lo

que la tasa de expresion de EGFR fue del 64%.

En cuanto a la extension de la expresion, en 19 biopsias, la extension EGFR
fue mayor que 75%; en 6 casos, fue entre 25% y 75%; en 4 casos, fue entre

el 5%y el 25%.

La intensidad fue de grado 1 en 13 biopsias, grado 2 en 7, y grado 3 en el 9.
La Tabla 14 muestra la asociacion entre la expresion de EGFR en las biopsias

tumorales y las caracteristicas clinicas.

No se encontraron diferencias significativas entre el sexo, la edad, la locali-
zacion del tumor, estadio tumoral, estadio de los ganglios linfaticos, la dife-
renciacion del tumor, o el tratamiento con quimioterapia y la expresion de

EGFR.
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Tabla 14. Expresion de EGFR vs variables clinicas

EGFR+ EGFR— p value
No No. Rate No. Rate
Total 45 29 64% 16 36%
Gender
Male 32 22 75% 10 62%
Female 13 7 25% 6 38% 0.494
Tumor stage
T2-T3 39 25 86% 14 87%
T4 6 4 14% 2 13% 0.903
Nodal stage
NO 20 13 45% 7 43%
N1-N2 25 16 55% 9 57% 0.944
Chemotherapy
Yes 21 13 45% 8 50%
No 24 16 55% 8 50% 0.739
Clinical response
Yes 20 10 34% 10 62%
No 25 19 66% 6 38% 0.07
Pathologic response
Yes 7 1 3% 6 38%
No 38 28 97% 10 62% 0.003

Sin embargo, se encontraron diferencias de significacion marginal en la tasa
de respuesta al tratamiento preoperatorio y la expresion de EGFR. Un 62%
de los pacientes con EGFR negativo respondieron a la radioterapia preopera-
toria frente al 44% de aquellos con EGFR positivo (p = 0,07). Donde si se
encontraron diferencias significativas fue en las respuestas completas patolo-
gicas. Solo 1 de los 29 pacientes con EGFR positivo presentaron respuesta
respuesta completa patologica (3%), en comparacion con el 38% (6/16) de los

pacientes EGFR (p = 0,003).

El tnico factor predictor de respuesta al tratamiento con significacion esta-
distica en el analisis multivariante fue el estado de EGFR, con una odds ratio
de 0,06 (IC: 95%, rango: entre 0,006 y 0,557, p = 0,013). Hay una clara rela-
cion entre la expresion de EGFR positivo y la falta de respuesta completa

patologica.

La expresion de EGFR se evalu6 también en las piezas quirtrgicas de 38 pa-

cientes. En los 7 pacientes restantes hubo una respuesta completa por lo que
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no se pudo determinar la expresion de EGFR. De las 38 muestras estudiadas,
31 resultaron ser positivos y 7 negativos. Al comparar la expresion en las
muestras de biopsia con las de la pieza quirtrgica, encontramos que 25 tu-
mores siguieron siendo positivos de los 29 que lo eran inicialmente, s6lo 3 se
negativizaron; en una muestra no se encontrd tumor (Tabla 15). De las 16
muestras de biopsia que inicialmente fueron EGFR negativas, en 6 muestras
no se encontrd tumor, ,sélo el 4 permanecieron negativas, mientras que 6 se

convirtieron en positivos.

Tabla 15. Modificacion de la expresion EGFR tras radioterapia preoperatoria

Surgical
Biopsy No. specimen No. %
EGFR+ 29 EGFR+ 25 86
EGFR— 3 10
pCR 1 4
EGFR— 16 EGFR—- 4 24
EGFR+ 6 38
pCR 6 38
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2. SEGUNDO ESTUDIO
Analisis Descriptivo

En esta parte se amplio el estudio a otros centros y el numero de pacientes
analizados fueron 87. La Tabla 16 recoge las caracteristicas de los pacientes
estudiados. Sesenta y cuatro pacientes fueron hombres y 23 mujeres. La edad
media fue de 66 +/- 11.4 afios (rango 34-92). Veinticinco pacientes tuvieron

afectacion ganglionar con una media de nimero de ganglios afectos de 3,2.

Tabla 16. Caracteristicas de los pacientes y status de EGFR previo a radioterapia
por variables clinicas

Total EGFR- EGFR+
No. % No. %o No. %o P
Total 87 100 35 40 52 60
Gender
Male 64 74 28 4 36 56 0.26
Female 23 26 7 30 16 70
Age
<60 years 25 29 10 40 15 60 0.98
>60 years 62 71 25 40 37 60
Performance status
0 42 48 19 45 23 55 0.36
1-2 45 52 16 35 29 65
Tumor stage
T2 6 i 3 50 3 50
T3 69 79 29 42 40 58 047
T4 12 14 3 25 9 75
Differentiation grade
Grade 1 16 21 1) 44 9 56
Grade 2 53 67 20 38 33 62 091
Grade 3 10 12 4 40 6 60
Not evaluable 8 -
Nodal stage
NO 50 58 30 60 20 40 0.96
N1-2 37 42 22 59 15 41
Pathologic response
Yes 10 11 8 80 2 20 0.006
No 77 89 27 35 50 65
Pathologic lymph nodes
Yes 25 29 19 76 6 24 0.059
No 62 71 33 53 29 47

De los 87 pacientes analizados, treinta y siete pacientes tuvieron respuesta a
la radioterapia preoperatoria. E1 11% (10 pacientes) tuvieron respuesta com-

pleta patologica y en 27 de ellos la respuesta fue parcial (31%).

Respeto a la expresion del EGFR en nuestra serie, fue positiva en 52 de las

muestras de las biopsias, una tasa de expresion positiva del 60%.
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En cuanto a la extension del EGFR, en 28 biopsias la extension de EGFR fue

mayor del 75%, en 13 casos entre 25y 75% y en 11 casos menor del 25%.

La intensidad del EGFR fue: grado 1 en 25 biopsias, grado 2 en 15 de las
biopsias y grado 3 en 12 de las biopsias.

No se encontraron diferencias significativas entre el sexo, la localizacion del
tumor, el estadio tumoral, el estadio ganglionar, el grado de diferenciacion

del tumor y la expresion de EGFR (Tabla 16).

La expresion de EGFR se evalu6 también en las piezas quirtrgicas de 77 pa-
cientes. En los 10 pacientes restantes hubo una respuesta completa por lo que
no se pudo determinar la expresion de EGFR. De las 77 muestras estudiadas
53 resultaron ser positivos y 23 negativas. La tasa de expresion en la pieza

quirargica es de 61%.

EGFR como factor Predictivo de respuesta al tratamiento preope-

ratorio en cancer de recto.

Ni la edad, sexo, localizacion del tumor, estadio tumoral, estadio de los gan-
glios linfaticos ni el estado de los ganglios linfaticos tras fueron factores pre-
dictores de la respuesta al tratamiento preoperatorio. La expresion de EGFR
en la biopsia pretratamiento fue el unico factor que mostré una asociacion
estadisticamente significativa con la respuesta al tratamiento. Dos de los 52
pacientes EGFR positivos tuvieron respuesta completa patologica (4%), en
comparacion con el 23% (8/35) de los pacientes EGFR negativos (P=0.006).
Por tanto, existe una clara relacion entre la expresion de EGFR positivo y

falta de respuesta completa patologica.
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EGFR como factor pronéstico tras tratamiento preoperatorio en

cancer de recto.

La expresion de EGFR en la biopsia tuvo una fuerte asociacion con la DFS
(supervivencia libre de enfermedad). Los pacientes con expresion de EGFR
positiva tenian DFS significativamente menor que los que tienen expresion
negativa de EGFR (p=0.003), sin embargo, no se encontraron diferencias en
la supervivencia global. Los resultados de la prueba de log-rank para las aso-
ciaciones entre las variables clinico-patologicas y DFS se enumeran en la si-

guiente Tabla 17 y las curvas de supervivencia en la figura 1

Tabla 17. Andlisis bivariante de varios factores predictores del prondstico

Total Recurrence Risk ratio 95% CI P%
No. % No. %

Sex

Male 64 74 15 34 1

Female 23 26 11 48 2.65 1.21 5.80 0.019
Tumor Stage

T2-T3 75 86 20 27 1

T4 12 14 6 50 2.39 0.96 5.96 0.08
Differentiation grade

Grade 1 16 19 5 31 1 0.93

Grade 2 53 57 16 30 0.83 0.30 2.26

Grade 3 10 14 3 33 0.93 0.22 3.88
Nodal stage

NO 50 58 13 26 1

NI-2 37 42 13 35 1.19 0.55 2.57 0.66
Treatment

Radiother- 37 42 17 46 1
apy

RT-CT 50 58 9 19 0.30 0.13 0.68 0.003
Pathologic Response

Yes 10 11 1 10 1

No 77 89 25 34 0.98 0.04 2.20 0.149
Pathologic nodes

Negative 25 29 11 46 1

Positive 62 71 15 24 2.26 1.04 4.92 0.047
EGFR at biopsy

Positive 52 60 21 41 373 1.40 9.92 0.003

Negative 35 40 5 14 1
EGFR >50

Positive 38 44 12 41 10.86 1.40 8422 <0.001

Negative 49 56 1 5 1

*Univariate Cox regression.
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Figura 1. Curvas de Kaplan—Meier para supervivencia libre de enfermedad, control
local, supervivencia libre de metastasis con respecto a status antes de radioterapia

y DF'S en grupo de pacientes EGFR>50.

El control local no mostré asociacion significativa con la positividad de

EGFR (P=0.19) (Log-rank). Siete de los 54 tumores con EGFR positivos pre-

sentaron recidiva local (13%) en comparacion con la tasa de recidiva del 5%

en los tumores EGFR negativo (2 de 42). Sin embargo, los tumores EGFR

positivos tienen mas probabilidad de presentar metastasis a distancia un 43%

(22 de 54) frente al 14% (6 de 42) de los EGFR negativos (p=0.002).
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También se analizo el valor prondstico de EGFR>50 (se defini6 como
EGFR>50 o expresion altamente positiva aquella con mas del 50% de ex-

tension y/o intensidad grado 3) que se asocio con un DFS maés corta,

P<0.001.

Al examinar el estado de EGFR en la pieza quirargica, la DFS de pacientes
con EGFR positivos era menor que la de los pacientes EGFR negativos, aun-

que las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0.17).

El modelo de riesgos proporcionales de Cox para DFS incluye los 87 pacien-
tes. La expresion de EGFR, el estadio tumoral, el tratamiento y el género se
introdujeron en el modelo. Estado de EGFR result6 ser un predictor indepen-
diente de DFS con un RR= 2,88; IC 95%, 1,07-7,75; p=0.036, se muestra en
la Tabla 18.

Tabla 18. Andlisis multivariante para Supervivencia libre de enfermedad

Risk ratio 95% CI P
Treatment 0.35 0.15 0.79 0.012
Gender 2.41 1.10 5.31 0.029
EGFR 2.88 1.07 1.15 0.036
expression
at biopsy

Basal category: radiochemotherapy; male; EGFR negative.
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3. TERCER ESTUDIO

En el momento del andlisis actual se tiene informacion valida de 104 pacien-
tes. Un paciente se retird del estudio por pérdida en el seguimiento, al no
disponer de informacion fiable sobre su progresion (tipo y fecha). Por otro
lado dos pacientes tampoco disponen de informacion fiable sobre su progre-
sion pero si sobre su estado vital y la fecha del ultimo contacto. Por tanto el
numero de pacientes incluidos en el andlisis de supervivencia global es de 103

y en el analisis de supervivencia hasta progresion es de 101.

De los 103 pacientes analizados 72 eran hombres (70%) con una edad media
de 53 afos (desviacion estandar de 28 afios). Un 25% de los pacientes tenia
50 afios 0 menos y otro 25%, 71 afios o mas. En un 47% de los pacientes el
grado de diferenciacion era moderado y en un 40% era desconocido. El es-
quema de tratamiento era de radioterapia preoperatoria en un 39% y el 61%
radio-quimioterapia. En relacion al estadio del tumor un 94% eran T3-T4, un

50% NI1-2 y un 100% MO.

En cuanto a la expresion de EGFR, 56 pacientes (54%) presentaban EGFR

positivo.

Los pacientes EGFR+ y los EGFR- presentan caracteristicas demograficas y
clinicas similares que se muestran en la Tabla 19, si bien los EGFR+, respecto

los EGFR-, son de mayor edad (t-test p-value=0.0071).
Enla

Tabla 20 se describen la principales medias de resultado por EGFR.
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Variables Total EGFR- EGFR+
Sexo
Hombre 72 (69.9%) 33 (70.2%) 39 (69.6%)
Mujer 31 (30.1%) 14 (29.8%) 17 (30.4%)
Edad (afios)
Mean (SD) 52.9 (28.1) 44.7 (30.9) 59.9 (23.6)

Median (Q1-Q3)

Grado diferenciacion

62.0 (49.5 - 71.0)

61.0 (0.0 - 68.5)

65.5 (57.8 - 74.2)

Bien diferenciado 8 (7.8%) 3 (6.4%) 5 (8.9%)

Moderado 48 (46.6%) 19 (40.4%) 29 (51.8%)

Mal 6 (5.8%) 4 (8.5%) 2 (3.6%)

Desconocido 41 (39.8%) 21 (44.7%) 20 (35.7%)
Esquema de tratamiento

Radioterapia 40 (38.8%) 14 (29.8%) 26 (46.4%)

Quimio- Radioterapia 63 (61.2%) 33 (70.2%) 30 (53.6%)
T

T1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

T2 6 (5.8%) 3 (6.4%) 3 (5.4%)

T3 83 (80.6%) 39 (83.0%) 44 (78.6%)

T4 14 (13.6%) 5(10.6%) 9 (16.1%)
N

NO 52 (50.4%) 22 (46.8%) 30 (53.6%)

NI1-2 51 (49.6%) 15 (31.9%) 24 (42.9%)
M

MO 103 (100.0%) 47 (100.0%) 56 (100.0%)

M1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Tabla 20. Resultados.

Variables Total EGFR- EGFR+

Progresion

No 74 (71.8%) 39 (83.0%) 35 (62.5%)

Local 3 (2.9%) 1(2.1%) 2 (3.6%)

Regional 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

Metastasis distal sin LR 19 (18.4%) 6 (12.8%) 13 (23.2%)

Metéstasis distal con LR 5(4.9%) 1(2.1%) 4 (7.1%)

Missing 2 (1.9%) 0 (0.0%) 2 (3.6%)
Estado al final del seguimiento

NED 60 (58.3%) 33 (70.2%) 27 (48.2%)

ED 1 (1.0%) 0 (0.0%) 1 (1.8%)

Exitus 42 (40.8%) 14 (29.8%) 28 (50.0%)
Respuesta

No respuesta

Respuesta parcial
Respuesta completa

50 (48.5%)
41 (39.8%)
12 (11.7%)

18 (38.3%)
20 (42.6%)
9 (19.1%)

32 (57.1%)
21 (37.5%)
3 (5.4%)
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Analisis de supervivencia libre de recidiva local / Metastasis / Li-

bre de enfermedad / Global:

Los 47 pacientes EGFR- y los 56 EGFR+ presentaron un tiempo de segui-
miento de 3644 pacientes-mes y 4060 pacientes-mes respectivamente entre la
fecha de progresion/ altimo control y la fecha de diagnostico. La mediana del
tiempo hasta la progresion de los pacientes EGFR- fue de 59.47 meses y de
los pacientes EGFR+ de 43.05 meses. La mediana del tiempo de seguimiento
de los pacientes EGFR- fue de 59.47 meses y de los pacientes EGFR+ de
83.37 meses.

Supervivencia Libre de enfermedad

A fecha de progresion 8 pacientes EGFR- y 19 pacientes EGFR+ no estaban
libres de enfermedad, equivalente a una tasa de incidencia de enfermedad de
2.20 (IC95% 0.95-4.33) 1000 personas-mes y 4.66 (IC95% 2.81-7.28) 1000
personas-mes respectivamente. El test de log-Rank sugiere la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de supervivencia
de EGFR- y EGFR+ (p-valor=0.0418) (figura 2). El hazard ratio (HR) nos
indica que el riesgo ajustado de no estar libre de enfermedad es de algo més
del doble en el grupo EGFR+ respecto el grupo EGFR- 2.72 (IC95% 1.09-
6.77) (tabla 21).

Tabla 21. HR y IC95% de disease-free, local control, metastases-free and overall
survival with respect to EGFR status at diagnosis date.

Variables HR IC95% HR ajustado* 1C95%
Time to disease-free ~ EGFR+ 2.03 1.01-5.27 2.72 1.09-6.77
Time to local control ~ EGFR+ 2.84 0.57-14.12 2.55 0.45-14.52
Time to metastases-free ~ EGFR+ 236 0.98-5.69 2.73 1.05-7.13
Time to overall survival ~ EGFR+ 1.58 0.83-3.01 1.50 0.76-2.94

*Modelo ajustado por edad, sexo, grado y esquema de tratamiento.
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Supervivencia Libre de control local

A fecha de progresion 6 pacientes EGFR- y 2 pacientes EGFR+ presentaban
enfermedad local, equivalente a una tasa de incidencia de enfermedad local
de 1.47 (IC95% 0.54-3.21) 1000 personas-mes y 0.55 (IC95% 0.66-1.98)
1000 personas-mes respectivamente. El test de log-Rank sugiere la no exis-
tencia de diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de super-

vivencia de EGFR- y EGFR+ (p-valor=0.1801) (figura 2).

Supervivencia Libre de metastasis

A fecha de progresion 8 pacientes EGFR-y 19 pacientes EGFR+ presentaban
metastasis, equivalente a una tasa de incidencia de metastasis de 1.92 (IC95%
0.78-3.96) 1000 personas-mes y 4.17 (I1C95% 2.42-6.68) 1000 personas-mes
respectivamente. El test de log-Rank sugiere la existencia de diferencias es-
tadisticamente significativas entre las curvas de supervivencia de EGFR- y
EGFR+ (p-valor=0.0491) (figura 2). El HR nos dice que el riesgo ajustado
de metastasis es de algo més del doble en el grupo EGFR+ respecto el grupo

EGFR- 2.73 (IC95% 1.05-7.13) (tabla 21).

Supervivencia global

A fecha del tltimo control 14 pacientes EGFR- y 28 pacientes EGFR+ habian
fallecido, equivalente a una tasa de incidencia de mortalidad de 3.71 (IC95%
2.03-6.23) 1000 personas-mes y 5.70 (IC95% 3.78-8.23) 1000 personas-mes
respectivamente. El test de log-Rank sugiere la no existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre las curvas de supervivencia de EGFR-y

EGFR+ (p-valor=0.1599) (figura 2).
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Disease free survival Local control-free survival
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Figura 2. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para, el control local libre de
enfermedad, libre de metdstasis y la supervivencia global en lo que respecta a la
condicion de EGFR antes de la fecha del diagnostico.

Asociacioén entre la expresion de EGFR tumor pre-tratamiento y

recidiva local /| metastasis:

En la tabla 22 se presenta la asociacion entre recidiva local y metastasis res-
pecto EGFR+. No se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa
entre presentar una recidiva local y presentar EGFR positivo (Test exacto de
Fischer p-valor=0.4636), sin embargo si una asociacion estadisticamente sig-
nificativa con padecer metastasis (Test exacto de Fischer p-valor=0.0293). La
razon de incidencia de metéstasis en los pacientes EGFR + respecto los EGFR

-erade 2.17 (IC95% 0.86, 6.19).
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Tabla 22. Asociacion entre la expresion de EGFR tumor pre-tratamiento y recidiva

local / metastasis
Variables Total EGFR- EGFR+
Recidiva local*
No 78 (75.7%) 33 (70.2%) 45 (80.4%)
Si 8 (7.8%) 2 (4.3%) 6 (10.7%)
Missing 17 (16.5%) 12 (25.5%) 5 (8.9%)
Metastasis**
No 68 (66.0%) 32 (68.1%) 36 (64.3%)
Si 18 (17.5%) 3 (6.4%) 15 (26.8%)
Missing 17 (16.5%) 12 (25.5%) 5 (8.9%)

* Test exacto de Fischer p-valor=0.4636
** Test exacto de Fischer p-valor=0.0293

En la tabla 23 se muestra de forma descriptiva la asociacion entre la expresion

de EGFR tumor pre-tratamiento y la localizacion de las recidivas locales.

Tabla 23. Asociacion entre la expresion de EGFR tumorpre-tratamiento y localiza-
cion de las recidivas locales.

Variables Total EGFR- EGFR+
Localizacion

Anastomosis 2 (22.2%) 1 (50.0%) 1 (14.3%)

Presacra 5 (55.6%) 0 (0.0%) 5 (71.4%)

Perineal 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

Pélvica 2 (22.2%) 1 (50.0%) 1 (14.3%)

Otra 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

Acuerdo entre la expresion de EGFR tumor pre y post tratamiento

En relacion al acuerdo entre la expresion de EGFR tumor pre-tratamiento y
EGFR tumor post tratamiento se observa que el 79% de los pacientes EGFR
positivos permanecen EGFR positivos , el 21% de los pacientes EGFR posi-
tivos se negativizan, el 66% de los pacientes EGFR negativos permanecen
EGFR negativos y el 34% de los pacientes EGFR negativos se positivizan
(tabla 24).
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Tabla 24. Acuerdo entre la expresion de EGFR tumor pre-trata-
miento y EGFR tumor post tratamiento

Variables EGFR- EGFR+
Post-tratamiento*
EGFR- 25 (65.8%) 11 (20.8%)
EGFR+ 13 (34.2%) 42 (79.2%)

*Test Chi cuadrado p-valor<0.0001
El 79% de los pacientes + permanecen +. El 21% de los pacientes + se negativizan.
El 66% de los pacientes - permanecen -. El 34% de los pacientes - se positivizan.

En la figura 3 se comparan las curvas de supervivencia de los diferentes es-
cenarios fruto de la combinacion de la expresion de EGFR tumor pre-trata-
miento y EGFR tumor post tratamiento. El test de log-Rank no sugiere la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de
supervivencia de EGFR++, EGFR+-, EGFR-- y EGFR-+ (p-valor= 0.2415).
Un andlisis mas en detalle comparando los pacientes que se positivizan
(EGFR-- vs EGFR-+) y los que se negativizan (EGFR++ vs EGFR+-) tam-

poco permite ver diferencias estadisticamente significativas (p-valor=0.9033

y p-valor= 0.8132 respectivamente).
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Figura 3 Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para la supervivencia global en
lo que respecta a la condicion de EGFR pre-post tratamiento.

Anadlisis de la intensidad y la extension EGFR tumor pretrata-

miento

Para el subgrupo de pacientes EGFR positivo, en las tablas 25 a 28, se pre-

senta los HR crudos y ajustados de la intensidad y la extension en relacion a

los diferentes outcomes. En general no se han encontrado resultados estadis-

ticamente significativos salvo para libre de enfermedad. El riesgo ajustado de

no estar libre de enfermedad es un 20% mayor por cada 10% mas de extension

1.20 (IC95% 1.02- 1.42).



Tabla 25. Modelo de regresion de cox para time to disease-free

Variables HR 1C95% HR ajustado* 1C95%
Intensidad
Normal vs Leve 0.54 0.12-2.45 0.68 0.14-3.17
Normal vs Moderado 0.69 0.14-3.31 0.74 0.12-4.36
Normal vs Intenso 0.72 0.12-4.24 0.72 0.11-4.62
Extension
+10% 1.19 1.01-1.39 1.2 1.02-1.42
*Modelo ajustado por edad, sexo, grado y esquema de tratamiento.
Tabla 26. Modelo de regresion de cox para time to local control.
Variables HR 1C95% HR ajustado* I1C95%
Intensidad
Normal vs Leve 0.31 0.01-8.14 0.31 0.01-8.4
Normal vs Moderado 1.18 0.06-22.61 0.74 0.02-24.84
Normal vs Intenso 1.74 0.07-44.14 1.08 0.04-32.41
Extension
+10% 1.19 0.88-1.60 1.26 0.92-1.73
*Modelo ajustado por edad, sexo y esquema de tratamiento.
Tabla 27. Modelo de regresion de cox para time metastases-free.
Variables HR 1IC95% HR ajustado* 1C95%
Intensidad
Normal vs Leve 0.76 0.17-3.32 0.9 0.2-4.12
Normal vs Moderado  0.58 0.1-3.2 0.64 0.1-4.26
Normal vs Intenso 1.07 0.19-6.06 1.11 0.18-6.92
Extension
+10% 1.15 0.99-1.35 1.16 0.98-1.36

*Modelo ajustado por edad, sexo, grado y esquema de tratamiento.
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Tabla 28 Modelo de regresion de cox para time overall survival.

Variables HR 1C95% HR ajotado* 1C95%
Intensidad
Normal vs Leve 0.77 0.28-2.17 0.76 0.27-2.16
Normal vs Moderado 1.25 0.40-3.92 1.19 0.34-4.11
Normal vs Intenso 2.44 0.84-7.07 2.28 0.76-6.80
Extension
+10% 1.03 0.93-1.14 1.03 0.93-1.15

*Modelo ajustado por edad, sexo, grado y esquema de tratamiento.

138

Analisis de la respuesta en funciéon de EGFR en tumor pre trata-

miento

El test de log-Rank no sugiere la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre las curvas de supervivencia de no respuesta, respuesta par-

cial y respuesta completa (p-valor=0.1883) (figura 4).

Figura 4. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para no respuesta, respuesta
parcial y respuesta completa para todos los pacientes y cada tipo de respuesta en
relacion a la condicion de EGFR antes de la fecha del diagnostico.
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En la tabla 29 se presenta la asociacion entre la respuesta y la condicion de
EGFR. El porcentaje de no respuesta de los pacientes EGFR- es del 38.3% y
de los pacientes EGFR+ es del 57.1% (p-valor=0.0876). El porcentaje de res-
puesta parcial de los pacientes EGFR- es del 42.6% y de los pacientes EGFR+
es del 37.5% (p-valor=0.7491). El porcentaje de respuesta completa de los
pacientes EGFR- es del 19.2% y de los pacientes EGFR+ es del 5.4% (p-
valor=0.0355).

Tabla 29. Asociacion entre no respuesta, respuesta parcial y respuesta
completa en relacion a la condicién de EGFR .

Respuesta EGFR- EGFR+ p-valor

No respuesta: No 29 (61.7%) 24 (42.86%)
Si 18(38.3%) 32(57.14%) 0.0876*

Respuesta parcial: No 27 (57.45%) 35 (62.5%)
Si 20(42.55%) 21 (37.5%) 0.7491*

Respuesta completa: No 38 (80.85%) 53 (94.64%)
Si 9(19.15%)  3(5.36%) 0.0355*

*Test de Chi-cuadrado; **Test exacto de Fisher

No respuesta tumoral

A fecha de cirugia 18 pacientes EGFR- y 32 pacientes EGFR+ no presentaban
respuesta, equivalente a una tasa de incidencia de no respuesta de 5.06
(I1C95% 3.00-7.99) 1000 personas-mes y 6.89 (IC95% 4.71-9.73) 1000 per-
sonas-mes respectivamente. El test de log-Rank no sugiere la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de supervivencia

de EGFR- y EGFR+ (p-valor=0.9585) (figura 4).

Respuesta parcial

A fecha de progresion 20 pacientes EGFR- y 21 pacientes EGFR+ presenta-
ban respuesta parcial, equivalente a una tasa de incidencia de respuesta parcial

de 5.62 (IC95% 3.43-8.68) 1000 personas-mes y 4.52 (IC95% 2.80-6.91)
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1000 personas-mes respectivamente. El test de log-Rank no sugiere la exis-
tencia de diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de super-

vivencia de EGFR- y EGFR+ (p-valor=0.164) (figura 4).

Respuesta completa

A fecha de progresion 9 pacientes EGFR- y 3 pacientes EGFR+ presentaban
respuesta completa, equivalente a una tasa de incidencia de respuesta com-
pleta de 2.53 (IC95% 1.16-4.80) 1000 personas-mes y 0.65 (IC95% 0.13-
1.89) 1000 personas-mes respectivamente. El test de log-Rank no sugiere la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de

supervivencia de EGFR- y EGFR+ (p-valor=0.8184) (figura 4).



DISCUSION DE LOS RESULTADOS.






El EGFR esta expresado en mucho tumores humanos. El grado de expresion
varia dependiendo del tipo de tumor, en nuestra serie analizamos la expresion
de EGFR en 103 pacientes con tumor de recto y fue de 54%. Estos resultados
son consistentes con los estudios publicados cuya expresion de EGFR en can-
cer de recto es de 50-80% '*% 1% 11193 'Egte amplio rango de expresion de
EGFR se puede explicar por la diferente metodologia utilizada para la detec-
cion de la expresion®®. Los estudios que utilizan técnicas de union a ligandos,
métodos de blotting o métodos moleculares, tiene normalmente niveles de
expresion mas altos que cuando se utilizan técnicas de inmunohistoquimica.
Otro de los motivos puede ser, como definimos EGFR positivo. En nuestro
estudio consideramos que la expresion por debajo del 5% de la extension son
negativos. Actualmente el valor mas consensuado o mas frecuentemente uti-

lizad para definir la expresion positiva es si es mayor del 1%.

La expresion de EGFR no solo varia en funcion de los tumores de cada 6rgano
o tejido, si no que también pueden variar en tumores del mismo tipo. Las
posibles causas de esta situacion son:

- En primer lugar, mientras que los tumores solidos se han clasificado clasi-
camente segun sus caracteristicas histologicas, las nuevas técnicas molecula-
res han demostrado que los que considerabamos el mismo tipo histologico
son heterogéneas respecto a la citogenética y a los perfiles de expresion pro-
teica.

- En segundo lugar, diferencias debidas a los diferentes métodos utilizados
para la medida de la expresion de EGFR.

- En tercer lugar, la determinacion del EGFR se realiza sobre una muestra de

tumor que en alguna situacion podria ser no representativa del tumor .
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VALOR PREDICTIVO DE RESPUESTA

Nuestro estudio demuestra que EGFR se expresa mas en aquellos tumores
que tienen mala respuesta al tratamiento de radioterapia preoperatoria en can-
cer de recto. Solo el 4% de los tumores que expresaban EGFR tuvieron res-
puesta completa patologica frente al 23% de los EGFR negativo y esta dife-

rencia es estadisticamente significativa (p=0.006).

En cuanto a la recidiva locorregional los pacientes con tumor EGFR positivo
tuvieron un 11% de recidiva frente al 4% de EGFR negativo. El valor predic-
tivo de la expresion de EGFR en la respuesta tumoral y la recurrencia loco-
rregional tras tratamiento preoperatorio de cancer de recto ha sido por varios
autores”” 2", Los estudios demuestran que la expresion de EGFR evaluado
por imnunohistoquimica es un factor predictor de respuesta y de recurrencia
locorregional tras radioterapia preoperatoria con o sin quimioterapia y cirugia

para cancer de recto.

La falta de respuesta a la radioterapia preoperatoria en aquellos tumores que
expresan EGFR podria explicarse ya que el EGFR puede explicar la radiore-
sistencia. E1 EGFR esta sobreexpresado en mucho tumores humanos y EGFR
y otros receptores del familia erbB y la union a sus ligandos en tumores im-
plica la activacion de sefiales de transcripcion que tienen un papel fundamen-
tal en la progresion tumoral (proliferacion tumoral), es decir la expresion de
EGFR puede estar relacionada con la repoblacion acelerada la cual es un me-
canismo de resistencia a radioterapia. Eriksen y colaboradores®” demostraron
que en tumores de cabeza y cuello con expresion de EGFR alta y moderada-
mente o bien diferenciados tienen mejor respuesta a la radioterapia cuando se

reduce el tiempo total de tratamiento.
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Varios estudios han demostrado relacion entre el nivel de expresion de
EGFR vy la resistencia celular a radiacion'® %17 El grado de radiorresis-

tencia se correlaciona positivamente con la magnitud de la sobreexpresion

de EGFR''!,

En la tabla 30 se muestran los estudios mas importantes que relacionan
EGFR con la prediccion de respuesta a tratamiento neadyuvante en cancer

de recto.

Tabla 30. Expresion de EGFR y prediccion de respuesta a tratamiento neadyuvante
en pacientes con cancer de recto localmente avanzado

autor Pts.  Métodos Tratamiento Endpoint comentario
n.
Kim™ 183 IHC 50 Gy 5-FU+ LV TRG TNM downstaging Alta expresion de EGFR me-
nor TNM downstaging
Spindler'”* 77 PCR/DNA 65 Gy UFT + LV TRG EGFR se asocia a respuesta tu-
moral
Spindler|** 60  PCR/DNA 65 Gy UFT + LV TRG Combinacién EGFR ~ Spl-

216T se asocia con regresion
tumoral

Bertolini**® 91 IHC 50 Gy 5-FU TRG TNM downstaging  No correlacion
DFS/0S
Toiyama®”’ 40 PCR/RNA 20 Gy 5-FU + UFT TNM Baja expresion EGFR aso-
Grading ciado a alta tasa de respuesta
Bengala™® 39 IHC, FISH 504 Gy 5-FU + Cetu- TRG Alta expresion de EGFR y
PCR/DNA ximab KRAS wild-type asociado a
respuesta a tratamiento
Nuestra serie 103 IHC 45-50.4 Gy = 5-FU + pCR TRG Expresion de EGFR asociado
LVor UFT + LV a menor pCR

No con respuesta parcial

Me planteo la posibilidad de desarrollar determinaciones moleculares de
EGFR que permitan seleccionar pacientes mas radio-resistentes. Segun nues-
tros resultados serian aquellos pacientes que expresan EGFR medido por téc-
nica de inmunohistoquimica y valorar si se podrian beneficiar de estrategias
mas agresivas a nivel local. Existen varios estudios randomizados™ en otras
localizaciones tumorales como es en tumores de cabeza y cuello que demues-
tran que disminuir el tiempo global de tratamiento de radioterapia con dosis
total constante aumenta la probabilidad de control local y supervivencia causa

especifica, concepto relacionado con la repoblacion acelerada. Este efecto es
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mas pronunciado en el tumor primario que en areas ganglionares y se observa

en carcinomas bien diferenciados.

Otra de las estrategias que se puede plantear para mejorar el pronostico de la
radioterapia en tumores de recto podria ser anadiendo anticuerpos contra di-
chos receptores que disminuyan la repoblacion tumoral (mecanismos de re-

sistencia a la radioterapia) mejorando la respuesta a la misma.

Algunos estudios clinicos en cancer colorrectal encuentran una posible aso-
ciacion entre sobreexpresion de EGFR con menor respuesta downstaging, sin
embargo en nuestro estudio el control local no parece estar afectado por esta

variable.

EGFR Y FACTOR PRONOSTICO

En nuestro estudio la expresion positiva de EGFR es un factor de mal pro-
nostico. Los pacientes que expresan EGFR tiene menor supervivencia libre
de enfermedad (HR: 2.72, 1C95% 1.09- 6.77) y supervivencia libre de metas-
tasis (HR: 2.73, IC95% 1.05- 7.13), y estas diferencias son estadisticamente

significativas.

La expresion del EGFR en la biopsia diagnostica no se asocia con ninguno de
los factores pronosticos clasicos: edad, sexo, performance status, grado de
diferenciacion, estadio tumoral ni estadio ganglionar. Estos resultados son
consistentes con la mayoria de estudios publicados®® -2 21179 80.213. 214 g4y
embargo hay estudios que asocian expresion de EGFR y grado de diferencia-

cién tumoral 2% 213

Asi como la mayoria de los datos publicados demuestran que la expresion de

EGFR es un factor predictor de respuesta a tratamiento preoperatorio en can-
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cer de recto por presentar peor respuesta tumoral y mayor recurrencia en can-
cer de recto, el papel del valor prondstico de la expresion de EGFR en tumores

humanos es mas controvertido.

Nosotros hemos adoptado la definicion de expresion de EGFR teniendo en
cuenta la extension de la expresion en porcentaje (relacion entre porcentaje
de células positivas respecto del total) y la intensidad en leve, moderado e
intenso. En este estudio, cuando el EGFR es positivo, el modelo de regresion
cox para tiempo libre de enfermedad es significativo tinicamente para la ex-
tension de la expresion de la expresion HR: 1.2 (1.02-1.42), sin embargo no

para la intensidad

Al igual que Rokita et al.>' los resultados de su estudio prospectivo de valo-
racion de expresion de EGFR por técnica inmunohistoquimica encuentran
que el EGFR es un factor independiente de mal pronostico. Analizan la inten-
sidad de la expresion, la extensiéon y un score que viene determinado por la
suma de la intensidad y la extension. Tanto en nuestro estudio como en el de
Rokita el prondstico depende de la extension y no de la intensidad. Estos
mismo resultados se obtuvieron tambien en el estudio de Mayer’'> que mues-
tran relacion con extension de la expresion de EGFR, fue un valor pronostico
significativo (P<0.01). Azria*'® publica en el 2005, un estudio que incluye a
136 pacientes y presenta con un seguimiento a 2 afios. En el anélisis multiva-
riante muestra una correlacion significativa entre la tasa de recurrencia loco-
rregional y aquellos tumores que expresaban EGFR con una extensién supe-

rior a 25% (hazard ratio = 7.18, C1 95%, 1.17-46, p = 0.037).

Los resultados de nuestra serie demuestran que la intensidad no es un factor
pronostico independiente, estos resultados se han repetido en el estudio de

Rokita y en el de Mayer.

Estos resultados son inconsistentes con otros estudios que demuestran que la

intensidad es prondstica®' " **. Rego demostro que un aumento en la intensidad
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se asociaba con peor supervivencia libre de enfermedad (hazard ratio (HR):
1.21 (1.03, 1.41); P = 0.019) y con supervivencia global (HR: 1.19 (1.02,
1.39); P= 0.028). Hay pocas hipotesis para explicar la falta de correlacion
entre la intensidad y el pronostico. Por otra parte, hay que tener en cuenta las
variaciones en los métodos técnicos utilizados, por ejemplo, titulaciones
inapropiadas de anticuerpos monoclonales o mAb de diferente afinidad pue-
den afectar la intensidad tincion. También debemos considera que la evalua-

cion de la intensidad es subjetiva por parte del patdlogo que la realiza.

El que el porcentaje de células tumorales que expresan EGFR sea pronostica
e independiente de la intensidad se puede explicar pensando que la expresion
se relaciona con mas cantidad de células malignas y regiones tumorales mas
invasivas que afecten la supervivencia. Los mismo resultados en cuanto a la
extension de la expresion que hemos obtenido estan en el estudio de Rokita
que define que mas del 33% de células tefidas en el tumor es un factor pro-
nostico independiente y en el estudio de Mayer et al. quien encontr6 un punto
de corte de mas de 50% de las células tumorales EGFR positivo un factor

pronostico negativo en pacientes con cancer colorrectal (p=0.01).

Teniendo en cuenta las diferencias descritas hasta ahora seria necesario la
realizacion de una revision sistematica para definir el papel pronostico del
EGFR, mientras tanto lo que nos da mas informacion prondstica es si la ex-

presion es positiva o negativa.

En cuanto a la supervivencia libre de control local nuestro estudio no tiene
diferencias significativas entre el grupo de EGFR positivo vs negativo. Az-
ria®'® obtiene una tasa de supervivencia libre de recurrencia de 94% (95%,
CI, 92-98%) en los tumores positivos para EGFR y 84%(CI 95%, 58-95%)
para los negativos, con una p = 0.06, que no llega a ser significativa aunque
en el andlisis multivariante muestra correlacion con la extension superior a

25% (hazard ratio = 7.18, C1 95%, 1.17-46, P = 0.037.
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En otros modelos clinicos, como en tumores de cabeza y cuello, el control
local disminuiria cuando se sobreexpresa este marcador. Estos hallazgos po-
drian generar la hipotesis de que la radiorresistencia intrinseca podria ser di-

ferente segun el tipo tumoral.

CUAL ES LA MEJOR MANERA DE ANALIZAR EL EGFR

En la discusion de este estudio varios puntos sobre la mejor manera de anali-

zar EGFR:
1. ({Es EGFR un factor predictivo o factor prondstico?

2. Consideramos el EGFR como una marcador positivo o negativo, como se-
ria el caso de los receptores hormonales en cancer de mama que si expresa el
1% lo consideramos positivo o como otros marcadores cuantitativos conti-
nuos medidos por imnunohistoquimica como el Ki67, con lo quedaria pen-

diente definir el punto de corte.

3. De qué manera la heterogeneidad del tumor puede afectar a la interpreta-

cion de los resultados del EGFR.

4. Como se puede mejorar la variabilidad interobservador.

1. Es EGFR un factor predictivo de respuesta o un factor pronés-

tico?

La respuesta a esta pregunta es fundamental para entender el papel de EGFR
y también para la mejor estrategia para resolver la cuestion de que valor de
EGFR es significativo , lo que llamamos punto de corte o cutpoint. En los
ultimos afios, esta cuestion ha sido abordada por varios estudios con resulta-
dos distintos, deberia plantearse la realizacion de una revision sistematica de
los estudios clinicos asi como las consideraciones metodologicas de los mis-

mos seguin REMARK?",
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En nuestro estudio cada aumento del porcentaje de EGFR (extension) implica
peor pronostico, el riesgo ajustado de no estar libre de enfermedad es un 20%
mayor por cada 10% mas de extension. Los efectos van en la misma direc-
cion, una mayor expresion de EGFR est4 vinculada a peor prondstico, y peor

respuesta a la radioterapia neoadyuvante.

Nuestro resultado nos haria pensar que EGFR es una mezcla de un marcador

pronostico y un marcador predictivo.

2. ;Consideramos el EGFR como una marcador positivo o nega-
tivo, como seria el caso de los receptores hormonales en cancer
de mama que si expresa el 1% lo consideramos positivo o como
otros marcadores cuantitativos medidos por imnunohistoqui-
mica como el Ki67, con lo quedaria pendiente definir el punto de

corte?.

En los estudio con resultado significativo para EGFR hay algunos que lo con-
sideran como una variable continua, nuestros resultados apoyan esta situa-
cion. Sin embargo, si nos planteamos el EGFR como una posible diana tera-
péutica, con respecto a las decisiones un marcador continuo es menos ade-
cuado. Hay varios puntos de corte publicados en diversos estudios varian en-
tre el 5% (nuestra serie), y el 25% (Azria), 33% (Rokita), 50% (Mayer). Mien-
tras no se defina el cutpoint deberiamos tener en cuenta si el EGFR es posi-

tivo o negativo.

3. De qué manera la heterogeneidad del tumor puede afectar a la

interpretacion de los resultados de EGFR.

EGFR est4 sujeto a la heterogeneidad intratumoral. Los resultados inmu-
nohistoquimico vienen dado por un solo valor de EGFR, aunque este puede
no ser representativo de todo el tumor, puede no reflejar completamente la

situacion del EGFR en otra zona del tumor.



151

4. Como se puede mejorar la variabilidad interobservador?

Ademas de la variabilidad biolégica del EGFR en el tumor, existe una varia-
bilidad interobservador basadas en diferentes enfoques de evaluacion por di-
ferentes patdlogos. Esta variabilidad ha llevado a un esfuerzo para estandari-

zar EGFR'®® y las guias DAKO, en paralelo a otros marcadores histologico.

Deberia consensuarse la manera de interpretar el EGFR y varios autores ya

han definidos scores, que necesitan ser validados.

Este problema genera dificultad para definir un punto de corte "6ptimo", y
esta variacion deriva en parte de las diferencias interobservador y también de
la heterogeneidad intratumoral. Por lo tanto, aunque el problema de las dife-
rencias del observador se resuelvan la heterogeneidad biologica seguira exis-

tiendo.

Una alternativa seria el andlisis de imagenes automatizado estandarizado,
puede ofrecer una solucidn, ayuda a estandarizar las decisiones micro de diag-
nostico, y el resultado para una imagen histologica dado siempre sera idén-
tica, aunque la seleccion de un campo de vision particular dentro de la seccion

también introducird una cierta variabilidad como se explico anteriormente.

7. De qué manera la variabilidad interobservador afecta a la validez cli-

nica

En resumen, los datos disponibles en EGFR muestra que, por una parte, este
marcador es significativo en algunos de los estudios, mientras que por otro
lado es muy dificil de lograr una evaluacion estandarizada y una alta precision
entre los patologos. Esto plantea la pregunta: ;Cuanta precision es lo que real-

mente necesitamos para obtener resultados clinicamente relevantes?
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NUEVO ENDPOINT SUBROGADO

En este trabajo en primer lugar se ha analizado el EGFR como factor predictor
de respuesta. Cuando publicamos los primeros datos en 2002 nuestro estudio
fue el primero que analiz6 la expresion de EGFR, tanto antes como después
de la irradiacion y comparar los resultados con las variables clinicas y pato-
logicas. Esta claro que los endpoints mas importantes en investigacion en tu-
mores de colorrectal son la supervivencia libre de enfermedad y la supervi-
vencia global. El inconveniente que presentan es que requieres seguimientos
largos lo que contribuye a que los avances cientificos en la investigacion cli-
nica sean lentos. Hoy en dia se esta intentando identificar endpoints a corto
plazo que sirvan como sustitutos de DFS y OS. Estos permitirian mas rapida
determinacion del éxito o el fracaso de una intervencidon experimental y asi
facilitar el descubrimiento cientifico y el progreso que conduce a mejoras de
practica clinica. Los datos de nuestro estudio a 10 afios, hasta ahora los tnicos

resultados existentes con este seguimiento podrian aportar algo.

En los ensayos clinicos sobre el cancer de recto, uno de los endpoints subro-
gado de supervivencia ha sido la la respuesta patoldgica completa (ypCR) a
tratamiento neadyuvante. El porcentaje de respuestas completas patoldgica es
de 11,6% y de respuesta parcial de 40 %. Hay publicados dos metaanalisis
que concluyen que no solo la respuesta completa patologica si no que tam-
bién el descenso de estadificacion (downstaging) son factores prondsticos in-
dependientes de SG en cancer de recto’'” **°. Ademas, hay datos en la biblio-
grafia que confirma que, no sélo la RC, sino también la tasa de respuesta
patologica es un indicador de pronostico favorable para SG, SLE y SLRL
(Supervivencia Libre de Recaida Local). En nuestro estudio hemos visto que
los pacientes que expresan EGFR tienen menor probabilidad de presentar res-
puesta completa y una supervivencia libre de enfermedad y de metéstasis dos

veces menor que si es EGFR negativo. El EGFR expresado en tumores de
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recto implica el no conseguir RCp y realmente al analizar la supervivencia se

ha confirmado un peor prondstico.

Sin embargo, no ocurre lo mismo si analizamos la respuesta parcial, que el 62
% de los pacientes con EGFR positivo no responden frente al 37% de las
EGFR positivos que responden y las diferencias no son significativas

(p=0.7491).

La capacidad de predecir la radiosensibilidad de un tumor es un avance im-

portante en el tratamiento de pacientes con cancer rectal.

Nuestros resultados sugieren que el status de EGFR puede ser un indicador
de la respuesta a la radioterapia. Cuando la expresion de EGFR medida por
inmunohistoquimica es positiva esto se correlaciona con la falta de res-
puesta patologica completa, y por lo tanto puede ser ttil en la seleccion de

un grupo de pacientes de alto riesgo que requiere terapia mas personalizada.

CAMBIO DE LA EXPRESION

Nuestro estudio muestra un acuerdo significativo entre el estatus inicial y post
tratamiento del EGFR. El 76% de los tumores que eran positivos persisten
positivos tras radioterapia preoperatoria frente al 28% de los que eran positi-
vos se negativizan y el 53% de los negativos permanecen como tal frente al
19 % que se positivizan. El grado de acuerdo estadistico por debajo de 30 es

irrelevante.

Cuando comparamos los grupos de paciente con EGFR que se negativiza con
los que se positivizan, las curvas de supervivencia global, no son significati-
vas. No tiene valor prondstico. Lo que nos marca el pronostico en nuestros

resultados es el estatus inicial del EGFR.

Este resultado es el opuesto al de Richter **' que obtiene que un aumento de
la expresion de EGFR durante la radio- quimioterapia puede asociarse con

supervivencia libre de enfermedad (p = 0.003) y supervivencia global mas
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cortas (p = 0.005). Los datos que obtienen son supervivencia libre de enfer-
medad a 5 afios del 61 % en pacientes sin aumento de la expresion frente
29% con aumento de la expresion. Similares resultados obtienen en al super-
vivencia global a 5 afios 66% vs 29%. Resultados dispares con los nuestros
aunque el estudio de Richter tiene tamafio de muestra de 50 pacientes que es
pequeiia y lo que estdn valorando no es el incremento de la expresion del
EGFR si no la intensidad que no consideramos en nuestro estudio como pre-

dictor pronostico.

PROPUESTAS DE FUTURO

Cancer de recto y sus diferencias con el cancer de colon

Tras la realizacion de este estudio me ha surgido la inquietud de que el tumor
de recto es una entidad propia totalmente diferente a los tumores de colon.
Los expertos en el tema concluyen que para control de la enfermedad a dis-
tancia el tratamiento adyuvante del recto se realiza de forma similar al colon.
Sin embargo, tras la realizacién de la reseccion total del mesorrecto y la
realizacion de radioterapia neadyuvante esquema corto o quimiorradioterapia

esquema largo han mejorado los resultados de control local.

Los resultados de nuestro estudio muestran una tasa de fallo locorregional a
10 afios de 7.8 % y una tasa de enfermedad metastasica a distancia de el 23.3
%, datos comparables con los resultados del ensayo alemdn CAO/ ARO/
AIO-94%, Los pacientes afectos de carcinoma rectal, estadio II o III tratados
con radioterapia neoadyuvante e infusiéon de 5-fluorouracilo (5-FU), cirugia
y 4 ciclos 5-FU en bolus adyuvante, proporciona un punto de referencia im-
portante para estos los pacientes: La tasa de fallo locorregional a 10 afios fue
de 7,1% y el 30% de los pacientes tratados con la tratamiento neoadyuvante

presenta enfermedad metastasica a distancia en 10 afos.
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Tanto en nuestro estudio como el CAO /ARO/ AIO-94 la enfermedad a dis-
tancia es la causa mas frecuente de fracaso del tratamiento que lleva a la re-
duccion de DFS. Los indicadores mas fiables de riesgo de metastasis son mar-
gen de reseccion circunferencial positivo, el grado de invasion de la pared
intestinal (estadio T), y el estado de los ganglios linfaticos. Sin embargo, nos
encontramos con pacientes con el misma estadio tumoral y margenes libres
con resultados diferentes. Los resultados obtenidos indican que el EGFR es
un factor pronostico independientes que puede proporcionar informacion pro-
nostica adicional para los pacientes sometidos a quimiorradioterapia adyu-

vante para el cancer de recto localmente avanzado.

Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de la utilizacion de quimio-
terapia adyuvante en cancer de colon demostraron la superioridad del trata-
miento adyuvante 5-FU y leucovorin (LV)** en relacion con la cirugia sola,
y posteriormente el valor de la adicion de oxaliplatino a 5-FU / LV***cabria

esperar los mismos resultados en cancer de recto.

Sin embargo, varios ensayos clinicos que han abordado el uso de quimiotera-
pia adyuvante en pacientes con adenocarcinoma recto tratados con terapia
neoadyuvante no han demostrado un claro beneficio para su uso. Un metaana-
lisis reciente ha evaluado a casi 1.200 pacientes de 4 ensayos aleatorios que
estudiaron el papel de la quimioterapia adyuvante en pacientes con cancer de
recto que se habian sometido radiacion preoperatoria o quimiorradiotera-
pia®®. Sélo 1 de los estudios, lo que contribuy6 el menor nimero de pacientes
para el analisis, incorporada oxaliplatino en el régimen de quimioterapia ad-
yuvante. La quimioterapia adyuvante no produjo ninguna mejoria estadisti-
camente significativa en el control de la enfermedad a distancia o libre de
enfermedad o la supervivencia general. Hubo una tendencia de mejora en la
supervivencia libre de enfermedad con el uso de la quimioterapia adyuvante
solo en los mas altos tumores rectales (tumores de 10 a 15 cm del margen

anal). Mientras los investigadores contintian extrapolando de los datos en el
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cancer de colon, las diferentes guias de consenso tienen diferentes recomen-
daciones sobre el papel de la quimioterapia adyuvante en pacientes con cancer
de recto (por ejemplo, las directrices de la Red Nacional Integral del Cancer
y el segundo informe europeo rectal Conferencia de Consenso de céncer).
Las posible causas de esto son varias y bien descritas en la bibliografia:
1. Una posible causa puede ser el tipo de quimioterapia adyuvante utili-
zada. En 3 de los 4 estudios antes mencionados, solo se utilizo el 5-FU
/ LV o capecitabina como quimierapia adyuvante, en comparacion con
el 5-FU concomitante con oxaliplatino que se utiliza cominmente en el
tratamiento adyuvante del cancer de colon. El ensayo ADORE demues-
tra un beneficio en supervivencia libre de enfermedad con 5-FU/ LV
mas oxaliplatino adyuvante vs 5-FU / sola en pacientes con cancer de
recto resecado estadio patoldgico I o I de LV después de la quimio-

rradioterapia preoperatoria®®

. Es de destacar que el cumplimiento de la
quimioterapia adyuvante fue muy alto en ambos brazos del estudio.

2. Otrarespuesta puede estar en esta cuestion del cumplimiento. Por ejem-
plo, en la EORTC, solo el 43% de los pacientes asignados a recibir qui-
mioterapia postoperatoria recibido el curso previsto de tratamiento ad-

yuvante227

. Los pacientes sometidos a cirugia de cancer de recto pueden
tener retrasos en el inicio de la quimioterapia adyuvante secundarios a
heridas y otras complicaciones postoperatorias que conducen a estan-
cias hospitalarias prolongadas y periodos de recuperacion. Los retrasos
significativos en iniciar la quimioterapia estan asociados con peores re-
sultados de supervivencia en cancer de recto’”. Para solucionar este
problema, los investigadores han comenzado a estudiar el valor de se-
cuenciacidn "terapia sistémica completa" antes de la cirugia™’.

3. Por ultimo, pueden existir diferencias fundamentales en la tumorogé-
nesis y quimiosensibilidad entre colon y tumores rectales, aunque los

datos recientes sugieren que estas estructuras en continuidad comparten

muchas similitudes en el desarrollo del tumor>’.
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Park et®!

ha demostrado que los pacientes que realizan tratamiento neoadyu-
vante y que presentan una respuesta completa tienen altas tasas de supervi-
vencia libre de enfermedad y pocas probabilidades de desarrollar enfermedad
metastasica independiente de la realizacion del uso de la quimioterapia adyu-

Vant6232

. En una actualizacion del ensayo CAO/ ARO/ A1O-94, los pacientes
con una respuesta completa patologica al tratamiento neadyuvante tienen una
incidencia del 10,5% de desarrollar de metéstasis a distancia, en comparacion
con 39,6% en pacientes con mala respuesta histologica (utilizando los crite-

rios Dworak )***

. Ademas cuestiona el papel de la quimioterapia adyuvante y
concluye que la quimioterapia adyuvante no influye en la supervivencia de
los pacientes con cancer de rector tras tratamiento neadyuvante y reseccion
cuando son ypT0-2NO. En esta situacion, afiadir quimioterapia adyuvante ne-

cesita un balance de riego beneficio.

Con las limitaciones de los analisis de datos retrospectiva a tener en cuenta,
nuestros resultados invitan a la reflexion. Una hipotesis generada a partir de
nuestro estudio es que podemos utilizar los resultados de la expresion del
EGFR vy el tipo de respuesta a la terapia neoadyuvante para seleccionar un
grupo de pacientes en los que el riesgo de la progresion de la enfermedad a
distancia es baja y para los que la adicidon de la quimioterapia adyuvante puede
llevar a mas riesgos que beneficios. Dado que nuestros resultados no ofrecen
diferencias respecto al EGFR y respuesta parcial la definicion d pacientes de
bajo riego serian aquellos que no expresen EGFR y tiene una respuesta com-

pleta.

El manejo del cancer rectal estd en un estado de evolucion. La progresion de
la enfermedad a distancia sigue siendo un reto importante para los pacientes
y los oncdlogos y debe ser un foco de investigacion preclinica y clinica con-

tinua.






LIMITACIONES DEL ESTUDIO






RESULTADOS VARIABLES

Tomando en conjunto, estos datos deben ser interpretados con precaucion
cuando se utiliza como justificacion para futuros ensayos prospectivos. El si-
guiente paso en oncologia es identificar marcadores que podrian tener un pa-
pel similar en el pronodstico y prediccion de respuesta a las terapias dirigidas.
Estamos convencidos de que la expresion de EGFR cuantificada por inmu-
nohistoquimica podria ser un buen candidato. Cabe sefialar que los estudios
con cetuximab no encontraron ninguna asociacion entre la extension de la

tincion de EGFR tumor y la probabilidad de una respuesta.

TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA. ANTICUERPO MONOCLO-

NAL UTILIZADO

La inmunohistoquimica tiene limitaciones relacionadas con la reproducibili-
dad y la capacidad de proporcionar informacion cuantitativa. La determina-
cion de la expresion de EGFR en el tumor es variable, asi como las definicio-
nes de lo que significa sobreexpresion alta. Es necesaria una estandarizacion

de como valorar la expresion del EGFR
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CONCLUSIONES






EGFR esta expresado en un 54% de nuestra serie de pacientes con
cancer de recto tratados con radioterapia preoperatoria

EGFR no esta asociado a otras factores clinico patologicos clasicos.
La expresion de EGFR evaluado por imnunohistoaquimica es un fac-
tor predictor de respuesta tras radioterapia preoperatoria con o sin qui-
mioterapia y cirugia para cancer de recto.

La determinacion de EGFR mediante inmunohistoquimica es un fac-
tor pronostico, es predictor de peor supervivencia libre de enfermedad
y supervivencia libre de metastasis de forma significativa y una ten-
dencia a peor supervivencia global.

La determinacion de EGFR postoperatoria mediante inmunohistoqui-
mica de la muestra a diferencia de lo que ocurre en la determinacion
preoperatoria no tiene valor pronostico. Ni tampoco el cambio en la

expresion tras la realizacion de radioterapia.
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CLINICAL INVESTIGATION Rectum

EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR IS A PREDICTOR OF TUMOR
RESPONSE IN LOCALLY ADVANCED RECTAL CANCER PATIENTS
TREATED WITH PREOPERATIVE RADIOTHERAPY

JorDI GIRALT, M.D., Pu.D..* ArRANZAZU ErASO, M.D.,* MANEL ARMENGOL, M.D., Pu.D.,
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Purpose: Epidermal growth factor receptor (EGFR) expression is observed in 50%-70% of colorectal carcino-
mas and is associated with poor prognosis. The aim of this study was to determine the EGFR expression rate in
locally advanced rectal cancer and to analyze whether EGFR expression predicts tumor response to preoperative
radiotherapy.

Methods and Materials: Between December 1997 and October 2000, 45 patients were included. Treatment
consisted of preoperative pelvic radiotherapy and, in 21 patients, 2 courses of 5-fluorouracil leucovorin. Surgical
resection was performed 4-8 weeks later. Immunohistochemistry for EGFR was determined at the preradiation
diagnostic biopsy and in the resected specimens. Immunostaining was performed using EGFR monoclonal
antibody (Biogenex, MU 207-UC). Immunohistochemical staining was evaluated according to extension and
intensity. We defined positive staining (EGFR+) as extension of 5% or more.

Results: Preoperative treatment resulted in pathologic complete remission in 7 patients (15%), downstaging in
13 patients (29%), and no response in 25 patients (56%). EGFR+ was observed in 29 of 45 tumors (64%) and
was associated with neither clinical tumor stage nor clinical nodal stage. The overall response rate was 34% in
EGFR+ patients vs. 62% in those who were EGFR— (p = 0.07). Only 1 of the 7 pathologic complete remission
patients was EGFR+ (p = 0.003).

Conclusions: EGFR is expressed in a significant number of locally advanced rectal tumors. EGFR expression is
an indicator for poor response to preoperative radiotherapy in advanced rectal carcinoma. © 2002 Elsevier

Science Inc.

EGFR, Rectal cancer, Radiotherapy, Prognosis.

INTRODUCTION

Colorectal cancer is one of the most common malignant
diseases, with a death rate second only to lung cancer (1).
Rectal cancer represents 35% of all colorectal carcinomas.
In Stage III-IV rectal cancer, local recurrence occurs in
20%-70% of patients treated with surgery alone. Several
trials have shown that preoperative radiotherapy improves
tumor control and survival rate in selected patients (2, 3).
Pathologic complete response to preoperative radiotherapy
is observed in 4%-30% of patients, and downstaging occurs
in 30%—60% (4—10). Response to preoperative radiother-
apy varies, depending on clinical factors such as tumor
stage, total dose, fractionation schedules, concomitant che-
motherapy treatment, or time between radiation and sur-
gery. Janjan et al. (4, 8) treated 117 patients with preoper-
ative chemoradiotherapy and found that pretreatment tumor

size was the only factor predictive of complete pathologic
response. Multivariate analyses confirmed that response to
preoperative chemoradiotherapy was predictive of improve-
ment in overall survival among patients with locally ad-
vanced rectal cancer. Mohiuddin et al. (9) reported tumor
downstaging after preoperative chemoradiotherapy to be a
significant prognostic factor for local control. Berger et al.
(10) evaluated residual tumor cell density after preoperative
radiotherapy and found higher preoperative dose as the most
favorable predictive marker for tumor downstaging. How-
ever, no factor predictive of complete pathologic response
was reported. There is, therefore, a need to define additional
factors that may help to select therapy.

Research in molecular biology has facilitated the study of
molecular markers as prognostic factors. There are several
reports suggesting that epidermal growth factor receptor
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Table 1. Patient characteristics

No. %
Number of patients 45 100
Age (years) 63.8 (38-85)
Gender (male/female) 32/13
Tumor stage
T2 4 9
T3 35 78
T4 6 13
Nodal stage
NO 20 44
N1-2 25 56
Histopathologic grade
Gl 6 14
G2 34 74
G3 5 12

(EGFR) expression may be associated with a reduction in
survival in primary colorectal cancer (11-13). EGFR is a
member of the tyrosine kinase family. It is a glycoprotein
membrane composed of an extracellular ligand-binding do-
main, a transmembrane lipophilic segment, and an intracel-
lular protein kinase domain with a regulatory segment (14).
After ligand binding, EGFR dimerization occurs, which
produces activation of the intrinsic protein tyrosine kinase
activity. This leads to the activation of a cascade of bio-
chemical and physiologic responses involved in the mito-
genic signal transduction of cells that regulate cell division,
proliferation, and differentiation (15, 16). EGFR is often
expressed at high levels in human cancer and has been
associated with more aggressive tumors (17-20). In colo-
rectal cancer, EGFR is expressed in 50%—-70% of cases and
is associated with poor prognosis. There are no data on the
effect of EGFR expression on response to pelvic radiother-
apy in the preoperative setting.

The aim of this study was to determine EGFR expression
rate in locally advanced rectal cancer and to analyze
whether EGFR expression predicts tumor response in pa-
tients treated with preoperative radiotherapy.

METHODS AND MATERIALS

From September 1997 to December 1999, 45 patients
with locally advanced rectal adenocarcinoma were treated
with preoperative radiotherapy in our institution. There
were 32 males and 13 females with a median age of 64 years
(range: 38—85 years). Patient characteristics are listed in
Table 1. Locally advanced rectal cancer was defined as
tumor extension through the bowel wall or with lymph node
involvement. All patients were distant metastases—free at
diagnosis. Local extension assessment was based on clinical
and/or radiographic evaluations. Diagnostic studies con-
sisted of colorectal endoscopy, presurgical CEA value, pel-
vic CT scan, chest X-ray, and routine laboratory studies.
Patients had histologically confirmed adenocarcinoma of
the rectum, and the inferior margin of the tumor had to be
located no farther than 15 cm from the anal verge. Patients

were staged according to the American Joint Committee on
Cancer Staging.

Preoperative radiotherapy was delivered to the pelvis
with 18-MV photons. Clinical target volume included the
tumor and the entire rectum, the anterior wall of the sacrum
and the posterior wall of the prostate or vagina, and the
following lymph nodes: perirectal, presacral, hypogastric,
obturator, and iliac lymph. The planning target volume
included the clinical target volume plus a 1-1.5-cm margin.
The standard 3 conformal fields, PA and 2 opposed laterals
with wedges, were used. All patients received conventional
fractionation, 1.80 Gy/day, 5 fractions per week to a total
dose of 45 Gy. In 5 patients, a 5.4-Gy boost to the tumor
was given. Twenty-one patients received simultaneous che-
motherapy: 5-fluorouracil (5-FU), 350 mg/square meter i.v.
bolus 1 h before radiotherapy on Days 1-5 and Days 29-33;
and leucovorin calcium, 20 mg/square meter i.v. bolus im-
mediately before each dose of 5-FU. Patients were restaged
by physical examination, pelvic CT, chest X-ray, and blood
chemistries between 4 and 6 weeks later. Subsequently, all
patients underwent surgery with 26 having low anterior
resection (58%) and 19 abdominoperineal removal (42%).
In all cases, a total mesorectal resection was performed. A
pathologic study of the surgical specimen was performed,
and tumor was pathologically staged according to UICC
criteria. The median time between radiotherapy and surgery
was 33 days.

Immunohistochemical assay

Paraffin-embedded blocks of diagnostic biopsies and sur-
gical specimens were cut in 5-um sections. Sections of the
tissue blocks were deparaffined with xylene and rehydrated.
Endogenous peroxidase activity was blocked with 0.2%
hydrogen peroxidase solution, and nonspecific labeling was
blocked in serum blocking solution. Sections were incu-
bated in complete medium for 1 h at room temperature with
EGFR rabbit monoclonal antibody (MU 207-UC; Biogenex,
San Ramon, CA) at a dilution of 1:20 (v/v). As a negative
control, the primary antibody was omitted and replaced with
phosphate-buffered saline. The reaction was revealed by the
avidin-biotin complex peroxidase method (ABC Elite kit,
Vector Burlingame, CA) followed by staining with the
peroxidase substrate 3.3 diaminobenzidine tetrachloride
(DAB; Sigma GmbH, Deisenhofen, Germany). The slides
were counterstained with 50% hematoxylin. Human skin
tissue was used as a positive control for EGFR expression.

Specimens were examined by light microscopy. All
slides were assessed for EGFR expression by two trained
histopathologists masked to tumor response to pelvic radio-
therapy. Immunohistochemical results were evaluated ac-
cording to extension and intensity. Extension was defined as
the positive tumor cell percentage. A score of 1 to 5 was
assigned according to the percentage of positively stained
tumor cells: 1 = positive staining less than 5%, 2 = 5%—
25%, 3 = 25%-50%, 4 = 50%-75%, and 5 = >75%.
Staining intensity was graded qualitatively as 0 = not
detectable, 1 = weak, 2 = moderate, 3 = intense. EGFR
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Fig. 1. Immunohistochemistry for EGFR in colorectal cancer: (1) Strong positivity of tumor cells in endoscopic biopsy
(X20). (2) Positive immunoexpression in residual tumor postradiotherapy, and (3) Its negative control (X20). (4) Weak
positive immunoexpression in isolated tumor cells postradiotherapy (X250). (5) Higher immunoreactivity in residual
tumor nest (X100). (6) Membrane-positive immunoexpression for EPGF in tumor cells (X400).

was said to have positive staining (EGFR+) when extension
was 5% or more (score 2—4). When the extension was less
than 5% (score 1), staining was considered negative
(EGFR—). Figure 1 shows some examples of immunohis-
tochemical staining and evaluation. The interobserver vari-
ability between the two pathologists was 95%.

Statistical analyses

Possible associations between EGFR immunoexpression
and clinical/histopathologic characteristics were determined
using the chi-square test. Fisher’s exact test was used in a
four-field table when the number of cases was fewer than
10. To study whether gender, tumor location, tumor stage,
lymph node stage, tumor differentiation, and EGFR status
were independent predictors of pathologic complete re-
sponse, a multivariate stepwise logistic regression model
was constructed. Data analyses were performed with the
SPSS statistical software package (SPSS, Inc., Chicago, IL).
The significance level (« level) was p = 0.05 in all statis-
tical analyses used in this study.

RESULTS

Twenty patients responded to pelvic preoperative radio-
therapy. Seven patients achieved pathologic complete re-
sponse with no residual tumor in the resected specimen, and
13 patients were downstaged. No residual tumor was found
in the lymph nodes of 11 of the 25 patients with initial node
involvement. In our series, EGFR proved to be positive in
29 biopsies, so the EGFR expression rate was 64%. In 18
biopsies, EGFR extension was greater than 75%; in 6 cases,
it was between 25% and 75%; and in 4 cases, it was between
5% and 25%. Intensity was Grade 1 in 13 biopsies, Grade 2
in 7, and Grade 3 in 9.

Table 2 shows the association between EGFR expression
at biopsy and clinical characteristics. No significant differ-
ences were found in gender, tumor location, tumor stage,
lymph node stage, tumor differentiation, or treatment with
chemotherapy. However, differences were found when we
looked at the response rate. Response to pelvic radiotherapy
was observed in 62% of the EGFR — patients and in 44% of
those with EGFR+ (p = 0.07). This association is of
borderline significance. Only 1 of the 29 EGFR+ patients
achieved pathologic complete response (3%), in comparison
with 38% (6/16) of the EGFR— patients (p = 0.003). The
multivariate analysis found the only significant predictor of
pathologic complete remission to be EGFR status, with an
odds ratio (95% CI) of 0.06 (range: 0.006-0.557), p =
0.013. There is a clear link between positive EGFR expres-
sion and lack of pathologic complete response. At 29.4
months of follow-up, 13 patients have relapsed: 9 of the 29
EGFR+ patients (31%) and 4 of the 16 who were EGFR—
(25%). Longer follow-up is required to determine whether
EGFR expression is a prognostic factor for either recurrence
and/or survival.

EGFR expression was evaluated also in the surgical spec-
imens of 38 patients. The remaining 7 patients achieved
complete response and were therefore not assessed for
EGFR expression. Of the 38 specimens studied, 31 were
found to be positive and 7 negative. On comparing expres-
sion in the biopsy samples with that of the surgical speci-
mens, we found that 25 EGFR+ biopsy samples remained
positive in the surgical specimens, and only 3 became
negative; in 1 sample, no tumor was found. Of the 14
EGFR— biopsy samples we examined, only 4 remained
negative, whereas 6 became positive; in 6 samples, no
tumor was found (Table 3).
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Table 2. EGFR expression vs. clinical variables

EGFR+ EGFR— p value
No No. Rate No. Rate
Total 45 29 64% 16 36%
Gender
Male 32 22 75% 10 62%
Female 13 7 25% 6 38% 0.494
Tumor stage
T2-T3 39 25 86% 14 87%
T4 6 4 14% 2 13% 0.903
Nodal stage
NO 20 13 45% 7 43%
N1-N2 25 16 55% 9 57% 0.944
Chemotherapy
Yes 21 13 45% 8 50%
No 24 16 55% 8 50% 0.739
Clinical response
Yes 20 10 34% 10 62%
No 25 19 66% 6 38% 0.07
Pathologic response
Yes 7 1 3% 6 38%
No 38 28 97% 10 62% 0.003
DISCUSSION (20). Other investigators evaluated EGFR expression in

To our knowledge, this is the first study to address EGFR
expression both before and after irradiation and to compare
the findings with clinical and pathologic variables. The
ability to predict which patients are likely to respond to
radiotherapy is a major advance in the management of rectal
cancer patients. Our results suggest that EGFR status may
well be an indicator of response to radiotherapy. Positive
EGFR staining correlates with a lack of pathologic complete
response, and may therefore be useful in selecting a group
of high-risk patients requiring more tailored therapy.

EGFR expression has been implicated in a wide variety
of human carcinomas. In breast cancer, EGFR protein ex-
pression has been correlated with poor prognosis (17) and
nonresponse to endocrine therapy (18). Grandis et al. (19)
quantified EGFR levels in head-and-neck squamous cell
carcinomas and found that they predicted disease-free and
cause-specific survival. EGFR amplification was found also
to be an independent predictor of prolonged survival in
patients older than 60 years with glioblastoma multiforme

Table 3. Modification of EGFR expression by preoperative

radiotherapy

Surgical
Biopsy No. specimen No. %
EGFR+ 29 EGFR+ 25 86
EGFR— 3 10
pCR 1 4
EGFR— 16 EGFR— 4 24
EGFR+ 6 38
pCR 6 38

Abbreviation: pCR = pathologic complete remission.

resected colorectal cancer. Steele et al. (11) assessed EGFR
expression in 50 cases of invasive colorectal cancer using
immunohistochemistry. Positive staining was confined to
the neoplastic cells in all cases, although in 5, it was barely
discernible to the eye. Furthermore, Dukes’ C tumors were
found to exhibit significantly higher EGFR levels than
Dukes” A or B, and it was concluded that high EGFR
expression is associated with poor prognosis. Yasui et al.
(12) examined 8 colonic carcinoma specimens using West-
ern blotting and observed EGFR expression in 7 tumors.
Mayer et al. (13) found 72 cases of EGFR-positive expres-
sion in 82 resected colorectal adenocarcinomas (88%). The
extent of EGFR expression revealed significant differences
in survival times: Patients with more than 50% stained
tumor cells had poorer prognosis than those with less than
50% staining (p < 0.01). Radinsky et al. found that in-
creased tumor EGFR mRNA levels were associated with a
higher incidence of liver metastases (21). Although we have
been unable to correlate EGFR expression with survival
parameters, we have found a clear association with treat-
ment response, which is itself an important prognostic factor
(8, 9). However, longer follow-up may be instrumental in
clarifying whether EGFR expression is predictive of survival.

Tumor radiosensitivity detection has long interested both
clinical and basic researchers as a selection tool. However,
to date most investigators have found little relationship
between clinical features such as tumor size or stage and
tumor radiosensitivity. In vitro studies have suggested that
pS3 and p21 status may play an important role in determin-
ing the radiosensitivity of tumors through the apoptosis
pathway (22-24). There is also evidence that radiation stim-
ulates proliferation by release of TGF-a (25). Schmidtr-
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Ullrich et al. (26) have reported that cell survival and
repopulation may be regulated by the activation and expres-
sion of EGFR/TGF-« that is induced after radiation. The
ability of EGFR expression to predict tumor response to
radiotherapy has also been proven in clinical studies.
Hickey et al. (27) analyzed EGFR expression in 14 chemo-
radiotherapy-treated esophageal squamous cell carcinomas
and found a statistically significant relationship between
EGFR expression and lack of response to chemoradiother-
apy. Bensadoun et al. (28) evaluated 92 unresectable pha-
ryngeal carcinoma patients treated with b.i.d. radiotherapy
and concomitant chemotherapy (3 courses of cisplatin
5-FU). The EGFR expression at pretreatment biopsy was a
significant prognostic factor for response, disease-free sur-
vival, and overall survival, suggesting that EGFR expres-
sion may be an important marker for tumor radiosensitivity.
Our results agree with these findings.

We believe this is the first study to determine EGFR
expression both at pretreatment biopsy and in the surgical
specimen. In our study, most of the EGFR+ biopsies con-
tinued to be positive in the surgical specimen, and only 11%
became negative. When we examined the 14 EGFR biopsy
samples, only 4 remained negative, whereas 6 became pos-
itive; in 6 samples, no tumor was found. Exposure of human
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cancer cells to ionizing radiation activates EGFR, which, in
turn, mediates a cytoprotective response that reduces the
cells’ sensitivity to radiation. Lammering et al. (29) con-
cluded that radiation-induced EGFR activation contributes,
at least in part, to the mechanism of accelerated prolifera-
tion. This cellular proliferation response during repeated
radiation leads to increased renewal of tumor clonogens.
Thus, preoperative radiotherapy may be able to eradicate
EGFR— tumor cells, whereas EGFR+ tumor cells may
remain active, because of their radioresistance. This may
explain why expression became positive in 6 of the 16
EGFR — surgical specimens.

In summary, our study indicates that EGFR expression at
the diagnostic biopsy of locally advanced rectal cancer
treated with radiotherapy may serve as an important predic-
tor of pathologic complete response to preoperative treat-
ment. In the present study, EGFR+ expression was ob-
served in a significant number of cases and was associated
with a lack of pathologic complete response. Therefore,
we considered that analysis of EGFR expression might be
helpful in determining a subgroup of high-risk patients
requiring more customized therapeutic modalities against
this receptor, such as monoclonal antibodies or tyrosine
kinase inhibitors.
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Abstract

Background and purpose: Expression of epidermal growth factor receptor (EGFR) is observed in 50-70% of colorectal carcinoma and is
associated with poor prognosis. The aim of this study was to determine the prognostic value of EGFR status before radiotherapy in a group of
patients with locally advanced rectal cancer treated with preoperative radiotherapy.

Patients and methods: Eighty-seven patients were studied retrospectively. Treatment consisted of pelvic radiotherapy, in 50 patients with
concomitant chemotherapy and surgical resection. Immunohistochemistry for EGFR was determined at the preradiation biopsy and in the
resected specimens. Immunohistochemical analysis for EGFR expression was evaluated according to extension and staining intensity. We
defined positive staining (EGFR positive), when extension was 5% or more.

Results: A total of 52 of 87 tumors showed EGFR positive status at biopsy (60%) and EGFR expression was associated neither with clinical
tumor stage nor with clinical nodal stage. EGFR positive expression was linked to a lack of pathologic complete response to preoperative
radiotherapy (P=0.006). Disease-free survival was lower among patients with EGFR positive status before radiotherapy (P=0.003). In a
multivariate analysis EGFR expression at biopsy was a statistically significant predictor of disease-free survival, RR =2.88 (1.1-7.8), P=0.036.

Conclusions: EGFR is expressed in a significant number of rectal tumors. EGFR-positive expression before radiotherapy is an indicator for
poor response and low disease-free survival.
© 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: EGFR; Rectal cancer; Radiotherapy; Prognosis

1. Introduction carcinomas [8]. In stage locally-advanced rectal cancer
treated with surgery alone local recurrence occurs in

Colorectal cancer is the second cause of cancer death, 20-60% of patients. In this group of patients adjuvant
rectal cancer accounting for 35% of all colorectal chemo-radiotherapy improves local control and survival

[23]. Several research groups have studied the benefits of

¥ Corresponding author. preoperative radiotherapy with or without chemotherapy.

0167-8140/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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When comparing the benefits of neoadjuvant treatment
versus adjuvant, neoadjuvant approaches decreases tumor
bulk, enhances sphincter preservation and reduces acute
toxicity [21]. Preoperative pelvic radiotherapy produces
4-30% pathologic complete response and downstaging in
30-60% of cases [3,5,14,15,22,28]. Response to preopera-
tive radiotherapy varies depending on clinical factors such
as tumor stage, total dose, fractionation schedules, con-
comitant chemotherapy treatment or time between radiation
and surgery. Tumor size and pathologic complete response
are well-established prognostic factors for local control and
disease-free survival [3,14,28]. Downstaging and tumor cell
density after preoperative radiotherapy have been correlated
with complete pathologic response, although these results
have to be confirmed in prospective trials [3,22]. There is,
therefore, a need to define additional factors that may help to
select therapy.

In the recent years, biological prognostic factors have
been incorporated into clinical practice. Identifying a
biological marker of aggressive disease would help not
only to select high-risk patients, but also to develop novel
strategies in the management of advanced rectal cancer.
Some of the biological factors most studied are p53 and K-
ras gene mutations, microsatellite instability, cell prolifer-
ation-related markers and epidermal growth factor receptor
(EGFR). Several reports have suggested that EGFR
expression may be associated with shorter survival in
primary colorectal cancer [10,16,19,27,32]. EGFR is a
member of the type I tyrosine kinase family that is often
expressed at high levels in human cancer and has been
associated with more aggressive tumors [7]. In colorectal
cancer, EGFR is expressed in 50-70% of cases and is
associated with poor prognosis. In a previous study we
reported that 64% of locally advanced rectal cancer patients
expressed EGFR at the diagnostic biopsy and EGFR
positive expression was associated with a statistically
significant reduction in the rate of pathologic complete
response to preoperative radiotherapy [9]. The aim of the
present study is to assess the prognostic value of EGFR
expression in locally advanced rectal cancer patients treated
with preoperative radiotherapy.

2. Patients and methods
2.1. Patients

This is a retrospective study composed of 87 patients
treated between January 1998 and August 2001, in three
Spanish Institutions. Criteria for patient inclusion were as
follows: (1) histologically confirmed diagnosis of adeno-
carcinoma of the rectum, with the inferior margin of the
tumor being no farther than 15 cm from the anal verge,
(2) clinically staged locally advanced rectal cancer,
(3) treatment with preoperative radiotherapy with or without
simultaneous chemotherapy followed by surgical resection,

and (4) availability of tissue samples of the diagnostic
biopsy and tumor specimen for review and immunostaining.
Locally advanced rectal cancer was defined as tumor
extension through the bowel wall or with lymph node
involvement. All patients were distant metastases-free at
diagnosis. Local extension assessment was based on
clinical, and/or radiographic evaluations. Diagnostic studies
consisted of colorectal endoscopy, presurgical carcinoem-
bryonic antigen value, endorectal ultrasound, pelvic CT
scan, chest X-ray and routine laboratory studies. There were
64 males and 23 females with a median age of 66+ 11.4
years (range 34-92). Patients’ characteristics are listed in
Table 1. Archival tissue samples from the tumors were
obtained from the local pathology departments, with the
approval of the Hospital Vall d’Hebron Ethical Committee.

Preoperative radiotherapy was delivered to the pelvis
with 18 MV photons. Clinical target volume included the
tumor and the rectum, the anterior wall of the sacrum and
the posterior wall of the prostate or vagina as well as the
following lymph nodes: perirectal, presacral, hypogastric,
obturator and iliac. The standard three conformal fields, PA
and two opposed laterals with wedges were used. All
patients received conventional fractionation, 1.80 Gy/day, 5
fractions per week to a total dose of 45 Gy. In 8 patients, a
5.4 Gy boost to the tumor was given. Fifty patients received
simultaneous chemotherapy. Two schedules were used: in
33 patients, 2 courses of 5-FU (350 mg/m? iv bolus 1 h prior
to radiotherapy on days 1 through 5 and on days 29 through
33) and leucovorin calcium (20 mg/m? iv bolus immediately
before each dose of 5-FU). Seventeen were treated with oral
fluoropirimides UFT 500 mg/day and leucovorin
60 mg/day, daily during radiotherapy. Patients were
restaged by physical examination, pelvic CT, chest X-ray
and blood chemistries, between 4 and 8 weeks later.
Subsequently, all patients underwent surgery; 51 having
low anterior resection (58%) and 36-abdominoperineal
removal (42%). In all cases, a total mesorectal resection
was performed. Pathologic study of the surgical specimen
was performed and tumor was pathologically staged
according to UICC criteria. The median time between
radiotherapy and surgery was 52 days (range 34-68 days).

2.2. Immunohistochemical assay for the presence of EGFR

Paraffin-embedded blocks of diagnostic biopsies and
primary tumor of the surgical specimens were cut in 5 pm
sections. Sections of the tissue blocks were deparaffined with
xylene and rehydrated. Endogenous peroxidase activity was
blocked with 0.2% hydrogen peroxidase solution and non-
specific labeling was blocked in serum blocking solution.
Sections were incubated in complete medium for 1 h at room
temperature with EGFR rabbit monoclonal antibody (MU
207-UC; Biogenex, San Ramon, CA) at a dilution of 1:20
(v/v). As anegative control the primary antibody was omitted
and replaced with phosphate-buffered saline The reaction
was revealed by the avidin-biotin complex peroxidase
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Table 1
Patient’s characteristics and EGFR status before radiotherapy by clinical variables
Total EGFR- EGFR +
No. % No. % No. % P
Total 87 100 35 40 52 60
Gender
Male 64 74 28 44 36 56 0.26
Female 23 26 7 30 16 70
Age
<60 years 25 29 10 40 15 60 0.98
>60 years 62 71 25 40 37 60
Performance status
0 42 48 19 45 23 55 0.36
1-2 45 52 16 35 29 65
Tumor stage
T2 6 7 3 50 3 50
T3 69 79 29 42 40 58 0.47
T4 12 14 3 25 9 75
Differentiation grade
Grade 1 16 21 7 44 9 56
Grade 2 53 67 20 38 33 62 0.91
Grade 3 10 12 4 40 6 60
Not evaluable 8 -
Nodal stage
NO 50 58 30 60 20 40 0.96
N1-2 37 42 22 59 15 41
Pathologic response
Yes 10 11 8 80 2 20 0.006
No 71 89 27 35 50 65
Pathologic lymph nodes
Yes 25 29 19 76 6 24 0.059
No 62 71 33 53 29 47

method (ABC Elite kit, Vector Burlingame, CA) followed by
staining with the peroxidase substrate 3.3 diaminobenzidine
tetrachloride (DAB; Sigma GmbH, Deisenhofen, Germany).
The slides were counterstained with 50% hematoxylin.
Human skin tissue was used as a positive control for EGFR
expression.

Specimens were examined by light microscopy. All slides
were assessed for EGFR expression by two trained
histopathologists masked to tumor response to pelvic radio-
therapy. Immunohistochemical results were evaluated
according to extension and intensity. Extension was defined
as the positive tumor cell percentage. A score of one to
five was assigned according to the percentage of
positively stained tumor cells: 1=positive staining less
than 5%; 2=5-25%; 3=25-50%; 4=50-75%; 5= >75%.
Staining intensity was graded qualitatively as O=not
detectable, 1 =weak; 2=moderate; 3 =intense. EGFR was
said to have positive staining (EGFR positive) when
extension was 5% or more [4]. When the extension was
less than 5% (score 1) it was considered as negative staining
(EGFR negative). We defined highly positive expression
when extension was > 50% and/or grade 3 intensity
(EGFR>50). Fig. 1 shows some examples of immunohis-
tochemical staining and evaluation. All immunohistochem-
ical assays were performed in the same department of
pathology.

2.3. Statistical analysis

Possible associations between EGFR immunoexpression
and clinical/histopathologic characteristics were determined
using the Fisher’s exact test. Follow-up time and time to
recurrence were calculated from the date of starting
treatment to the date of relevant outcome or last control.
Disease-free survival (DFS) was calculated as the interval
between the date of starting treatment and the date of the
first recurrence of disease (local relapse or distant
metastases) or last follow-up. Local control and metas-
tases-free survival were defined as the interval between the
date of starting treatment and the date of local relapse or
distant metastases respectively. Overall survival (OS), DFS,
local control, and metastases-free survival were calculated
according to Kaplan—Meier method. Analyses for the
association between variables and local failure, distant
metastases, DFS and overall OS were conducted using Cox
regression. To determine whether EGFR expression was an
independent factor for DFS, the Cox proportional hazards
regression model was used. EGFR expression and relevant
co variables were assembled in a database and analyzed
using the SPSS statistical software package (SPSS V.11.0,
Inc., Chicago, IL). All tests of statistical significance used in
this study were two-sided and the significance level (a level)
was P=0.05.
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Fig. 1. Immunoshistochemistry for EGFR in rectal cancer: (A) Slight positivity in 50% of tumor cells (see arrows) (DAB100X). (B) Mild positivity in 80-90%
(DAB100X). (C) Strong EGFR tumor immunoexpression in 100% (T). No immunohistochemical expression in adjacent normal mucosa (N) (DAB100X). (D)

EGFR expression with characteristic membrane immunostaining (DAB400X).

3. Results

3.1. Descriptive analyses

Thirty-seven patients responded to preoperative radio-
therapy and 10 patients achieved pathologic complete
response. At surgery, 25 patients presented positive lymph’s
nodes, the mean number of involved nodes being 3.2. A
total of nine patients experienced loco regional recurrence;
one in the anastomosis, four presacral and four in the pelvis.
Twenty-four patients presented distant metastases; 10 in the
liver, nine in the lungs, three in liver and lungs, one in bone
and one in the retroperitoneal lymph’s nodes. Fifty-seven
patients remained disease-free. Nineteen patients died
during the follow-up period; 15 for tumor progression,
one in the post-operative period and three for other causes;
one pneumonia, one natural and one unknown. The median
follow-up time was 36 months.

In our series, EGFR proved to be positive in 52
diagnostic biopsies giving an EGFR positive expression
rate of 60%. In 28 biopsies EGFR extension was greater
than 75%, in 13 cases it was between 25 and 75% and in 11
cases lower than 25%. Intensity was: grade 1 in 25 biopsies,
grade 2 in 15 and grade 3 in 12. Thirty-eight had patients
highly positive staining. Table 1 shows the link between
EGFR expression at biopsy and clinical characteristics.
EGFR positive expression was not associated with any of
the following variables: gender, age, performance status,
tumor stage, lymph node stage or lymph node status at
surgery.

EGFR expression was also analyzed in the surgical
specimens of 77 patients. The remaining 10 patients achieved
complete response and were therefore not assessable. Of the
77 specimens studied, 53 were found to be positive (61%)
and 23 negative. On comparing expression in the biopsy
samples with that of the surgical specimens, we found that of
the 54 EGFR positive biopsies, 43 samples remained positive
in the surgical specimens (82%) and 8 became negative
(15%); no tumor was found in 2 samples. When we examined
the 42 EGFR negative biopsy samples, only 15 remained
negative (36%), while 11 became positive (26%) and no
tumor was found in 8 samples.

3.2. Predictors for treatment response

None of the following factors were found to predict
treatment response: age, gender, tumor location, tumor
stage, lymph node stage or lymph node status at surgery.
Only EGFR expression at biopsy showed a statistically
significant association with treatment response. Two of the
52 EGFR-positive patients achieved pathologic complete
response (4%), in comparison with 23% (8/35) of the EGFR
negative patients (P=0.006). There is therefore a clear link
between positive EGFR expression and lack of pathologic
complete response.

3.3. Outcome

EGFR expression at biopsy had a strong association with
DFS. Patients with EGFR positive expression had
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significantly shorter DFS than those with EGFR negative
expression (P=0.003), however, no differences were found
in overall survival. Results of the log-rank test for
associations between clinico-pathologic variables and DFS
are listed in Table 2 and survival curves are shown in Fig. 2.
Log-rank statistics for local control show no significant
association with EGFR positivity (P=0.19). Seven of the
54 EGFR positive tumors relapsed locally (13%) in
comparison with the 5% relapse rate in the EGFR negative
tumors (2 of 42). However, EGFR positive tumors were
more likely to recur distantly, with 14% of EGFR negative
tumors (six of 42) recurring distantly versus 43% (22 of 54)
of EGFR positive tumors (P=0.002). We also have
analyzed the prognostic value of EGFR >50, positive
expression was associated with a shorted DFS; P <0.001.

On examining EGFR status in the surgical specimen DFS
of EGFR positive patients was found to be shorter than that
of EGFR negative patients, although differences were not
statistically significant (P=0.17).

The Cox proportional hazards model for DFS included
all 87 patients. EGFR expression, tumor stage, treatment
and gender were entered into the model. EGFR status was
found to be an independent predictor for DFS with a RR=
2.88; 95% CI, 1.07-7.75; P=0.036 (Table 3).

4. Discussion

This study addresses whether EGFR status before
radiotherapy by immunohistochemical staining in rectal
cancer patients treated with preoperative radiotherapy is a
prognostic factor for survival. EGFR expression was also
compared with the established prognostic factors in this
group of patients. The ability to predict which patients are
likely to respond to treatment is a major advance in the
management of cancer patients. In this study, to our
knowledge the first of this kind, a uniform cohort of patients
with locally advanced rectal adenocarcinoma treated with
neoadjuvant radiotherapy was analyzed. This is a retro-
spective study in which different preoperative treatments
were used, but the cohort is homogenous in the participating
three hospitals and the clinical findings are consistent with
results published in the literature [3,5,14,15,28]. Treatment
consisted of preoperative radiotherapy, with concurrent
chemotherapy in many cases, and surgical resection. EGFR
positive tumors were found to have more likely a lack of
response to neoadjuvant treatment, but more importantly,
EGFR positive expression was associated with a shorter
disease-free survival. In our series, the comparison of EGFR
status with the standard clinical pathologic prognostic
factors showed that EGFR status was a strong predictor of

Table 2
Bivariate analysis of various clinical factors predicting treatment outcome
Total Recurrence Risk ratio 95% CI P*
No. % No. %

Sex

Male 64 74 15 34 1

Female 23 26 11 48 2.65 1.21 5.80 0.019
Tumor Stage

T2-T3 75 86 20 27 1

T4 12 14 6 50 2.39 0.96 5.96 0.08
Differentiation grade

Grade 1 16 19 5 31 1 0.93

Grade 2 53 57 16 30 0.83 0.30 2.26

Grade 3 10 14 3 33 0.93 0.22 3.88
Nodal stage

NO 50 58 13 26 1

NI1-2 37 42 13 35 1.19 0.55 2.57 0.66
Treatment

Radiother- 37 42 17 46 1
apy

RT-CT 50 58 9 19 0.30 0.13 0.68 0.003
Pathologic Response

Yes 10 11 1 10 1

No 77 89 25 34 0.98 0.04 2.20 0.149
Pathologic nodes

Negative 25 29 11 46 1

Positive 62 71 15 24 2.26 1.04 4.92 0.047
EGFR at biopsy

Positive 52 60 21 41 3.73 1.40 9.92 0.003

Negative 35 40 5 14 1
EGFR >50

Positive 38 44 12 41 10.86 1.40 84.22 <0.001

Negative 49 56 1 1

*Univariate Cox regression.
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Fig. 2. Kaplan—Meier survival curves for disease-free, local control, metastases-free and with respect to EGFR status before radiotherapy and DFS in

EGFR >50.

outcome and may therefore be useful in selecting a group of
high-risk patients requiring more tailored therapy.

EGFR is now recognized as an important target for
investigation because of the prognostic significance of its
expression in a wide variety of tumors and its possible
implication for selective therapies. A positive correlation of
EGFR status determined by immunohistochemical staining
has been implicated in many human carcinomas. In breast
cancer, EGFR protein expression has been associated with
poor prognosis [29] and non-response to endocrine therapy
[24]. Grandis et al. [11] quantified EGFR levels in head and
neck squamous cell carcinomas and found that they
predicted disease-free and cause-specific survival. Ang
et al. [2] studied EGFR expression in 155 patients enrolled
in a phase IIl randomized trial, who were treated with
conventional radiotherapy. EGFR expression was a robust
predictor of survival and local control. EGFR amplification
was also found to be an independent predictor of prolonged
survival in patients older than 60 years with glioblastoma
multiforme [31]. In prostate cancer, EGFR expression
correlates with disease relapse and progression to andro-
gen-independence [6].

So far, the available data support a role for EGFR
expression in the development of colorectal carcinoma.
Although some negative results were reported, most
investigators have shown that EGFR levels correlate with
more aggressive disease and a poorer prognosis. Steele et al.
[32] assessed EGFR expression in 50 cases of invasive
colorectal cancer using immunohistochemistry. Dukes’ C
tumors were found to exhibit significantly higher EGFR
levels than Dukes’ A or B and it was concluded that high
EGFR expression is associated with poor prognosis. Mayer
et al. [19] found 72 cases of EGFR positive expression in 82
resected colorectal adenocarcinomas (88%). The extent of

Table 3
Multivariate analyses for disease-free survival

Risk ratio 95% CI P
Treatment 0.35 0.15 0.79 0.012
Gender 241 1.10 5.31 0.029
EGFR 2.88 1.07 7.75 0.036
expression
at biopsy

Basal category: radiochemotherapy; male; EGFR negative.
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EGFR expression revealed significant differences in survi-
val times; patients with more than 50% stained tumor cells
had poorer prognosis than those with less than 50% staining
(P<0.01). Radinsky et al. [27] found that increased tumor
EGFR mRNA levels were associated with a higher
incidence of liver metastases. Goldstein et al. [10] analyzed
EGFR status in 102 patients with metastatic colon
adenocarcinoma and found EGFR reactivity in 75%of
cases. EGFR reactivity appeared to have the strongest
correlation in the deep regions of colon adenocarcinoma and
closer correlation with survival length. Not all investigators
reported a significant link between EGFR status and
outcome. McKay et al. [20] found EGFR expression did
not influence prognosis in a cohort of 249 colorectal
adenocarcinomas patients. Khorama et al. [16] analyzed
EGFR expression in 131 consecutive stage II-III colon
carcinoma patients treated with surgical resection. High
grades of EGFR expression were found to be associated
with a non-statistically significant trend toward worsen
survival.

There are no data regarding EGFR expression in a study
population composed exclusively of rectal cancer patients.
When comparing patterns of relapse between colon and
rectal tumors, the latter has a higher incidence of local
failure. In our series, the local relapse rate was 9%. EGFR
positive expression was not associated with greater local
relapse rate. We are not aware whether this lack of
association was due to the small number of local relapses
that could have masked this association or whether EGFR
expression really does not predict local relapse. Ang
analyzed EGFR expression in advanced head and neck
cancer patients treated with radiotherapy alone and found
EGFR to be a robust predictor for local relapse but not for
distant metastases [2]. Contrary to Ang, our data suggest
that EGFR expression is a predictor for distant metastases.
A possible explanation is that EGFR expression may
identify resistance to radiochemotherapy. This resistance
could be expressed in some tumors as local failure and in
others as distant failure. Experimental data show EGFR
expression to be the strongest indicator of cellular radio-
resistance in vitro [30]. This association has also been
shown in vivo, Akimoto et al. reported an inverse
relationship between EGFR expression and radiocurability
of murine carcinomas [1]. The ability of EGFR expression
to predict tumor response to radiochemotherapy has also
been proven in clinical studies. Hickey [13] analyzed EGFR
expression in 14 chemoradiotherapy-treated esophageal
squamous cell carcinomas and found a statistically signifi-
cant relationship between EGFR expression and lack of
response to chemoradiotherapy. Magne et al. [18] evaluated
77 unresectable pharyngeal carcinoma patients treated with
radiotherapy, two fractions per day, and concomitant
chemotherapy (three courses of cisplatin-SFU). The EGFR
expression at pretreatment biopsy was a significant prog-
nostic factor for response suggesting that EGFR expression
may be an important marker for tumor radio sensitivity.

We have determined EGFR expression both at pretreat-
ment biopsy and in the surgical specimen. In our study, most
of the EGFR positive biopsies continued to be positive in the
surgical specimen. When we examined the 42 EGFR
negative biopsy samples, only 23 remained negative,
while 11 became positive and no tumor was found in 8.
Our hypothesis is that EGFR expression was changed by
treatment selection. Exposure of human cancer cells to
radiation activates EGFR, which, mediates a cytoprotective
response reducing the cells’ sensitivity to radiation [17].
EGFR activation mediates clonogen repopulation. A
temporary coincidence of increasing EGFR expression
and clonogenic repopulation has been shown in experimen-
tal tumors [25]. Interestingly EGFR expression analyzed in
surgical specimens does not predict disease-free survival,
suggesting that treatment may modify the predictive value
of EGFR expression. Others investigators had evaluated
EGFR expression after treatment. Hermes et al. [12] studied
EGFR expression before and during androgen-indepen-
dence in 106 prostate carcinoma patients. Changes in the
EGFR expression occurred in the two opposite directions:
negativity changed to positivity and vice versa. Expression
of cell cycle regulatory proteins (p21V*", p27XiP! p53,
cyclin D3 and Ki-67) in breast carcinomas before and after
preoperative chemotherapy were evaluated by Pohl [26]. All
proteins presented changes in the expression after treatment.
Treatment can modify EGFR expression and the signifi-
cance of this change should be evaluated in futures studies.

In summary, our study indicates that EGFR expression at
the diagnostic biopsy of locally advanced rectal cancer
treated with radiotherapy may serve as an important
predictor of disease-free survival. In the present study,
EGFR positive expression was observed in a significant
number of cases and was associated with a lack of
pathologic complete response and a shortened disease-free
survival time. Therefore, analysis of EGFR expression may
be helpful in determining a subgroup of high-risk patients
requiring more customized therapeutic modalities against
this receptor.
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