DEPARTAMENT D’ANATOMIA PATOLOGICA

SIGNIFICADO CLINICO-PATOLOGICO DE LAS
MUTACIONES DE LOS GENES c¢-KIT Y PDGFRo. EN
TUMORES DEL ESTROMA DEL TRACTO
GASTROINTESTINAL.

SILVIA CALABUIG FARINAS

UNIVERSITAT DE VALENCIA
Servel de Publicacions
2010



Aguesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valéencia el dia 21 de
desembre de 2009 davant un tribunal format per:

- Dr. Xavier Matias- Guiu

- Dr. Guzman Ortufio Pacheco

- Dr. Andrés Cervantes Ruizpérez
- Dr. Antonio Martinez Lorente

- Dr. Samuel Navarro Fos

Va ser dirigida per:

Dr. Antonio Llombart Bosch

Dr. José Antonio Lépez Guerrero
Dr. Antonio Pellin Pérez

©Copyright: Servei de Publicacions
Silvia Calabuig Farifias

Diposit legal: V-1051-2011
1.S.B.N.: 978-84-370-7787-1
Edita: Universitat de Valencia

Servei de Publicacions
C/ Arts Grafiques, 13 baix
46010 Valencia
Spain
Teléfon:(0034)963864115



VNIVERSITATG D VALENCIA

Departamento de Patologia

Facultad de Medicina y Odontologia

SIGNIFICADO CLINICO-PATOLOGICO DE
LAS MUTACIONES DE LOS GENES c-KIT Y

PDGFRa EN TUMORES DEL ESTROMA DEL
TRACTO GASTROINTESTINAL.

Memoria para optar al
grado de Doctor presentada
por:

Silvia Calabuig Farinas

Valencia, Octubre de 2009



D. Antonio Llombart Bosch, Catedratico de Anatomia Patolégica, Histologia y

Embriologia General. Profesor emérito de la Universitat de Valencia.

D. José Antonio Lépez Guerrero, Jefe Clinico del Laboratorio de Biologia

Molecular de la Fundacién Instituto Valenciano de Oncologia.
D. Antonio Pellin Pérez, Catedratico de Biologia del Departamento de

Patologia de la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universitat de

Valéncia.

CERTIFICAN QUE:

La presente tesis doctoral “Significado clinico-patolégico de las mutaciones de
los genes c-KIT y PDGFRa en tumores del estroma del tracto gastrointestinal®
ha sido realizada por Silvia Calabuig Farifias en el Departamento de Patologia

bajo nuestra direccion, y reune todos los requisitos para su depdsito y lectura.

Y para que asi conste, firman la presente en Valencia, Octubre de 2009.

Fdo: D. Antonio Llombart Bosch

Fdo: D. José Antonio Lopez Guerrero

Fdo: D. Antonio Pellin Pérez



- Becaria de la Fundacién del Hospital Clinico Universitario de Valencia,

subvencionada por la AECC (Junta Provincial asociada de Valencia).

- La presente tesis doctoral se ha financiado parcialmente por La Fundacién

Instituto Valenciano de Oncologia.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer en primer lugar a la persona que mds admiro por su fuerza
y voluntad de superacién constante. Por ensefiarme que cudnto mayor es la
caida mds rdpido y con mds fuerza hay que levantarse; por ser el referente
a seguir, no tengo palabras suficientes para agradecer a mi padre todo lo
que ha hecho por mi.

A mi madre por su apoyo y amor incondicional.

Al profesor D. Antonio Llombart por darme la oportunidad de hacer mi tesis
y formarme en el Departamento de Anatomia Patoldgica; ademds de
brindarme ayuda y comprensién siempre que la he necesitado.

A José Antonio por estar desde el primer dia que llegué hasta el dia de hoy
siempre dispuesto a ayudarme, apoyarme y ensefiarme. Porqué no sé si es
mejor persona que biélogo; pero para mi es insuperable en los dos aspectos.
Tampoco puedo expresar con palabras la admiracién que siento por él.

A la persona que ocupa mi corazén, que mds ha aguantado mis llantos y
desesperaciones en la tesis; a mi apoyo moral. Gracias por perdonarme todo
el tiempo perdido entre nosotros.

A toda mi familia por creer en mi, en especial a mi hermano. Ademds a dos
personas que ya no estdn y que admiro profundamente por ensefiarme que
hay que dar amor y no esperar nada a cambio; y que hay que luchar siempre
hasta el final. Alld donde estéis ho os hemos olvidado.

A mis apoyos incondicionales en el departamento: M®Jestis y Jaume. Mje
por ser como eres, por estar siempre dispuesta a ayudarme; por ensefiarme
y hacerme ver muchos aspectos erréneos tanto en el trabajo como en la
vida. A Jaume por ser devocidn para miy por sorprenderme siempre en cada
nueva frase que dice.

A dos adquisiciones nhuevas: Nuria y Liria. Porqué sin saberlo me apoyaron en
un momento malo y me animan a diario con su alegria.

A dos personas de batalla: Morelva y Beatriz; por todas las horas pasadas
en el departamento con ellas. Porqué de dos compafieras de trabajo me llevé
dos buenas amigas.



A adjuntos como Carlos Monteagudo, Samuel Navarro, Antonio Ferndndez y
Octavio porque a su manera me han ayudado y apoyado.

A mis amigos en Valencia. A las gemels por ayudarme en mis inicios en esta
ciudad y transformar una amistad de verano en una verdadera amistad
(Gloria siempre has estado ahi cuando te he necesitado, te lo agradezco
muchisimo). Al resto: Mer, Livi y en especial a Lucia y José por dejarme ser
una mds del grupo y brindarme su amistad.

A mis amigos de Tarragona y de Facultad. En especial a Mireia, Silvia y Radl
porqué alin habiendo muchos kilometros siempre estdis ahi. Espero que los
suefios que teniamos en la cafeteria de la facultad se vayan cumpliendo.

A todas las personas del departamento que me han ayudado en algun
momento. En especial a Rosario y Concha por su preocupacion y ayuda hacia
mi. A José Benavente por descubrirme la cara oculta del Word y Photoshop.
A técnicos como Estela y Laura por su ayuda en el laboratorio; en especial a
Elisa por abrirme los ojos y ayudarme a madurar (adin no lo he conseguido
del todo). A la nueva adquisicion, Lara, porqué sin conocerme a penas
siempre estd dispuesta a echarme una mano. A los residentes, a Isidro, a
Ana Clari y al resto de personal docente e investigador del departamento.

A las chicas de Calderdn por ensefiarme, sin saberlo, tantas cosas de la vida.
En especial a Ana y Cristina por su ayuda y apoyo en los malos momentos;

gracias a vosotras no tiré la toalla.

A todos aquellos que no he mencionado pero que en algin momento me han
ayudado a hacer posible esta tesis.

Gracias a todos.



INDICE




iNDICE DE ABREVIATURAS

I. REVISION BIBLIOGRAFICA. ........coooooooiooereeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenoons 14
1.1, INTRODUGCCION ...ttt saenenas 15
1.2. VISION HISTORICA . ...t 16
1.3. EPIDEMIOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS .....c.cccovovveeverene. 20
1.4. CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA, MORFOLOGICA E
INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS GIST ..o 24
1.4.1. Histologia de 10S GISTS ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 25
1.4.2. InmMuNOohiStOqQUIMICA..........cvuiiiiiiie e 26

1.5.
1.6.
1.7.

1.8.

A) Marcadores inmunohistoquimicos para el

diagndstico de GIST ..., 26
B) Estatus de c-KIT y PDGFRa en otros tumores ...................... 34
1.4.3. Diagndstico diferencial de los GISTs versus otros

BUMIOIES .. e et e e e e 34
FACTORES PRONOSTICOS ..o 37
SINDROMES ASOCIADOS Y FAMILIARES DE GIST.....c.coooviieieeene. 43
TRATAMIENTO ...ttt e e e e e 44
170, CIrUGIA e 44
1.7.2. Quimioterapia y Radioterapia ............ooouvviiiieiiiiieieeceeee e 45
1.7.3. Tratamiento farmacolOgiCo ................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiie 46
A) IMATINIB MESILATO (GliVEC) ..cceeeeeiiiiiiiiiiieeee e 46
B) SUO 11248 (SUTENT) .eoiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
BIOLOGIA MOLECULAR .......ooooeoeeeeeeeeeeee et 53
1.8.1. Receptores tirosina quinasa tipo Hl...........ccooooiiiiii s 53
A) KU e 55
o Expresion normal ..........cooovvviiiiiiiiiiiii e, 58

e Mecanismos de activacion y sefalizacion
iNtracelular........ ... 59
e Vias de regulacion en la sefial de c-KIT...................... 61
o Patogénesis de C-KIT ........cooeeeeieeiiiiiiiieeee e, 62
e Mutaciones de c-KIT y prondéstico tumoral .................. 68
e Modelos animales .........o.oviiiiiiiiiiiiie e 69
B) SCF . 70
C) PDGFRA ...ttt a e 70
e Mutaciones en PDGFRAQ ..........cccoooeeeeeiiieiiieeieeeeeeeee 72
1.8.2. Respuesta @ GlIVEC..........ccuuiiiiiiiiie e 72



1.9. CITOGENETICA Y FISH ....coouiiiiieiieieeeeeeeeeeeeee e 75

Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ..., 79
2.1 HIPOTESIS ... oottt 80
A © 1= TN | = I AV S 80
. MATERIAL Y METODOS ... 82
3.1. PACIENTES Y MUESTRAS ... .o 83
3.2. REVISION CLINICO-PATOLOGICA DE LOS CASOS......ccccveveeeerene, 85
3.3. TECNICAS HISTOPATOLOGICAS. ..o, 86
3.3.1. Tincion de hematoxilina-eosina ............ccoeeiiiiiiiini e, 86
3.3.2. Estudio inmunohistoquimiCO ..........ccoevviiiiiiiiieie e, 87
3.3.3. Evaluacion histopatoldgica .........cceuviiiiiiiiiiiiiiicceceee 89
3.3.4. Micromatrices tiSulares ..........ccooveeeiirieiiiiiiiiie e 92
3.4. ESTUDIO DE BIOLOGIA MOLECULAR ......coeiveeieeeeeeeeeeeeeeee e, 96
3.4.1. ExtraccCion de ADN........coooiiiiiie e 97
3.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa de c-KITy
PDGFRAQ. ... oo 99
3.4.3. Polimorfismo conformacional de ADN de cadena simple
.................................................................................................... 105
3.4.4. Electroforesis en geles de agarosa...........cccccceeeeeeeeeeeeieviiniinnnnn. 107
3.4.5. SECUENCIACION ...ovveiiiie e e e e 108
A) Preparacién de las muestras para la secuenciacion,
purificacion de las amplificaciones............cccccoevvviciieneeeen. 108
B) Reaccidn de secuenciacion .............cccccooevveviiiiiiieeeeeeeeeeeeins 110
C) Precipitacion ETANOL/EDTA ... 110
3.5. ANALISIS ESTADISTICO ..ottt 111
IV.RESULTADOS ... 115
4.1. CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS ..o, 116
4.1.1. Descripcidn de la serie de casos incluidos en el estudio ........... 116
4.1.2. Hallazgos CliNICOS .......ccoviiiiiiie e 120
4.1.3. Hallazgos anatomopatolOgiCos ..............uuuuummmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnes 122
4.2. ASOCIACIONES DE LOS PARAMETROS CLINICOS Y
ANATOMOPATOLOGICOS. ...t 132



4.2.1. Variables de prondstico Clinicas ..........ccooovveviiieiiiiiiiiiieeiee e 132

4.2.2. Variables de prondstico anatomopatoldgicas ...........ccccceeeeeeennn. 133
A) Parametros macroSCOPICOS .........cuvvuuiieeeeeeieieiiiiieee e eeeeeas 133

I 1= 0.0 T= 1 o T 133

[I) Tumores irresecables.........cccccviieeeiiiiiiiiicceee e 135

B) Parametros miCroSCOPICOS ..........uuvueruummuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenens 137

[) Necrosis y pleomorfiSmo ............ceeeeiiiiiiiiiiiicieeeeee 137

Il) Clasificacion segun los criterios de Fletchery

Miettinen. ..o 139

4.3. ASOCIACIONES DE LA PROGRESION TUMORAL CON LOS
PARAMETROS CLINICOS Y ANATOMOPATOLOGICOS...................... 140
4.3.1. Parametros CliNICOS ........oouuuuiiie e 140
4.3.2. Parametros anatomopatoldgiCos ............cceeeeiiiiiiiiiiiiicee e 143
A) Parametros macroSCOPICOS .........cceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 143
B) Parametros microSCOPICOS .........uveeeeeeeiiiiiiiiieeee e 146
4.4. HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS. .....coeveveeieeeeeeeeeeeeeeeeen 152
4.4.1. EXpresion de C-KIT ... 153
4.4.2. Expresion de CD34 ... 155
4.4.3. EXpresion de AML..........oooviiiiiicee e 156
4.4.4. EXpresion de deSMiNa .........ciieeeeeeiieiiiiiee e e e 156
4.4.5. Expresion de vimentina............ccoeeiiiiiiiiiiiiiee e, 157
4.4.6. EXpresion de S-100 ......ooouueiiiiiiieee e 157
4.4.7. Expresion de PDGFRQ ......cccoovviiiiiiiiiiee e 158
4.4.8. EXPresion de Ki-67.........oooeeuiiiiieee e 159
4.4.9. Expresion de cromogranina ...........cceuuueeiieeeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeennns 161
4.4.10. Expresion de sinaptofisina ... 161
4.4.11. Expresion de PGP 9.5 ... 162
4.4.12. Expresion de CD 99......ooiii e 162
4.4.13. EXPresion de P53 ......cooiiiiiiee e 163
4.4.14. Expresion de MDM2 ... e 66

4.5. PROGRESION DE LA ENFERMEDAD CORRELACIONADA

CON LOS MARCADORES THQ ... 167
4.6. HALLAZGOS EN BIOLOGIA MOLECULAR.......ccoceeeeeeceeeeeeee e, 172
L T B €= o o o R 173
A) Mutaciones en el exon 11........cooovmiiiiiiiiiiieeee e, 173
B) Mutaciones en el eXon 9.............ouuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee 181



C) Mutacionesenel exdn 13y 17 ...ooooiriiiiiiiieee e 182

4.6.2. GEN PDGFRQA .....uvvveeeeeeeeeeeeeeeeeee et 182
4.7. ASOCIONES DE BIOLOGIA MOLECULAR.........c.cooeeeieieeeeeeeeeeean, 183
4.8. CORRELACIONES DE LAS MUTACIONES DE c-KITY
PDGFRa CON LA PROGRESION TUMORAL ........c.ccooveeieeeeeeeeeeee e, 191
4.9. CASOS PARTICULARES ......coooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 199
4.9.1. Casos con doble mutacion.................eeeeeeeeiiiiiiieiiiiiieiieeiieeiaennnens 199
4.9.2. C-KIT NEJALIVOS .....euiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 200
4.10. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA  ....ooieieeeeeeeeee e, 205
4.10.1. Funciones de supervivencia segun el intervalo libre de
PPOGIESION ..ttt snnnsnnes 205
A) Asociacioén del tiempo a la progresion con los
parametros clinico-histopatoldgicos ..............eeeviiiiiiiiiiieneee. 206
B) Funciones de supervivencia de los hallazgos
anatomopatolOgiCOS .......ccoeeeeiiieieeee e 210
C) Funciones de supervivencia en los hallazgos IHQ .............. 216

D) Funciones de supervivencia en los hallazgos de
biologia molecular ... 219
4.10.2. Analisis multivariable de supervivencia segun
progresion en la serie global ... 228
4.10.3. Funciones de supervivencia segun la supervivencia

A) Funciones de supervivencia en los hallazgos
ClINICOS .. 230
B) Funciones de supervivencia en los hallazgos

anatomopatolOgICOS.......veei i 233
C) Funciones de supervivencia en los hallazgos IHQ............... 238

D) Funciones de supervivencia en los hallazgos de
biologia molecular.................uuviiiiiiiiiiiis 240

4.10.4. Analisis multivariable de supervivencia en la serie
GIODAL. ... 241
4.10.5. Supervivencia de los casos no tratados con Glivec................. 242

A) Funciones de supervivencia en los hallazgos
clinicos de los casos no tratados ...........ccocevviviiiiiieieeieeeeennes 242
B) Funciones de supervivencia en los hallazgos

anatomopatoldgicos de los casos no tratados..................... 245



C) Funciones de supervivencia en los hallazgos IHQ de
[0S cas0s NO tratados. ......coeeeeeeiiiiiicee e 248
D) Funciones de supervivencia en los hallazgos de

biologia molecular en los casos no tratados con

GlIVEC. .. e 250
4.10.6. Analisis multivariable en los casos no tratados con
GlIVEC. e 251
4.10.7. Supervivencia de los casos tratados tratado con
11T o 252

A) Funciones de supervivencia en los hallazgos

CHINMICOS ... eeeeeeees 252
B) Funciones de supervivencia en los hallazgos

anatomopatolégicos de los casos tratados con

C 1)Y= USRS 254
C) Funciones de supervivencia en los hallazgos

inmunohistoquimicos de los casos tratados con

(€111 o R 255
D) Funciones de supervivencia en los hallazgos

biologia molecular en los casos tratados con Glivec. .......... 257
4.10.8. Analisis multivariable en los casos tratados con Glivec. .......... 262
V. DISCUSION .......cooooiiiiiiei e 263
5.1. EN RELACION CON LOS HALLAZGOS CLINICOS......ccccoooveieerenn. 264
5.2. EN RELACION CON LOS HALLAZGOS
ANATOMOPATOLOGICOS ... 273
5.3. EN RELACION CON LOS HALLAZGOS DE LOS MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS ... 276
5.4. EN RELACION CON LOS HALLAZGOS DE BIOLOGIA
MOLECULAR ...ttt e e e e e e e e e e e e e 284
5.5. EN RELACION CON LOS HALLAZGOS DEL ANALISIS DE
SUPERVIVENCIA ... . 303
VI. CONCLUSIONES ... e 315
VIL BIBLIOGRAFIA .........coooiiiiieieeeeeeeeee e 318

11



iNDICE DE ABREVIATURAS

A: adenina

Aa: aminoacido

Ac: anticuerpo

ADN: &cido nucleico desoxiribonucleico

AML.: actina del musculo liso

Arg: Arginina

ARN: acido ribonuclieco

ATP: adenosina trifosfato

Bcl-2: B-cell CLL / lymphoma 2

C: citosina

CIC: Células Intersticiales de Cajal.

CI’Mg: cloruro de magnesio

cm: centimetros

cols: colaboradores

DLT: toxicidad limitante de dosis.

DMT: dosis maxima tolerada

DNTPs: dinucleotidodifosfato

EDTA: acido etilendiaminotetracético

EGIST: tumores estromales extragastrointestinales

EMEA: agencia europea de medicamentos

EORTC: Organizacion europea de investigacion y tratamiento del Cancer
(european organisation for Research and treatment of Cancer)
Ex: exon

FDA: administracion de alimentos y farmacos (Food and Drugs Administration)
FISH: hibridacion in situ con fluorescencia

g: gramo

G: guanina

GANT: tumores gastrointestinales del sistema nervioso auténomo.
Gl: gastrointestinal

GIST: tumores del estroma gastrointestinal.

HE: hematoxilina-eosina

ID: Intestino delgado

IGF-I: factor de crecimiento similar a la insulina

IHQ: inmunohistoquimica

ILP: intervalo libre de progresién

JM: juxtamembrana

KDa: kilo dalton

LMC: leucemia mieloide cronica.

MAPK: quinasa de proteinas activadas por mitdgenos

12



MDM2: murine double minute 2

mg: miligramos

ml: mililitro

mm: milimetros

M: micras

Mg: microgramos

MI: microlitros

pmol: micromolar

NaCl: cloruro de sodio

NF1: neurofibrimina |

ng: nanogramos

NIH: Instituto nacional de la Salud (nacional Institutes of Health)
NV: No valorable

OMS: organizacion mundial de la salud

PA: progresion acumulada que sobreviven hasta el momento.
PAS: acido periodico de Schiff

Pb: pares de bases

PBS: solucion salina tamponada

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PDGFRa: receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas
PET: tomografia por emision de positrones

PFI: pdlipo fibroide inflamatorio

PI3K: fosfatidil inositol 3-kinasa

PKC®: proteina cinasa C theta

Pro: prolina:

Rb: Retinoblastoma

r.p.m: revoluciones por minuto

SA: supervivencia acumulada

SCF: factor de célula madre (stem cell factor)

SDS: dodecil sulfato sédico

SG: supervivencia global

SSPC: polimorfismo conformacional de ADN de cadena simple
T: timina

TAC: tomografia axial computarizada

TBE: Tris, borato y EDTA

TK: dominio tirosina quinasa

Tto: tratados con Glivec.

No ttto: No tratados con Glivec.

UV: ultravioleta

v: voltios

13



l.-REVISION BIBLIOGRAFICA

14



Revision bibliografica

1.1 INTRODUCCION

Los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) han tenido una de las
historias recientes mas asombrosas de la oncologia. Probablemente no existe
otro caso en el que una enfermedad cancerosa haya sufrido tal revolucidén en
tan escaso tiempo. A ello han contribuido en gran medida el descubrimiento de
un farmaco, utilizado para la leucemia mieloide crénica aparentemente sin
relacion alguna con el GIST, que permite controlar la enfermedad con una

eficacia inusitada.

Los GIST fueron desconocidos en su etiologia, evolucion clinica y mecanismos
moleculares hasta hace unas décadas. Habiendo sido relegados durante
mucho tiempo, al grupo de las llamadas "neoplasias huérfanas”, ya que eran
tumores sin una estirpe definida. En pocos anos se ha descubierto que
centenares de personas diagnosticadas de otros tumores mesenquimales
como los leiomiosarcomas, leiomiomas y leiomioblastomas padecian, en
realidad, GIST. Las numerosas investigaciones llevadas a cabo han permitido
que sean reconocidos como identidades independientes, ya que recientemente
ha sido descubierta la patogénesis molecular de estos tumores con el marcador
c-KIT (CD 117) implicado; el cual se encuentra mutado a nivel del gen e
hiperexpresado a nivel proteico en una importante proporcion de casos. La
hiperexpresion de c-KIT constituye una diana eficaz frente a inhibidores
especificos de actividad tirosina quinasa como el STI 571 (Imatinib mesilato,
Glivec), y que en el caso concreto del GIST ha supuesto un cambio radical en
el manejo clinico de estos pacientes debido a la mala evolucion y agresividad

de estos tumores.
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Revision bibliografica

1.2 VISION HISTORICA

Entre las décadas de los 30 a los 50 del siglo XX, los tumores mesenquimales
primarios  gastrointestinales fueron clasificados como leiomiomas o
leiomiosarcomas, y los tumores con rasgos epitelioides fueron designados
como leiomioblastomas o leiomiosarcomas epitelioides, siendo clasificados por
la OMS y AFIP bajo el epigrafe de Tumores estromales/musculo liso. Las
primeras clasificaciones datan de mediados del siglo XX, cuando Dudley y cols.
(1942) asi como Ravinovich y cols. (1949) realizando los primeros ensayos que
les llevaron a considerar esencialmente estas neoplasias como procesos de
evolucion benigna. La contrapartida maligna de algunos de estos casos fue
estudiada por France y Brines (1950), asi como por Martin (1960) sugiriendo

una naturaleza mioide y posible caracter muscular liso de dicho tumores ".

Posteriormente, en la década de los 60-70, los estudios ultraestructurales con
microscopia electrénica demostraron la ausencia de diferenciacidon muscular
lisa en los llamados “leiomiomas gastricos”. Arthur Purdy Stout (1962) ? recogi6
69 casos de estas neoplasias, designandolas con el término de
“leiomioblastomas”; término que incluye los tumores con diferenciacion mioide y
epitelioide que presentan evolucion clinica dudosa (benignos, malignos y de
potencial no determinable); clasificacion que ha perdurado hasta épocas muy

recientes.

La aplicacién de la inmunohistoquimica a principios de los 80 confirmd lo que
se observaba en la microscopia electrénica. La expresion de marcadores
musculares (desmina y actina) era muy variable en estos tumores, en
comparacion con neoplasias del musculo liso propiamente derivadas de la
pared vascular o el miometrio. Ademas, algunos tumores estromales eran
positivos para marcadores neuronales (S-100, enolasa especifica neuronal y

PGP 9.5) que no se expresan en tumores del musculo liso.
El término de tumores del estroma gastrointestinales (GIST) fue introducido por

Mazur y Clark ® en 1983. Trabajando con técnicas inmunohistoquimicas vy

microscopia electrénica determinaron que los leiomiomas gastricos eran
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Revision bibliografica

negativos para S-100 y que ultraestructuralmente no tenian caracteristicas de
leiomiocitos (células musculares lisas). Contrariamente, los GIST eran
ocasionalmente positivos para este marcador, postulando su posible origen
schwanniano a partir del plexo nervioso mientérico. Un afo después (1984),
Herrera y cols.* confirmaron, utilizando las mismas técnicas, la naturaleza
neural de una neoplasia maligna intestinal denominandola “plexosarcoma’;
término que fue substituido por el de tumor del sistema nervioso autonomo del
tracto gastrointestinal (GANT) a causa de coincidir con la publicacién de Walker
y Dvorall (1986) '; fueron clasificados dentro de los GIST pero considerando

una posible diferenciacion neuroendocrina.

En 1987, Barker y cols.® consiguieron clonar ¢-KIT usando células somaticas
hibridas de humano - ratén; localizando dicho gen en el cromosoma 4. Dos
anos mas tarde Mattei y cols. localizaron el gen en la region 4q11-q12 por

hibridacion in situ 8.

En 1990 y gracias a la inmunohistoquimica, se pudo reafirmar el origen
mesenquimal de estas neoplasias observando que entre el 60-70% eran
positivas para CD34 (antigeno celular progenitor de la hematopoyesis); siendo
éste el primer marcador considerado relativamente especifico para el

diagndstico de los GIST.

Kindblom y cols en 1998 ° postularon que los GIST estaban relacionados no
con las células musculares sino con una poblacibn de células menos
estudiadas, de morfologia fusiforme y que se encuentran distribuidas a lo largo
de todo el tracto gastrointestinal, las Células Intersticiales de Cajal (CIC) del
plexo mientérico, responsables de los movimientos peristalticos del tracto
digestivo. Las CIC fueron descritas a finales del siglo XIX por Santiago Ramén
y Cajal (1893) '°; éstas establecian una red localizada en el plexo de Auerbach
regulando la comunicacion entre neuronas y fibras musculares lisas,
necesarias para controlar los movimientos peristalticos intestinales.

Actualmente sabemos que las CIC estan conectadas a los leiomiocitos
mediante uniones gap y adecuadamente cercanas a los axones de las

neuronas motoras entéricas. Estos hechos sugieren que las CIC actuan como
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células marcapaso, controladoras de la peristalsis y la contraccién muscular y
posiblemente como mediadores de neurotransmisores '°. Histogénicamente,
las CIC poseen un origen mesenquimal y se diferencian desde una célula
progenitora precursora intestinal, la cual también podria dar origen a las células
musculares lisas. La expresion del protooncogén KIT, el receptor del stem cell
factor, seria necesaria para la diferenciacion y proliferacion de células
precursoras hacia CIC ' 2. Tanto las células del mUsculo liso como las células
neuronales del tracto digestivo tienen una inmunohistoquimica y ultraestructura
semejantes a las CIC'™®. Es mas, en estudios in vitro se ha demostrado la
capacidad de diferenciacion de las CIC a células del musculo liso. En este
sentido, los GISTs presentan caracteristicas en comun con las CIC del plexo
mientérico que se encuentra en el estbmago e intestino, entre las que se
incluye una expresion frecuente de CD34, la cadena pesada de la miosina de
musculo liso embrionario y la nestina '*. En posteriores trabajos de laboratorio
se ha demostrado que ratones deficientes en la expresion de c-KIT o de su
ligando, carecen de las CIC del plexo mientérico, indicando que el eje c-KIT -
SCF es esencial en el desarrollo de estas células '#"°.

Por otra parte, la observacion de que las CIC podian ser detectadas
inmunohistoquimicamente con un anticuerpo frente a c-KIT que permitid
confirmar que en los GISTs este marcador se expresaba intensamente 2 %16,
Este descubrimiento no solo reforzaba la hipétesis de que los GISTs podian
originarse a partir de un progenitor “stem” o pluripotente comun al de las CIC,
sino que también significaba contar con un marcador mas sensible y especifico
en el diagndstico de los GIST. La ausencia de diferenciacion neuroendocrina

de las CIC, evidenciada con microscopia electronica '’

, excluye el que estas
células tengan una capacidad bifuncional neural y muscular como se ha
postulado a partir de sus observaciones en tumores GIST '°. Mientras que la
posibilidad de que posean un predecesor biolégicamente mas inmaduro y
2-4, 9-16 y

mas recientemente por Kitamura y cols. '® sigue siendo un argumento valido en

pluripotencial comun, como defienden entre otros Kindbloom e Hirota
estos tumores, que esta abierto a todas las proliferaciones malignas en general

(células precursoras o células madre transformadas) pero no soluciona el

debate de la génesis de los GIST que hoy por hoy no esta resuelta.
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El descubrimiento por parte de Hirota y cols. en 1998 de la ganancia de funcién
por mutaciones en el protooncogén c-KIT y su sobreexpresién de CD117 en
GIST, abri® una nueva era para el diagnéstico de estos tumores '°. Este
marcador, que se expresa en células madre hematopoyéticas, mastocitos,
melanocitos y las propias CIC; pudo diferenciar a los Ieiomiomas,
leiomiosarcomas y schwannomas de los tumores del estroma gastrointestinal
ya que estos ultimos hiperexpresan esta proteina en un 95%. Ademas, en
aproximadamente el 85% de los casos segun las series, esta hiperexpresion es
consecuencia de una serie de mutaciones activantes en los exones de c-KIT
que codifican para la region yuxtamembrana y dominios tirosina quinasa del
receptor '°. En posteriores estudios como el de Lasota y cols.?® se demostré
que las mutaciones activantes en c-KIT y la inmunopositividad para c-KIT
ocurrian exclusivamente en GIST y nunca en aquellos tumores como los
leiomiosarcomas o leiomiomas; ademas parecia haber una asociacion directa
entre la presencia de mutaciones en c¢-KIT y el grado de malignidad de los
GIST.

Pero sin duda el acontecimiento que revolucion6é el manejo clinico de estos
tumores fue el publicado por Joensuu y cols.?’ en 2001. Estos autores
describieron el primer caso de GIST metastasico tratado con el STI-571 %'
(Glivec, Novartis, Basel, Suiza), un inhibidor especifico de la actividad
enzimatica de las tirosinas quinasas, disefiado para el tratamiento de la
leucemia mieloide cronica (LMC) pero que puede actuar sobre otras proteinas
con actividad tirosina quinasa como por ejemplo los receptores c-KIT vy
PDGFRa. Estos autores reportan el caso de una paciente que en 1996
presentd una masa abdominal, con multiples recidivas y metastasis en los afos
siguientes hasta que en Marzo del 2000 se le ofrece la posibilidad de participar
en el estudio con STI-571 en el Helsinki University Central Hospital. El
tratamiento se inicidé con cuatro capsulas de 100 mg de STI-571 una vez al dia.
Antes de empezar el tratamiento con STI-571 el tumor media 112,5 cm? al cabo
de ocho meses el tumor media 28 cm? y ademas de no aparecer nuevas
lesiones, de las 28 metastasis hepaticas desaparecieron 6. Con este estudio
quedo demostrado que el STI-571 también es efectivo en tumores del estroma

gastrointestinal 2".

19



Revision bibliografica

Heinrich y cols.?? por su parte, en 2003, se plantearon la posibilidad de que
existiera un segundo receptor tirosina quinasa implicado en la patogénesis del
GIST y especialmente en aquellos que carecian de mutaciones en c¢-KIT %4,
Para poder descubrir si existia un segundo receptor para estos tumores
realizaron inmunoprecipitaciones con antisera policlonal (panRTK antisera) que
se une a peéptidos de las regiones de las secuencias fuertemente conservadas
en los receptores tirosina quinasa; hallando como resultado una fosfoproteina
alrededor de 150 y 170 kDa correspondiente con PDGFRa. Un analisis
genético mas exhaustivo demostr6 que como sucede en c-KIT, Ila
hiperexpresion del regulador era consecuencia de las mutaciones activantes de
las distintas regiones que codifican para el dominio yuxtamembrana vy

receptores tirosina quinasa del gen %°.

1.3-EPIDEMIOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

Los GIST son los tumores mesenquimales mas comunes del tracto digestivo y
suponen el 0,1-3% de todos los tumores gastrointestinales. Sin embargo, estas
cifras pueden variar significativamente 26 En un principio, se pensaba que,
dentro de los sarcomas intestinales, los leiomiosarcomas eran los mas
frecuentes y los GIST auténticas rarezas; pero cada vez mas centros estan
revisando antiguas biopsias de leiomiosarcomas que en su mayoria resultan
ser GIST. La incidencia en todo el mundo de los tumores primarios GIST se
encuentra entre un 20/10° individuos /afio; siendo malignos el 20-30% de los

27,28,29,30,31

mismos . Se estima que cada afo aparecen entre 5000 y 10000

nuevos casos en todo el mundo. Estas neoplasias presenta una ligera
predileccion por los varones (1,5/1) entre la quinta y la séptima década de vida;
y rara vez ocurren en jévenes 78,

Desde el punto de vista clinico, los GIST son tumores esporadicos y unicos; si
bien, excepcionalmente, se han diagnosticado en una misma familia diferentes

33-35

casos de estas neoplasias También se ha observado que hay
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enfermedades que aumentan el riesgo de GIST como es el caso de la
Neurofribromatosis tipo | (NF1) pero su comportamiento bioldgico es diferente,
ya que en diversos estudios realizados no se ha detectado, a diferencia de los
GIST puramente esporadicos, ninguna mutacion en c-KIT o se han hallado
mutaciones totalmente diferentes %%

En cuanto a su localizacién, la mayor incidencia de estos tumores se produce
en el estbmago (60-70%), seguido del intestino delgado (20-30%), el eso6fago
(<5%) 2% 343 y en otras localizaciones extragastrointestinales (<5%). como el
mesenterio, el omento, retroperitoneo e incluso la pared vesical y la vesicula
biliar *4*® (Tabla 1).

El tamafio de los GIST es muy variable con tumores comprendidos entre los 2
a 30 cm. y entre un 60-70% se presentan como una masa circunscrita y
pseudo-encapsulada, pudiendo dar sintomas consecuencia del efecto masa
como son la anemia o el sangrado por ulceracion de la mucosa en funcién de

su localizacion anatdémica 4" 499051229

TABLA 1: Distribucion en frecuencia de la localizacion de los tumores GIST.

Estémago 60-70%
|.Delgado 20-30%
Colén <5%

Otros (epiplon, mesenterio, eséfago, 50,
<
Apéndice, pancreas, retroperitoneo) °

Sin embargo, muchos GIST son asintomaticos; lo que hace que su diagndstico
sea tardio y que los enfermos se presenten en estadios avanzados. En
ocasiones también se han descrito series de GIST hallados de forma accidental
en pruebas radiolégicas, en las revisiones ginecologicas, uroldgicas, en
endoscopias e incluso en necropsias. Los GIST agresivos a menudo
metastatizan en uno o dos afios; aunque haya habido una aparente reseccion
completa. Sin embargo, hay GIST que se desarrollan después de 5 6 15 anos o

mas después de la primera escision 2% *2,
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En funcién de su localizacién la epidemiologia y clinica puede variar:

- Localizacion gastrica La mayoria de los pacientes tienen entre 63 y 70

anos. Sin embargo, también podemos encontrar GIST en nifios (<1%) y menos
de un 10% son diagnosticados en pacientes menores de 40 afnos. Se estima
que entre un 20-25% de GIST gastricos tienen un comportamiento maligno.
Suelen manifestarse con un dolor vago en el abdomen superior (560-70%) vy
hemorragias gastrointestinales (20-50%).

El tamafo de los tumores puede variar de pequefios nddulos de unos pocos
cm. a mas de 40 cm.; presentando de media un diametro de 6-8cm. si bien, se
ha observado que en intervenciones por otras patologias se han hallado mas

de un 10% de GIST gastricos incidentales de pequefio tamafio y sin clinica *"
53

- Los GIST de localizacion en intestino delgado envuelven el yeyuno y el

ileon, constituyendo aproximadamente el 30% de todos los GISTs con
localizacion especifica. Los GIST de localizacion intestinal, por lo general
tienen un comportamiento mas agresivo en comparacion a los GIST de
localizacién gastrica *°. Aproximadamente entre un 4-5% de los tumores se
localizan en la region duodenal; algunos de los cuales pueden envolver el
pancreas y simular clinicamente un tumor pancreatico **. Los GISTs del
intestino delgado ocurren en adultos con una media de 59 afos, siendo
extremadamente raros en nifos. El tamafio tumoral puede variar entre
diminutos nddulos y tumores mayores de 20 cm. que se extienden por todo el
abdomen y pueden presentar sangrado, obstruccion, dolor o perforacion como

principales sintomas *° *°.

- GIST de localizacién esofagica no son frecuentes (<2%). Son en una

proporcion 3:1 mas frecuentes los leiomiomas. Presentan como sintoma mas
comun la disfagia, pero a menudo constituyen masas mediastinicas
asintomaticas; se suelen localizar, en la mayoria de los casos, en la porcidon

distal del eséfago ** °°.
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- GIST de localizacion colon: Tienen una frecuencia entre el 1-2% de todos

los GISTs, como el resto de GIST ocurren en adultos. Pueden presentar
tenesmo, dolor local, estreiimiento, fiebre de origen desconocido vy

hemorragias digestivas bajas como sintomas principales °.

- GIST de localizacién rectal: Son aproximadamente un 4% del total de

GISTs, en su mayoria correspondiéndose con tumores pequefios que se
localizan durante una revision prostatica. Los tumores grandes presentan

sintomatologia de obstruccion rectal, sangrado o ambos **7,

- Localizacion extragastrointestinal (EGIST): La frecuencia de estos tumores

es muy baja, sin superar el 5% de todos los GISTs *. Como ocurre con otras
neoplasias de partes blandas, los EGIST probablemente se originan en células
muy inmaduras pluripotenciales, que , en este caso, seguirian una linea de
diferenciacion hacia células c-KIT+ / tipo célula intersticial de Cajal. Se
presentan en adultos, en epipldn o mesenterio y, menos frecuentemente en
retroperitoneo *’. Generalmente tienen gran tamafio (>10 cm. de didmetro)
cuando se diagnostican y con frecuencia (50%) siguen un curso agresivo con
recidivas o metastasis *”* *®. Se han sugerido como criterios predictivos de

evolucion la densidad celular, el indice mitésico y la existencia de necrosis.

El prondstico clinico de estos tumores presenta cierta asociacion con la
distribucion anatémica (independiente del tamarno, del numero de mitosis y de
la edad del paciente) con una tendencia a ser de mayor malignidad los
localizados en intestino delgado y mas benignos los esofagicos '’ ¢ %% €0,
Cuando progresan tienden a hacerlo en la cavidad peritoneal en forma de
multiples metastasis hepaticas y con menor frecuencia en huesos. Los signos
de malignidad mas evidentes son la presencia de metastasis o la invasion de

Oérganos vecinos.
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1.4-CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA, MORFOLOGICA
E INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS GIST

El término GIST se aplica en la actualidad para designar a un grupo especifico
de tumores que comprenden la mayor parte de los tumores mesenquimales del
tracto gastrointestinal que no derivan del musculo liso ni tienen un origen

nervioso.

Los GIST son tumores del tejido conectivo del tubo digestivo pudiendo
aparecer desde el eséfago al ano. Macroscopicamente suelen tener una forma
redondeada, lobulada o multilobulada, de bordes bien definidos y color
blanquecino y suelen ser parcial o predominantemente extramurales, centrados
en la submucosa, muscular propia o0 ambas. Su superficie al corte es carnosa y
fibrosa, a veces granular, con frecuentes areas de hemorragia y necrosis vy,
raramente, cambios quisticos. Los GIST gastricos suelen tener apariencia
solida, desarrollandose a partir de la subserosa, o en forma de masas
polipoides intraluminales. Sin embargo, algunos GIST de mayor tamario tienen
formas protuberantes dando lugar a masas pedunculadas de la pared gastrica
envueltas en muscular propia. Algunos se pueden extender al omento e
higado; e incluso llegar al pancreas y colon necesitando incluir estos érganos

€s su reseccion.

A nivel microscépico, una de las principales caracteristicas, es que los GIST
son histologicamente diferentes de los leiomiomas, leiomiosarcomas vy
schwannomas, destacando entre otras cosas, por ser mucho mas celulares que
otros sarcomas Gl y presentar una actividad mitdsica variable pero
generalmente <5 mitosis/50HPF *" **. Ademas muestran menor eosinofilia
citoplasmatica, lo cual es reflejo de su menor contenido en filamentos
citoplasmaticos **. También dentro de los mismos GIST hay caracteristicas
distintivas entre un subtipo y otro, por ejemplo los GISTs intestinales son en su
mayoria fusocelulares mostrando agregados eosindfilos PAS positivos de fibras

de colageno con frecuentes areas anucleares intratumorales '% 4% 1.
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1.4.1: HISTOLOGIA DE LOS GIST
En los GIST podemos distinguir tres variantes histolégicas: la variante

fusocelular (70%), la variante epitelioide (20%) y los tipos mixtos (5%); muy

rara vez se pueden observar también formas atipicas:

— GIST con diferenciacion fusocelular se caracterizan por estar constituidos

por células elongadas, uniformes, dispuestas en fasciculos cortos, paralelos u
ondulados. Dichas células poseen citoplasma palido, eosindfilo, semejando
células musculares lisas. Con aspecto fibrilar y margenes citoplasmaticos
imprecisos adoptando aspecto sincitial. El nucleo oval, elongado, tiene
cromatina laxa y nucleolo poco prominente, siendo frecuentes las vacuolas
paranucleares. Muestran cierta tendencia a la formacién de empalizadas
nucleares que pueden confundirse con cuerpos de Verocay caracteristicos de
los schwannomas. ElI componente estromico varia, siendo generalmente
escaso y combinando areas hialinas y focos mixoides. La vascularizacion
capilar es fina. Hay frecuentes hemorragias intersticiales asi como focos de
infiltracion linfocitaria polinuclear. Pueden observarse signos de reabsorcion

con transformacion quistica, en los tumores de gran tamano (Fig.1).

- Los GIST con diferenciacion_epitelioide tienen células con un aspecto

poligonal y citoplasma acidéfilo bien definido. Mantienen una disposicidon
homogénea, uniforme con nucleos redondos u ovales de cromatina laxa.
Pueden incluso adoptar una disposicion lobulada o en nidos que recuerdan a
los tumores epiteliales. Carecen de secrecion citoplasmatica pero con
frecuencia poseen vacuolas envueltas en densificacion protoplasmatica
aciddfila a modo de ribete. La apariencia epitelioide, que fue base de las
primeras descripciones del término leiomioblastoma, ofrece una falsa
apariencia de mayor malignidad por cuanto su polimorfismo es superior a la

variante fusocelular ? (Fig.1).

- Por ultimo, en los GIST con variante mixta se combinan areas epitelioides y

fusocelulares, incluso se encuentran células de transicién que progresivamente

van adoptando una apariencia epitelioide a partir de formas fusiformes o
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viceversa. Basicamente carece de significado prondstico y biolégicamente su
comportamiento es semejante a los tipos puros (Fig.1).

- En raras ocasiones también podemos hablar de otras variantes por

ejemplo con presencia de fibras hialinas de tipo esquenoide en bandas
gruesas fragmentadas en sus extremos y en agregados homogéneos o
pseudofibrilares que suelen ser mas frecuentes en los tumores
intestinales y que son PAS+. No deben confundirse con tumores
nerviosos de tipo schwanniano en donde también aparecen. Algunos
casos presentan estroma mixoide mas abundante y pseudomucinoso,
que cuando corresponden a tipos epitelioides pueden ser motivo de
confusion con carcinomas. Se han descrito ademas variantes
anaplasicas semejantes a leiomiosarcomas provistas de un fuerte
pleomorfismo, necrosis y hemorragias. Estas suelen corresponder con

un numero elevado de mitosis y por ello son de peor prondstico clinico.
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Figura 1: Ejemplos de histologia fusiforme (A), epitelioide (B) y mixta (C).

1.4.2-INMUNOHISTOQUIMICA

A) Marcadores inmunohistoquimicos para el diagnostico de GIST.

El principal criterio histolégico para incluir un GIST dentro de esta particular
categoria es su positividad frente al ¢-KIT (CD 117) (DAKO). Esta positividad
tiene que ser intensa, citoplasmatica y membranosa, aunque se admite que
algunos tumores expresan la positividad en forma de manchas con acumulos
perigolgianos coexistiendo con una tincion citoplasmica mas débil y difusa. En
uno u otro caso, la tincidon alcanza al 90%-100% de las células tumorales o
*(Fig.2).
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Sin embargo, existen casos en que la tincion es mas débil (como es el caso de
los GISTs epitelioides) o s6lo membranosa ademas de tener una distribucion
mas irregular de células positivas (20%-30%). Estos casos pueden ser motivo
de confusién y deben ser evaluados de modo riguroso. Por ello, es importante
que la técnica sea siempre la misma utilizando un anticuerpo y una dilucién
constantes y empleando control externo y control interno. Los mastocitos

intratumorales son un buen control interno positivo ®%.

La mayoria de los autores refieren una positividad constante en los tumores
GIST aunque otros como Medeiros admiten que probablemente pueda existir

un pequefio nimero de tumores negativos (5%) &

, ho siendo, por tanto, un
requisito imprescindible la positividad para c-KIT para diagnosticar un GIST.

Ademas de que puedan existir GIST con ausencia de mutaciones y/o de
sobreexpresion de c-KIT, una negatividad inmunohistoquimica para c-KIT
puede obedecer a otros motivos, como escasez de representacién tumoral en
biopsias endoscopicas y en tumores con distribucién irregular de la
oncoproteina, pérdida de antigenicidad por manipulaciéon inadecuada de la

muestra o defecto en el procesamiento técnico o alteraciones postratamiento.

Ademas, algunos tumores GIST pueden mostrar una positividad no difusa sino
limitada a un escaso porcentaje de células tumorales (5-20%), lo cual puede

justificar algunos casos inmunohistoquimicamente negativos .

Como la mayoria de tinciones se efectuan en cortes procedentes de tumores
incluidos en parafina se deben tener en cuenta algunas circunstancias que
pueden alterar el resultado dando lugar a un falso negativo o la negatividad real
del marcador:

1. Mala fijacion del tumor con formol. Excesivo calor en la
elaboracion del bloque de parafina. Prolongado almacenamiento de
cortes de parafina.

2. Biopsias endoscopicas de tamafio pequeio en que el tejido es
muy limitado y se produce difusién de la inmunotincién o mala

distribucion del anticuerpo.
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3. Negatividad real debida a que se han producido mutaciones
geénicas que bloqueen la expresion de la proteina.

4. Negatividad real por falta de la mutacion del gen c-KIT pero con la
mutacion de otra tirosina quinasa relacionada con el receptor KIT

como el receptor del derivado del factor plaquetario alfa (PDGFRa).

En los casos dudosos en que el tumor es compatible con un GIST aunque no
exprese la proteina debe hacerse un estudio mutacional con técnicas de
biologia molecular que de alguna forma confirmaria el diagnostico de GIST,

especialmente en los casos c-KIT negativos.

Los GIST tienen un inmunofenotipo caracteristico mas alla de la positividad
para c-KIT, pudiendo ofrecer mayores garantias en el diagnostico de GIST
(Tabla 2):

e BCL-2 (80%): protooncogen localizado en la membrana del reticulo
endoplasmatico, en la envoltura nuclear y en otras membranas de las
mitocondrias. La funcién de la proteina es evitar la apoptosis; por lo que en
neoplasias su sobreexpresion evita la muerte celular %+ °°.

e CD34 (60-70%): es un antigeno de células precursoras del sistema
hematopoyético cuya deteccion a través de la inmunohistoquimica puede ser
util para identificar células leucémicas y tumores vasculares, pero igualmente
ha servido para precisar el diagndstico de numerosos tumores de partes
blandas con apariencia fusocelular. ElI CD34 es una glicoproteina
transmembranosa monomeérica con una masa molecular de aproximadamente
115 kDa, localizada en 1q32; inicialmente se detect6 en las células
linfohematopoyéticas, precursoras de la serie mieloide y presentes en la
médula ésea, este antigeno se observa también en el endotelio vascular, en las
células dendriticas de Ila dermis superficial, en el endoneuro, en
subpoblaciones de fibroblastos y en diversos tumores de partes blandas como
sarcoma de Kaposi, 50% de angiosarcomas, dermatofibrosarcoma
protuberans, GIST, lipomas atipicos y fusocelulares y tumor fibroso solitario. El
tipo de marcaje es similar al del c-KIT. EI CD34 es positivo en el 60-70% de los

GIST, mayormente en casos esofagicos y rectales (casi 90% de ellos), sin que
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haya diferencia de expresion entre benignos y malignos. Los GIST intestinales
en general muestran la mas baja positividad al CD34 (50%) ya sean benignos o

malignos *>*' (Fig.2).

e Actina del musculo liso (AML) (30-40%): tipicamente presente en las
células musculares lisas ya sean neoplasicas o normales y en algunos
miofibroblastos, localizado el gen en 10922-q24. La expresion puede ser focal o
global y suele ocurrir que los tumores AML positivos son CD34 negativos y al
revés, sin embargo hay tumores que muestran un patrén mosaico *> ', Se ha
descrito que la positividad para AML en GIST puede ser estadisticamente

favorable en el prondstico de GIST gastricos y en intestino delgado *' ®(Fig.2).

e S-100 (10%): factor neuronal que diferencia a los GANT de los GIST, aunque
su expresion es rara en GIST, cuando se da es mas frecuente en la
localizacion intestinal que en la gastrica. Proteina acidica ligada de Ca++ y
Zn++; se encuentra tanto en el citoplasma como en el nucleo y se detecta en
los melanocitos, células de Langerhans y de Schwann, glandulas ecrinas y
apocrinas, nervios, musculos, células mioepiteliales, condrocitos y sus
contrapartidas malignas % En base a un estudio de pocos casos, se ha
descrito que la positividad de S100 es un factor prondstico adverso en GIST

gastricos pero no en intestinales *>*'(Fig.2).

e Desmina (5%): proteina de los filamentos intermedios tipica de las células
musculares lisas, esqueléticas y cardiacas, localizada en el cromosoma 2q.
Raramente se expresa en GIST, en intestino delgado es muy poco frecuente
(<1%) pero es habitual en los GIST epitelioides gastricos de manera focal. Se
expresa en células musculares y en miofibroblastos. Este marcador es utilizado
para tumores del musculo esquelético y liso. La positividad de desmina esta
asociada con la negatividad a actina ®’. Se ha observado que el tratamiento con

Glivec puede inducir la positividad de este marcador en GIST ©’ (Fig.2).

Existen otros marcadores, que sin formar parte del panel basico de diagnéstico,

pueden aportar informacion al diagndstico histopatolégico de los GIST:
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e Vimentina: es uno de los cinco mayores tipos de filamentos intermedios
plasmaticos del citoesqueleto, estabilizando la arquitectura del citoplasma. El
gen se localiza en la regidon 10p13. Caracteristico tanto de células
mesenquimales como los fibroblastos y células musculares lisas. Pero también

se puede expresar en algunos tumores epiteliales o neurales.

e Cromogranina: la proteina se encuentra en 14932, esta relacionada con las
catecolaminas para el almacenamiento de los granulos neurosecretores.
Normalmente se encuentra en tumores neuroendocrinos como el
feocromocitoma, adenoma de parétida, carcinoma medular de tiroides, cancer
de pulmon, tumores de las células de los islotes del pancreas y tumores
glébmicos. La positividad en GIST denota junto a la sinaptofisina una

diferenciacién neuroendocrina (GIST/ GANT).

e Sinaptofisina: es la mayor glicoproteina de transmembrana glicosilada que
haya sido aislada de vesiculas presinapticas neuronales. Normalmente se

expresa en tumores neuroectodérmicos y neuroendocrinos.

e P53: gen supresor de tumores representativo de muchas alteraciones
genéticas en diferentes neoplasias. El producto del gen es una proteina nuclear
implicada en el control del ciclo celular, apoptosis y en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica. La proteina mutada tiene una vida media mayor que la
normal y es detectada por técnicas IHQ. Se encuentra sobreexpresada en
muchos tumores, por la inactivacién de p53, por la perdida de un alelo o una
mutacion ®. Aunque hay muy pocos estudios al respecto, en ellos se puede
relacionar que a mayor expresion de p53 mayor malignidad; sin embargo p53
no esta aceptado como criterio Unico de malignidad °®. Los datos de
prondsticos no se basan en marcadores del ciclo celular como son la p53,

MDM2, p16, cuya expresion es variable 69(Fig.2).

e PDGFRa: se expresa en los cuerpos ganglionares del plexo mientérico y en
las células schwann pero no en las células intersticiales de Cajal, aunque
quizas puede ser que se exprese en un nivel muy bajo y que no se pueda
detectar por inmunohistoquimica. Existe un subgrupo de GIST que presenta

mutaciones en PDGFRa; el valor IHQ de este marcador todavia no esta
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establecido en el caso de GIST; si bien parece expresarse con mayor

frecuencia en GIST de variante epitelioide "> " (Fig.2).

e PGP 9.5: La proteina producto del gen es conocida como ubiquitina carboxil-
terminal hidrolasa-1. Es una proteina citosolica 24,8 kDa que elimina las
ubiquitinas de otras proteinas y las protege de la degradacién por proteasas.
Es expresado fuertemente en neuronas de vertebrados y células
neuroendocrinas, donde constituye entre un 1-5% del total de proteinas
solubles. PGP 9.5 se expresa en adenomas de pituitaria, carcinoma medular de
tiroides, tumores de células de los islotes pancreaticos, paraganglioma,
neuroblastoma y tumor carcinoide "% 3.

e KI-67: Es una fosfoproteina nuclear (395Kda, 1g25-qter) de funcion
desconocida pero seguramente esta relacionada con la reorganizacion de la
cromatina, determinando la actividad proliferativa celular. Se expresa en todas
las células en cualquier fase del ciclo celular, excepto la fase GO (fase
quiescente de la célula), asi que constituye un marcador del potencial de las
células a la division mitdsica, indicando el indice de proliferacién celular ™ °.
En el caso de GIST existe una muy buena correlacion de la
inmunohistoquimica para este marcador con el numero de mitosis.

Se han propuesto varios estudios analizando el valor prondstico del marcador
de proliferacion Ki67 3. Aunque es un excelente marcador nuclear de las
células en ciclo proliferativo, los estudios comparativos frente al indice mitdsico
por contaje en tincidbn con Hematoxilina-Eosina, no ofrecen resultados
ventajosos, siendo superponibles entre si por lo que puede ser un medio de

confirmacion en aquellos casos en que el recuento del indice mitésico presente
dificultades. (Fig.2).

e CD99: es una glicoproteina (32kD) de superficie celular implicada en el
proceso de adhesiéon celular de las células T. El gen codifica un antigeno de
superficie MIC2 localizado en la region pseudoautosomal (PAR) al final del

brazo corto de la Xy la Y. Es util en leucemias de células T.

e MDM2: es una oncoproteina promotora de la supervivencia celular y

progresion del ciclo celular por inhibicion de p53. Su gen se localiza en
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12q14.3q15. En los sarcomas MDM2 es aberrante, con una amplificacion de

este la célula escapa del control de crecimiento por p53 y Rb.

Por otra parte cabria destacar que dentro de los GIST existen los llamados
GANT (tumor gastrointestinal del sistema nervioso auténomo); los cuales
presentan caracteristicas ultraestructurales propias del sistema nervioso

4, 76

auténomo como serian la presencia de granulos de neurosecrecion,

uniones celulares rudimentarias, asi como la presencia de filamentos

intermedios % 7778,

De hecho se observa positividad para marcadores
neuroendocrinos en aquellos casos que son clasificados como GANT,
caracterizados por expresar sinaptofisina, cromogranina y enolasa neuronal
especifica. Los tumores GANT conforman un conjunto de neoplasias que
incluyen tumores de variante fusocelular y/o epitelial y desde el punto de vista
clinico patolégico, la mayoria de los GANT presentan una evolucion
desfavorable. Actualmente los GIST y los GANT se consideran un mismo
tumor, ya que los GANT también presentan mutaciones c-KIT, con la

peculiaridad de que estos tumores expresan marcadores neuroendocrinos °.

-Nuevos marcadores de GIST:

o Proteina quinasa C theta (PKCB): es un efector “downstream” en la
activacidén de la via de c-KIT y se esta sugiriendo como una posible diana
inhibitoria. Es una molécula implicada en la activacién de las células T, en la
transduccion de sefales del musculo liso y en la diferenciacion neuronal. La

gran mayoria de los GIST (85%) son positivos para el marcador % ®'.

o DOG1: es un nuevo gen llamado como “discovered on GIST" en
matrices de expresion, sin conocer la funcidon que ejerce en su patologia. Es
independiente del estatus mutacional y esta ausente en la inmensa mayoria de

neoplasias no-GIST, con una mayor especificidad y sensibilidad que c-KIT 8234,

o P16: es un gen supresor de tumores, regulador del ciclo celular como
complejo inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 4 juntamente con p14 y
p15. El p16 es un efector en la via de la proteina supresora de tumores
retinoblastoma; por lo que en células normales se expresa y en las
cancerigenas se pierde, asociados a cambios genéticos en el locus; esta

pérdida se asocia a GIST de alto riesgo %°.
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Figura 2. Ejemplos de marcadores utilizados en el diagnostico de GIST. (A) c-KIT, (B) CD34,
(C) AML, (D) desmina, (E) S-100, (F) PDGFRa, (G) Ki-67 y (H) P53.
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TABLA 2: Porcentaje de expresion de los marcadores inmunohistoquimicos en GIST.

C-KIT 90%
BCL-2 80%
CD34 70%
AML 35%
S-100 10%
DES 5%

B) Estatus de c-KIT y PDGFRa en otros tumores:

Los tumores de musculo liso (positividad para actina de musculo liso y
desmina) y los schwannomas (positividad para S-100) son negativos para c-
KIT.

Como ya hemos mencionado anteriormente otras neoplasias pueden expresar
c-KIT como el dermatofibrosarcoma protuberans, hemangiopericitoma, el
liposarcoma esclerosante bien diferenciado, el angiosarcoma y el sarcoma de
Kaposi. En ocasiones son positivos focalmente también otros tumores para c-
KIT como son melanomas y sarcomas de células claras (un tercio de los
casos), carcinoma pulmonar de célula pequefia, sarcoma de Ewing, linfoma
anaplasico de célula grande, seminoma, leucemia mieloide aguda, gliomas y
carcinoma endometrial, pero morfolégicamente no suelen plantear diagnostico

diferencial con GIST.

1.4.3-DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LOS GIST.

En el tracto gastrointestinal a parte de los GIST pueden darse otras neoplasias
mesenquimales como los verdaderos leiomiomas, leiomiosarcomas,
schwannomas, neurofibromas y tumores neuroendocrinos. Todas estas

neoplasias surgen de la pared gastrica pudiendo dar el aspecto de GIST por lo
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que es preciso abordar un adecuado diagnéstico diferencial. Los verdaderos

leiomiomas y leiomiosarcomas son poco frecuentes en el estdmago;

igualmente ocurre con los schwannomas que se dan con menor frecuencia que
los GIST en el estbmago pero tienen rasgos radioldgicos similares.

e [eiomioma: tumor benigno; de frecuente localizacion esofagica (el 75% de
las neoplasias mesenquimales esofagicas) y pericolonica, siendo muy
extrafa la localizacién en el estbmago o intestino delgado. Mas frecuente en
mujeres jovenes. Es menos celular que el GIST. Expresa actina de musculo
liso y desmina. En los del area pericolénica puede haber ademas expresion
de receptores de estrogeno o progesterona.

e Leiomiosarcoma: suele ser extrafio encontrarlos en el tracto gastrointestinal;
al igual que los GIST ocurren en edades adultas. La localizacion mas
frecuente suele ser el coldn, sin embargo son extremadamente extrafios en
el estbmago. En contraste con los GISTs, los leiomiosarcomas suelen ser
masas intraluminales polipoides. Estan compuestos por células musculares
con el nucleo en forma de puro y con citoplasma eosinofilico. En la
localizacion retroperitoneal mantienen su caracter fusocelular. Ademas,
inmunohistoquimicamente son positivos para actina y usualmente para
desmina, siendo negativos para c-KIT.

e Tumor glémico: unicamente se localiza en el estdbmago, suele ocurrir en
mujeres y suele ser benigno. Es positivo para actina del musculo liso,
laminina y colageno tipo IV, y es negativo para c-KIT.

e Schwannoma: Generalmente pequeno, amarillento, bien delimitado y
localizado en submucosa, siendo mas comun en el estbmago y colon. Su
apariencia celular en empalizada se confirma con la positividad frente a S-
100 asi como ocasionalmente para GFAP.

e Los carcinoides gastricos solitarios suelen ser mas comunes en el antro y
caracteristicamente presentan una ulceracion central de la mucosa
suprayacente.

e Los adenocarcinomas y linfomas ocasionalmente tienen una apariencia
radiolégica similar a la de los GIST (localizacidon mural predominante y

componente intramural). Los carcinomas gastricos y linfomas comunmente
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se asocian a la presencia adenopatias en perigastrio, ligamento
hepatoduodenal que no suelen verse en GIST.

e Fibromatosis mesentérica (tumor desmoide): ocurre esporadicamente o en
asociacion con el sindrome de Gardner, predominantemente en jovenes o
en edad media, con masas mayores de 10 a 20 cm. Microscopicamente
muestran una interfase con la superficie externa de la pared intestinal y
contiene caracteristicamente fibras esquenoides. Suelen ser positivos para
c-KIT pero no para CD34, pero puede ser focalmente positivo para actina y
desmina.

e Pdlipo fibrinoide inflamatorio: la localizacion mas comun es en el intestino
delgado, especialmente en el ileon de pacientes adultos y en menor numero
en el estbmago y coldn. Estos podlipos constituyen un grupo heterogéneo
morfolégicamente y suelen ser positivos para CD34 y negativos para c-KIT.

e Tumor miofibroblastico inflamatorio: tipicamente ocurre en nifios o jévenes,
en el abdomen, y puede clinicamente simular a un GIST porqué
histolégicamente las células son fusocelulares pero presenta
caracteristicamente un componente inflamatorio asociado. Es negativo para
c-KIT y CD34 pero positivo para ALK.

e Tumor fibroso solitario: suele localizarse en el peritoneo o retroperitoneo.
Esta constituido por un estroma colageno con células fusocelulares u
ovaladas y zonas hialinizadas intercaladas muy parecidas a los GIST. Suele
ser muy positivo para CD34 y negativo para AML, desmina y c-KIT,
generalmente con control en los mastocitos.

e Otros tumores mesenquimales: sarcoma sinovial y angiosarcoma.

Una revision exhaustiva del problema del diagnéstico diferencial ha sido llevada
a cabo recientemente por Miettinen y cols asi como por Rudolph y cols.?®
8 Queda sin embargo pendiente de posicionar la presencia de expresion c-KIT
en tumores distintos a los llamados GIST. Es creciente el numero de
publicaciones en las que se comunica la existencia de estos tipos tumorales c-

88

KIT positivos como es el caso de la Fibromatosis desmoide °°, algunos

angiosarcomas %° o en tumores pediatricos malignos tipo sarcoma de Ewing,

sarcoma sinovial, osteosarcomas, etc. % %',
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En este sentido hay todavia un amplio campo por analizar y se abre como
opcidén una nueva perspectiva terapéutica que puede modificar sensiblemente

el tratamiento de los tumores de estirpe mesenquimal maligna.

1.5- FACTORES PRONOSTICOS

Hay muchos factores anatomicos, microscopicos y biolégicos-moleculares que
se han utilizado para diagnosticar y clasificar los GIST. A nivel clinico-
patologico los dos parametros estructurales de mayor valor de consenso son el
tamaino tumoral y numero de mitosis contadas en secciones histologicas
(utilizando un objetivo de 40x y un ocular de 10x) ** %% 92 9 E| nimero de
mitosis sirve para establecer un criterio prondstico importante, considerando
dos grandes grupos: <5 mitosis por 50 campos 40x (HPF) y > 5 mitosis por 50
campos 40x (HPF) (Fig.3). Aun asi persiste el problema de clasificar a los GIST
en benignos o malignos o de potencial maligno indeterminado; ya que un GIST
considerado benigno, de pequefio tamafo (<2cm de diametro) y con escasas
mitosis (menos de 5 mitosis), es igualmente capaz de recidivar localmente o

metastatizar.

Por lo general, el tamafo tumoral, el grado histolégico y el indice mitdsico
serian indicadores importantes de mal prondstico (Tabla 3) pero unicamente la
recidiva local y las metastasis a distancia son criterios definitivos de
malignidad de GIST *. Los GIST deben ser vistos como tumores con un
potencial metastasico, porqué la evidencia es que alrededor de un 38% del
total metastatizan; un 20% de los tumores con un diametro menor de 5 cm.
metastatizan y un 50% de los tumores recidivan dentro de los 5 afios de
seguimiento. Ademas, la supervivencia a cinco afnos es del 60% de pacientes,
en los cuales se ha podido llevar a cabo una reseccién quirurgica completa del
tumor. A todo esto se suma la variabilidad por la localizacion anatémica, los
tumores gastricos tienen mejor prondstico que los del intestino delgado a igual

tamafio e indice mitdsico *°. Aun asi, es la resistencia a cualquier tratamiento
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hasta ahora disponible si se excluye el imatinib, lo que condiciona en mayor
medida un prondstico infausto para estos enfermos.

Miettinen y cols. en 2004 43 postularon que el indice mitdsico tiene mas
influencia si se relaciona con el tamafio tumoral (Tabla 5). En conjunto, se
puede senalar que los tumores de menos de 2cm de tamano y con un indice
divisional menor de 5 mitosis por 50 HPF a 40x tienen un prondstico evolutivo
muy favorable en las localizaciones gastricas y rectales. Ello no es obice para
que se conozcan recidivas o metastasis.

Los GIST con >5 mitosis / 50 HPF se consideran malignos; se ha observado
también, que todos los pacientes con un indice mitdsico superior al 20 mitosis/
50 HPF recurren; presentando el mas alto riesgo de diseminacién difusa
intrabdominal y metastasis hepatica, las dos principales vias de diseminacién
de los GIST . Otros factores pronéstico clinico-patolégicos adversos son las
aneuploidias, el tamafio mayor de 5 cm, la presencia de necrosis de
coagulacion y un alto porcentaje de positividad para el Ki-67 que se relaciona

con la actividad divisional) (Fig.3).

Los GIST segun su localizaciéon pueden tener un prondstico mas favorable o
menor:

Los tumores gastricos tienen un ratio menor de metastatizar (<5%)
cuando son menores de 10 cm, con menos de 5 mitosis, ausencia de
infiltracion de o6rganos adyacentes y diploidia del ADN por citometria de flujo.
Sin embargo, aquellos GIST gastricos mayores de 10 cm. con pocas mitosis y
menores de 2-5 cm. pero con mas de 5 mitosis tienen un ratio de metastasis
entre el 10-15%. En el estdbmago el GIST epitelioide cuando su indice divisional
no supere las 5 mitosis por 50 campos, puede considerarse como benigno (de
menor riesgo), este criterio sin embargo no es valido para los tumores de

localizacion intestinal®’.

Los GIST de localizacion intestinal poseen una mortalidad elevada entre
el 35-50%. Los tumores de localizacibn duodenal histolégicamente
fusocelulares suelen presentar en un 20% de los casos proliferaciones
vasculares y empalizada nuclear ademas de ser todos ellos c-KIT positivos,

con un prondstico excelente en aquellos GIST menores de 2 cm. y <5 mitosis
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por 50 HPFs. Opuestamente, metastatizan casi siempre aquellos pacientes con
tumores de 2-5 cm. con mayor indice mitdsico. Por ultimo aquellos tumores con
mas de 5 mitosis 0 mayores de 5cm tienen un alto indice de mortalidad *.

Los GIST esofagicos tienen mal prondstico en general, son en un 75%
de células fusocelulares y un 25% epitelioides, y en la mayoria de los casos
descritos son mayores de 5 cm. y con mas de 5 mitosis por 50 HPFs con una

supervivencia a largo plazo escasa.

En la localizacién colorectal no se han podido confirmar los factores
prondsticos pero se cree que un indice mitdsico elevado y la infiltracion de la
mucosa suponen peor prondéstico. No obstante, en la localizacion rectal sélo los
tumores menores de 2 cm. con un indice mitésico menor de 5 por 50 HPFs
estan libres de metastasis; mientras que aquellos GIST menores de 2 cm. pero
con un indice mitdsico superior a 5 mitosis tienen >50% de probabilidades de

metastatizar %’.

Hay parametros comunes a cualquier localizacion que se pueden asociar a una
malignidad elevada como son:

La presencia de necrosis coagulativa que es un criterio pronostico de
mayor malignidad y entrafia un riesgo de metastasis mas elevado *2.

La ulceracién de la mucosa °°.

Otros criterios prondsticos de mayor agresividad son la mayor
celularidad y polimorfismo tumoral (aspecto sarcomatoide) que suele estar
asociado a un mayor numero de mitosis (Fig.3).

Una inmunoreaccion al Ki-67 mayor al 10% es también un factor de peor

prondstico *° (Fig.3).

Por el contrario, la presencia de fibras de tipo esquenoide (Fig.3), que suelen
verse en los tumores intestinales, indican un comportamiento mas favorables

47.82 (Tabla 4). La infiltracion de la capa muscular lisa de la pared

menor riesgo
del tubo digestivo no puede considerarse como un factor pronostico valido por
cuanto que estos tumores suelen originarse en ella; salvo los tumores de
menos de 1cm de diametro que inician su crecimiento de modo expansivo, el

resto presenta infiltracion de la capa muscular lisa.
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Se ha observado que la recidiva local se asocia a una extirpacidn incompleta
del tumor y ésta puede venir acompafiada de diseminacidn peritoneal o
metastasis hepaticas (las metastasis éseas, pulmonares y a tejidos blandos
son raras); por lo que es muy importante que se realice una cirugia completa,
con bordes amplios y libres *°. Cuando la neoplasia es considerada, atendida
su aparente buena delimitacion por parte del cirujano, como un “fiboroma”
benigno gastrico o intestinal, pueden no aplicarse estrictamente los criterios
quirurgicos oncoldgicos, dejando restos de capsula tumoral sin resecar. El
patologo debera, pintando los margenes de reseccidn, asegurarse de que éstos
se encuentran libres de infiltracion neoplasica. La mayor dificultad diagnostica
se da en biopsias endoscépicas en las que las muestras, por su pequeio
tamafo y posible presencia de ulceracion superficial, pueden presentar
problemas de diagndstico diferencial (tejido de granulacion exuberante;
infiltracion linfocitaria- plasmocitaria intensa), enmascarando la verdadera

naturaleza de la lesion.

También ha sido motivo de controversia la medida del tamano
macroscopicamente, atendiendo que aunque la reseccion sea completa, la
masa neoplasica no necesariamente es homogénea y bien delimitada, sino que
en ocasiones se oblonga, es irregular, se encuentra ulcerada o con bordes
imprecisos y es también frecuente la existencia de necrosis o hemorragias

intratumorales que disminuyen o aumentan artificialmente el volumen tumoral.

Por ultimo, por lo que respecta al tratamiento, comentar brevemente que la
actividad de la radioterapia es muy escasa pero se han descrito mejorias
subjetivas en casos de GIST esofagicos o en casos rectales con bordes
afectos. Por otra parte, la actividad de la quimioterapia en GIST ha sido muy
baja, con remisiones globales por debajo del 10% de los casos; siendo muy
probable que esta resistencia esté relacionada con la sobreexpresion que estos
tumores muestran a proteinas ligadas a la resistencia a farmacos como el MDR
P-gp, MRP-1y LRP, asi como el Bcl-2 '%.
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Tabla 3: Riesgo de los tumores GIST basandose en la medida y el nimero de mitosis. Guia
consenso para el prondstico de GIST NIH/NCI, Abril 2001 Fletcher y cols. Human Pathol
33:459-465, 2002 *.

Muy bajo riesgo

Bajo riesgo

CGA: Campo a gran aumento: 40X.

o EIl tamafio representa la dimensién tumoral mayor cuya medida puede efectuarse tras
la fijacion aunque disminuye algo de volumen.

e De manera general, el recuento mitésico se realiza en campos a gran aumento
(objetivo 40X, ocular 10X) y en realidad deberia estandarizarse en funcién del area
microscopica medida. Sin embargo, no se ha llegado, por parte de la comisiéon de
consenso, a una decision definitiva.

Tabla 4: Criterios mayores y menores para la clasificacion de malignidad de los GIST

dependiendo de caracteristicas histopatoldgicas (adaptado de Bucher.)'*".

GIST con un potencial bajo de malignidad:
GIST con menos de cuatro criterios menores
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Tabla 5: Clasificacion de riesgo segun los criterios de Miettinen 1% teniendo en cuenta el

indice mitdsico, el tamafo y la localizacion del tumor.

Muy bajo riesgo Muy bajo riesgo Muy bajo riesgo Muy bajo riesgo

Muy bajo riesgo Bajo riesgo Bajo riesgo Bajo riesgo

Bajo riesgo

Figura 3: Imagenes de diferentes factores pronéstico. (A) Mitosis, (B) fibras esquenoides, (C)
necrosis, (D) pleomorfismo y (E) Ki-67.
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1.6-SINDROMES ASOCIADOS Y FAMILIARES DE GIST

Menos del 5% de GIST estan asociados con sindromes, los cuales son:

En la Neurofibromatosis muiltiple tipo | (NFI) se observa una predileccion por
los GIST en el intestino delgado; estos tumores se caracterizan por ser
inactivos mitésicamente y por asociar hiperplasia de células intersticiales de
Cajal '®, con un genotipo "wild-type" produciéndose en nifios con una ligera
predileccion por el sexo femenino. El curso suele ser indolente en muchos
casos, sin embargo, entre un 10-15% de los pacientes presentan tumores con
actividad mitosica y GIST clinicamente malignos, siendo de mayor potencial
maligno los de localizacién duodenal '®. Se han descrito casos de manera

excepcional con mutacion en c-KIT asociados a la NFI "%

El sindrome de Carney que ocurre predominantemente en mujeres jovenes,
estd asociado con GIST gastrico, paragangliomas y condromas pulmonares
multiples '%. Recientemente se ha llevado a cabo una revisién de 79 pacientes
portadores de este sindrome en la que destaca una clara predominancia
femenina (85%) y los tumores gastricos suelen ser pequefios y de crecimiento
lento, con morfologia epitelioide. Sin embargo un 41% de ellos sufrieron

recurrencias y un 13% fallecié como consecuencia de enfermedad metastasica.

Los GIST en nifilos son bastante infrecuentes (<1%) y suelen tener predileccion
por el estbtmago y el sexo femenino (90%). La mayoria (75%) tienen una
morfologia epitelioide y se suelen asociar con el Sindrome de Carney en
combinacién con condroma pulmonar, paraganglioma o ambos. Muchos
investigadores no han hallado mutaciones ni en c-KIT ni en PDGFRa,
sugestionando que la patogénesis de los GIST pediatricos difieren de los de

GIST en adultos 1" 108,

También se han recogido al menos doce familias portadoras de GIST multiples
a modo de sindrome familiar hereditario'®. Estos enfermos no presentan
sindrome de Carney o NFI, mostrando caracteristicamente hiperpigmentacion

de la piel, particularmente en los labios, en el cuello, manos y axilas. En raros
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casos, se han reportado anormalidades de los mastocitos, como la urticaria
pigmentosa o la enfermedad sistémica de los mastocitosis sistémica. En todos
ellos hay una clara hiperplasia de células de Cajal a lo largo del tracto intestinal
a partir de la que se desarrollaran GIST multiples. El estudio de la clonalidad de
las lesiones hiperplasicas, demuestra su naturaleza policlonal, mientras que el
GIST desarrollado a partir de uno de estos focos hiperplasicos resulta
monoclonal. Esto apoyaria la hipotesis de que los GIST deriva de las células
intersticiales de Cajal **. Los GIST familiares se caracterizan por mutaciones
germinales en c¢-KIT o PDGFRa por transmisién constitucional dominante
autosémica heterozigota '°*''°. Se han descrito 11 familias con activacion en c-
KIT y una familia con mutacion en PDGFRa; la mutacion mas frecuente es
Val559Ala.

1.7-TRATAMIENTO

1.7.1- CIRUGIA

El tratamiento de eleccion es la extirpacidon completa del tumor siempre que se
pueda; siempre que se trate de una extirpacion en bloque con margenes
microscopicos negativos, y las resecciones muy extensas no han mostrado
ventajas sobre las resecciones en cufia. En ocasiones, puede ser necesario
sacrificar érganos adyacentes para lograr la exéresis completa del tumor, pero
no seria preciso extirpar estructuras vitales para conseguir unos margenes
adecuados cuando no se deja tumor macroscépico. La rotura del tumor (R1),
antes o durante la intervencion entrafia mal prondstico, por lo que es necesario
disecar cuidadosamente el tumor; si esto ocurre, es recomendable el lavado de
la cavidad peritoneal para eliminar la posible presencia de células tumorales.
Del mismo modo, la biopsia percutanea comporta un riesgo de rotura del tumor
o de sangrado, y deberia evitarse. Debe intentarse la resecciéon de las
metastasis, o en el acto quirdrgico inicial, o bien después de un tratamiento con

imatinib (Glivec).
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1.7.2- QUIMIOTERAPIA Y RADIOTERAPIA

La radioterapia o la quimioterapia convencional después de la cirugia no tienen

una eficacia probada. Se ha observado que la supervivencia a los 5 afnos en
distintas series quirdrgicas, que incluyen tanto pacientes con enfermedad
localizada como metastasica, oscila entre el 35 y el 65%, y la recaida ocurre en
el 60% de los casos en los 2 primeros afos de seguimiento. El rescate
quirurgico de las recaidas o de las metastasis es poco satisfactorio, y estaria
indicado como tratamiento paliativo para alivio sintomatico. Puede lograrse en
un 33% de los casos, pero la supervivencia media ulterior es de unos 15
meses, por la presencia de enfermedad oculta diseminada que da lugar a
nuevas recidivas cercanas.

Quimioterapia: Los GIST son tumores altamente quimiorresistentes.
Los esquemas quimioterapéuticos utilizados en otros sarcomas de partes
blandas, basados en antraciclinas e ifosfamida, consiguen respuestas objetivas
en el 0-5% de los casos con medianas de tiempo para la progresion de
enfermedad de 1,5-2 meses. En estas series la mediana de supervivencia
descrita fue inferior a los dos afos. Las causas especificas de resistencia a la
quimioterapia son desconocidas; si bien se ha especulado que pudiera
relacionarse con altos niveles de expresion de proteinas de multiresistencia, asi
como mecanismos de sefalizacion antiapoptotica relacionados con la
sobreexpresion de Bcl-2 ',

Radioterapia: aunque se considera un tratamiento de cierta eficacia en
el manejo de la mayoria de los sarcomas de alto grado, incluso de forma
adyuvante, su utilidad en los GIST es muy baja, siendo estas neoplasias
practicamente resistentes a la misma. Ademas, su localizacion abdominal y su
amplia extension limitan su indicacion por la toxicidad secundaria. El empleo de
la radioterapia intraoperatoria o de técnicas mas novedosas como la
radioterapia de intensidad modulada no han conseguido en la practica mejorar

los resultados de la radioterapia convencional .
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1.7.3- TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
A) IMATINIB MESILATO (Glivec)

Las estrategias desarrolladas para bloquear la actividad quinasa de c-KIT han

sido multiples e incluyen la utilizacion de oligonucledtidos antisentido, la
transfeccion de dominantes negativos y el uso de anticuerpos capaces de
neutralizar el dominio de union de SCF. Las dos primeras estrategias estan
limitadas por la eficiencia propia de la técnica y la incapacidad de inhibir
totalmente la expresién o actividad de c-KIT, mientras que el uso de
anticuerpos neutralizantes esta condicionado por la afinidad de union del
anticuerpo. Ninguna de ellas es capaz de bloquear completamente la activaciéon
del sistema, por lo que su utilizacion ha quedado relegada a un segundo plano

tras el descubrimiento de inhibiciones mas especificas.

Todos los receptores con actividad quinasa utilizan el ATP como donador de
grupos fosfato y sus dominios quinasa, particularmente los sitios de unién a
ATP estan muy conservados. Debido a este hecho se pensd durante mucho
tiempo que los inhibidores de la actividad quinasa carecerian de suficiente

especificidad como para ser clinicamente utiles.

Sin embargo en 1988 Yaish y cols."" publicaron una serie de compuestos
derivados de la 2-fenilaminopirimidina, denominados tirfostinas, que inhibian la
actividad quinasa de manera especifica. A partir de esos compuestos, y gracias
al estudio de la relacion entre estructura y actividad, se desarrollaron farmacos
capaces de inhibir la actividad quinasa de manera especifica.

Dos de estas tirfostinas, AG1296 y AG1295 fueron utilizadas previamente como
inhibidores de la actividad tirosina quinasa de c-KIT. No obstante, el uso de
estos compuestos como inhibidores no pudo sistematizarse debido a la baja

solubilidad y especificidad de los mismos.

Los receptores tirosina quinasa tipo Il son candidatos de ser dianas
terapéuticas para el imatinib mesilato (STI - 571, Inhibidor de la transduccion de
seriales numero 571; Glivec; Novartis Pharma, Basel, Suiza); éste es un
derivado de 2-fenilpirimidina que compite con los trifosfatos adenosina en su

unidén a los dominios de activacion de los receptores tirosina quinasa,
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inhibiendo por tanto la fosforilacion del sustrato y blogqueando la via de
sefalizacion puesta en marcha por el receptor. Algunos estudios
cristalograficos llevados a cabo recientemente han demostrado el mecanismo

de autoinhibicion estabilizado por el dominio yuxtamembrana del receptor.

Esta droga fue conocida rapidamente en el mundo por la gran efectividad que
demostrd en las leucemias mieloides cronicas (LMC); el producto de fusién de
los genes BCR-ABL provoca la proliferacion del tumor; ésta forma mutada es
inhibida por el imatinib, respondiendo al tratamiento mas de un 85% de
pacientes con una completa respuesta hematoldgica y citogenética 2.

Este farmaco se une al dominio intracelular de las quinasa responsables de
interaccionar con el adenosintrifosfato, interrumpiendo la cascada de sefales.
El Imatinib mesilato también es eficaz para otros receptores tirosina quinasa lll
como PDGFRa, PDGFRR y c-KIT, siendo utilizada también para tumores como
dermatofibrosarcoma protuberans, melanomas, fibromatosis, desmoides,

sarcomas sinoviales, sarcomas de Ewing y GIST (Fig.4 y 5).

Los primeros ensayos pre-clinicos demostraron que el farmaco es capaz de
inhibir de manera especifica BCR-ABL, PDGFR y c-KIT. Tanto la inhibicion de
la fosforilacion como la de la proliferacion se daban a concentraciones del
farmaco alcanzables in vivo en humanos (0.1-10uM) y en ambos casos las
inhibiciones eran dosis dependientes. Se observé ademas que la toxicidad de
Imantinib se limitaba a las células tumorales ya que eran éstas y no otras las
que dependian del receptor para su supervivencia. Estos estudios demostraron
también que el farmaco era efectivo in vivo ya que la administracion oral de
Glivec consiguié anular el crecimiento tumoral dependiente de BCR-ABL en

ratones ‘knock-out’.

A nivel molecular se conoce su interaccidon con vias de sefializacién intracelular
implicadas en proliferacion o supervivencia celular como las de MAP Quinasa,
AKT, BCL-X, XIAP y Ciap.

A partir de 1999 se produjeron dos observaciones que indujeron a pensar que

el Glivec podria ser util en el tratamiento de los GIST. La primera observacion
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fue que el imatinib podia bloquear in vitro la actividad quinasa tanto de c-KIT
nativo como una isoforma mutada que frecuentemente se encuentra en GIST

(mutacién puntual en el exén 11) "2

La segunda observacion fue la
constatacion de que el Glivec inhibia el crecimiento de una linea celular que
contenia una mutacion en c¢-KIT ", Pero el Glivec no parece capaz de
erradicar por completo los GIST, de manera que no es una alternativa a la
cirugia en pacientes capaces de afrontarla. Si bien cualquier paciente con GIST
inoperable o metastasico debe ensayar el tratamiento con Glivec, no importa
cuan avanzado sea el estado de la enfermedad o cédmo de grave esté el
enfermo. En el 50 y el 60% de los casos tratados con Glivec, el tumor no crece
y comienza a disminuir de tamafo. En otro 25-30% de los casos el tumor no
crece y se estabiliza. La disminucion de tamafo suele ser paulatina pero
constante; en muchos casos el volumen del tumor y de las metastasis sigue
disminuyendo poco a poco. La duracion optima del tratamiento es desconocida
pero si se sabe que si se deja el Glivec el tumor suele volver a crecer algun

tiempo después.

En marzo del afno 2000 se tratdé de forma pasiva a una paciente con GIST
metastasico con Glivec. En el transcurso de dos semanas, las metastasis de
esta paciente en higado redujeron su tamafio un 75%, y 8 de las 28 lesiones
hepaticas ya no fueron detectadas durante el seguimiento radioldgico a los 8
meses de empezar el tratamiento. Una biopsia postratamiento mostré un
acusado descenso de la celularidad del tumor asi como una extensa
degeneracion mixoide. El imatinib fue bien tolerado en esta paciente y los
sintomas asociados a la neoplasia desaparecieron. En Febrero del 2002,
Glivec fue aprobado por la Administracion de Drogas y comida para el
tratamiento de GIST ™.

El éxito de este primer tratamiento dio pie al desarrollo de un ensayo clinico
multicéntrico para el tratamiento de pacientes con GIST con el imatinib mesilato
(CSTIB2222) '™°. En este ensayo clinico que incluyé 27 pacientes tratados con
imatinib 400 mg / 12 horas; solo el 3 (11%) progresaron de entrada al
tratamiento, y el 73% no habia progresado al cabo de un afo. En otro estudio

se incluyeron 147 pacientes con GIST avanzado, inoperable y c-KIT positivos y
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en €l se establecieron dos brazos de tratamiento de 400 mg y 600 mg; con un
seguimiento inicial de 6 meses se observaron respuestas parciales en un 54%
de los casos y en un 28% adicional de casos se observo una estabilizacion de
la enfermedad. Unicamente se observd progresion de la enfermedad en un
14% de los pacientes. También se recogieron resultados similares en los
ensayos en fase | llevados a cabo por el grupo de Sarcomas y Partes Blandas
de la EORTC en un grupo de sarcomas que incluian 36 GIST, en los que se
observd un 53% de respuestas parciales a los 9 meses del inicio del
tratamiento, no observandose ninguna respuesta en los otros sarcomas

incluidos, a pesar de que también expresaban c-KIT.

En Febrero de 2002, Glivec fue aprobado por la FDA y en Mayo de 2002 por la
EMEA, para tratamiento de GIST avanzado irresecable, en base a los
resultados de los primeros estudios de fase Il (CSTIBB2222) en los que se
objetivan en torno a un 60% de respuestas, y un 20% adicional de
estabilizaciones duraderas. Las tasas de supervivencia libre de progresion y
supervivencia global a un ano fueron del 70% y 88%, respectivamente. La
dosis recomendada fue de 400 mg/dia via oral ininterrumpida, y se asoci6 a un

favorable perfil de toxicidad.

Dos estudios de fase lll posteriores, que incluyeron mas de 1600 pacientes,
confirmaron las tasas de remision y de supervivencia mencionadas. En ambos
estudios, se compararon dosis de Imatinib de 400 mg/dia frente al doble. En los
dos estudios la dosis inferior dio lugar a tasas comparables de supervivencia y
fue mejor tolerada. Sin embargo, en el estudio de la EORTC la dosis de 800
mg/dia se asocid a una mayor supervivencia libre de progresion, objetivo
primario de este ensayo. Los investigadores de este grupo recomiendan, por
tanto, el empleo de la pauta de Imatinib de 800 mg/dia via oral, particularmente

en aquellos casos de peor prondstico.

El farmaco es bien tolerado y s6lo el 25% de los pacientes tratados presenta
algun efecto adverso importante, cuya intensidad no parece relacionada con la
dosis. Los efectos secundarios mas frecuentes son anemia (92%), edema

(84%), erupcion cutanea (69%), cansancio (76%), nauseas (57%), neutropenia
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(47%) o diarrea (47%). Algunos pacientes pueden presentar una hemorragia

relacionada con la necrosis tumoral provocada por el farmaco y deben ser

intervenidos para resolver el problema. La larga supervivencia esperable con el

tratamiento justifica una actitud agresiva ante ésta u otra complicacion que

pueda surgir.

En la actualidad, se estan llevando a cabo otros ensayos clinicos en el uso del

Glivec en el tratamiento adyuvante y neoadyuvante de GIST '*°.

Los resultados obtenidos hasta la fecha son muy buenos y ponen de manifiesto

como el conocimiento de la biologia tumoral da lugar a metodologias

terapéuticas muy satisfactorias (Fig. 6y 7)
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Figura 4. Imagen del funcionamiento de los receptores de c-KIT y PDGFRa en presencia de su

ligando, en condiciones normales.
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Figura 5. Modo de accién del Glivec cuando el receptor se encuentra mutado y como inhibe la
cascada de sefales después de unirse a los bolsillos de ATP. Imagen de Savage NEJM.
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Figura 6. PET de la primera paciente de GIST tratada con Glivec y su rapida respuesta al

medicamento. Joensuu y cols., 2001, The New England Journal of Medicine *'.
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Figura 7: TAC con la evolucion de la primera paciente GIST tratada con Glivec.
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B) SUO 11248 (SUTENT 6 SUNITINIB)
El SUO | 1248 es una molécula pequena de 930 KDa de peso molecular con

buena disponibilidad oral. Presenta metabolismo hepatico; tiene una cinética
linear y una vida media prolongada de 40 horas''®. En estudios preclinicos se
ha demostrado que es un potente inhibidor de las tirosina quinasas del receptor
VEGF, el PDGF, FLT3 y c-KIT. Ademas de la actividad antitumoral directa por
su actividad inhibidora de estas tirosina quinasa, el sunitinib actua como agente
antiangiogénico, reduciendo la densidad microvascular en neoplasias de
diversos origenes. En estudios preclinicos y en ensayos de fase | ha
demostrado actividad en diversos tumores solidos, incluidos los GIST, el
carcinoma de ceélulas renales, el cancer de mama metastasico y tumores

endocrinos.

En los ensayos de fase | la dosis explorada ha oscilado entre los 25 y los 100
mg/dia. La DMT (dosis maxima tolerada) propuesta es de 50 mg/dia y la DLT
(toxicidad limitante de dosis).

Hasta la fecha, el SUO | 1248 ha sido estudiado en 11 ensayos clinicos de fase
I-1I; 3 en voluntarios sanos, 4 en pacientes con leucemia mieloide aguda y | en
pacientes con GIST. En este ultimo se incluyeron 97 pacientes con GIST
irresecable resistentes o intolerantes a imatinib. La mayoria de los pacientes,
todos en la fase I, recibieron el tratamiento segun la pauta 4/2 (4 semanas de
tratamiento, dos de descanso). Se objetivd una tasa de respuesta global del
54% (15% respuesta parcial, 39% estabilizacion) segun criterios RECIST y del
67% por PET. El 32% de los pacientes con respuesta inicial la mantienen a
largo plazo (>6meses). Un subestudio de éste analiz6 el perfil de mutaciéon en
c-KIT y PDGFRa presente en estos pacientes y su correlacion con la respuesta
a sunitinib. El compuesto mostré mayor actividad en los GIST sin mutacién de
c-KIT o con mutaciones en el exon 9, con tasas de control de la enfermedad del
79% y 50% respectivamente, en comparacion con tasas del 33% en aquellos
tumores que presentan mutacion en el exén 11. La mutacidn en el oncogén
PDGFRa se relaciona asimismo con una elevada tasa de respuesta, del 100%
en esta serie. Por tanto, de modo preliminar el patrén mutacional predictivo de
eficacia con SUO | 1248 parece ser la imagen especular de aquel que se aplica

a Glivec.
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En base a estos prometedores resultados un estudio aleatorizado doble ciego
de fase Ill posterior comparé SUO | 1248 frente a placebo en 300 pacientes con
GIST resistentes o intolerantes a Glivec. Sus resultados, que han sido
comunicados recientemente, mostraron un incremento significativo en la tasa
de respuestas, en el tiempo hasta la progresion (7,8 meses de mediana) y en la
supervivencia global (20 meses) para los pacientes tratados con SUO | 1248.

El efecto adverso mas comun es la astenia, que afecta al 30% de los pacientes
(severa en <5%). Tiende a aparecer a los 10-15 dias de iniciado el ciclo, es
acumulativa, y habitualmente revierte al suspender le tratamiento. Otros
eventos adversos comunes son las alteraciones gastrointestinales,
dermatolégicas, y hematoldgicas. Con dosis maximas de 50 mg/dia no se han

detectado problemas cardiovasculares severos salvo hipertension arterial.

1.8-BIOLOGIA MOLECULAR

Un hecho historico en el tratamiento y evolucion de GIST fue el descubrimiento
primero de c-KIT y posteriormente del PDGFRa. Ambos pertenecen a la misma
familia de receptores de membrana: las TIROSINA QUINASA TIPO lIlI.

1.8.1-RECEPTORES TIROSINA QUINASA TIPO lli

Los receptores tirosina quinasa se pueden clasificar en mas de 16 subfamilias

estructurales, cada una de las cuales esta relacionada con su familia
complementaria de proteinas ligando (Fig. 8). La uniéon de una proteina sefal al
dominio de unién del ligando en el exterior de la célula, activa el dominio
tirosina quinasa intracelular. Una vez activado, el dominio quinasa transfiere un
grupo fosfato del ATP a determinadas cadenas laterales de tirosina, tanto de la
propia proteina receptora como de otras proteinas de sefalizacion intracelular,

las cuales se unen posteriormente a los receptores fosforilados ''°.
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Figura 8: Representacion de las diferentes tirosina quinasa que hay y los componentes por los
que estan formadas, en la tercera columna se encuentran c-KIT y PDGFRa.

Para que pueda haber un cambio de conformacién, dos o mas moléculas
receptoras se encuentran juntas en la membrana formando un dimero o un
oligbmero. Esta reorganizacion inducida en las fracciones citosolicas de los
receptores inicia el proceso de sefalizacion intracelular; en el caso concreto de
los receptores tirosina quinasa, la reorganizacién permite a los dominios
quinasa de las cadenas de receptores vecinas fosforilarse uno al otro en varios

residuos tirosina (autofosforilacion).

La autofosforilacion de la fraccion citosélica de los receptores tirosina quinasa
contribuye de dos maneras a la activacién del proceso. Primero, la fosforilacion
de residuos tirosina en el dominio quinasa incrementa la actividad de la enzima.
Segundo, la fosforilacidén de residuos tirosina quinasa fuera del dominio quinasa
genera lugares de union para proteinas sefalizadoras intracelulares de la
célula diana. Cada una de estas proteinas se une a diferentes lugares
fosforilados del receptor activado, reconociendo, ademas de la fosfotirosina,
determinadas caracteristicas del entorno de la cadena polipeptidica. Cuando se
han unido al receptor, muchas de estas proteinas son fosforiladas en tirosinas y
son activadas; alternativamente, la sola unién puede ser suficiente para activar

la proteina sefalizadora unida. La autofosforilacion actua como un interruptor
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que desencadena el ensamblaje transitorio de un complejo senalizador
intracelular, el cual difunde la sefal a través de varias rutas hacia varios
destinos en el interior de la célula.

Una coleccidon completa de proteinas senalizadoras intracelulares pueden
unirse a las fosfotirosinas de receptores tirosina quinasa activados

contribuyendo a transmitir la sefal hacia adelante.
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Figura 9: Via de sefializacién de los receptores tirosina quinasa.

A) c-KIT
Como se ha indicado anteriormente, la expresion de ¢-KIT es una caracteristica

especifica de los GIST °.

La proteina c-KIT, fue descrita por Yarden y cols. en 1987 °, esta codificada por
el protooncogén c-KIT, el cual fue mapeado por Mattei y cols. ” localizando en
cromosoma 4 (4911-912) y es el homologo del producto del oncogen virico v-kit

del sarcoma felino 4 de Hardy- Zukerman.
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Vandenbark y cols. (1992) '®, demostraron que el gen c-KIT se expandia mas
0 menos unas 65kb de DNA vy incluia 21 exones; conteniendo un largo
transcriptor de 5230pb con un "splicing" alternativo dando lugar a una
glicoproteina de 145 kD, cuya funcion es ser receptor del “stem cell factor”

(SCF) y que ademas posee actividad tirosina quinasa tipo lll.

c-KIT es estructuralmente similar a otros receptores con actividad tirosina
quinasa con posibilidad oncolégicas, como el receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFRs) a y B, el receptor del factor estimulante de la
formacion de colonias de macréfagos | (CSF1R), EGFR vy Fit3 2" 122 Cada uno
de estos receptores se caracteriza por un dominio extracelular de union al
ligando que contiene cinco dominios tipo inmunoglobulina (EC) (el tercer
aminoterminal del dominio en c-KIT determina la especificidad a la union del
ligando SCF), un dominio citoplasmatico que consiste en el dominio
yuxtamembrana (JM) y el dominio tirosina quinasa (TK). El dominio tirosina
quinasa se divide en una regiébn de union al ATP (TK1), una region

fosfotransferasa (TK2) separadas por una insercién hidrofilica (K1) "' (Fig.11).

Existen dos isoformas descritas que difieren en la presencia o ausencia de 4
aminoacidos (Glicina- Asparagina- Asparagina- Lisina; GNNK) codificados por
los codones 510-513 que estan presentes o ausentes justo en la regidn
inmediatamente anterior al dominio transmembrana, codificada por el exén 9
23 La isoforma GNNK-, carente de los cuatro aminoacidos, se encuentra
generalmente mas expresada que la isoforma GNNK+; esta forma puede
rapidamente transformarse a fibroblastos, y asi la degradacién del receptor se
reduce. También se conoce que existe un mecanismo de corte y empalme
alternativo que da lugar a la insercion de una serina en posicion 715 y que
algunas lineas hematopoyéticas producen receptores solubles 124 Ademas se

han encontrado niveles muy altos de KIT en suero humano %1%,
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Sitio de union al SCF

Yuxtamembrana
Extracelular

KARKXKRKXKR
N

GO LCLLLL
Yuxtamembrana

Intracelular

TK1

TK2

Figura 11: Esquema representativo del receptor de transmembrana c-KIT.

¢ EXPRESION NORMAL
c-KIT, se encuentra expresado en ceélulas hematopoyéticas progenitoras,
células cebadas, melanocitos, células germinales y las células intersticiales de
Cajal ', siendo por tanto, esencial para el mantenimiento de la
hematopoyesis, melanogénesis, gametogénesis, el crecimiento y Ila

diferenciacion de células cebadas y células intersticiales %°.

Estudios in vivo han demostrado que la ausencia completa de actividad tirosina
quinasa de c-KIT provoca muerte embrionaria por anemia severa. La
inactivaciéon de un alelo en seres humanos provoca piebaldismo, aunque la

incidencia de esta patologia es muy baja.

La pérdida de actividad de c-KIT en tejidos adultos no parece tener
consecuencias vitales, por lo que se piensa que la funcién de c-KIT es mas
importante para el desarrollo embrionario que para la homeostasis de los
tejidos adultos, o bien que en humanos existe una funcién redundante del gen

que mimetiza su actividad fisiol6gica normal.
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¢ MECANISMO DE ACTIVACION Y SENALIZACION INTRACELULAR.

Como se ha mencionada anteriormente, el ligando para KIT es el SCF (el factor
de crecimiento de célula madre), la activacion del receptor se produce como
consecuencia de un proceso de homodimerizacién 22, La unién extracelular del
SCF conlleva la dimerizacion de moléculas c-KIT adyacentes con la
consiguiente activacion de las dominios tirosina quinasa intracitoplasmaticos;
los tres primeros dominios tipo inmunoglobulina de c-KIT determinan la
especificidad de interaccién con SCF y el cuarto dominio facilita la dimerizacion
del receptor. Las quinasas activadas, fosforilan a su vez y de forma cruzada,
residuos de tirosina en la molécula opuesta del homodimero lo que provoca un
cambio de conformacion del complejo y la consiguiente activacién del receptor
121,129 Estas tirosinas fosforiladas sirven como sitios de unién para una serie
de proteinas de sefializacion celular que desencadenan un intrincado de vias
de transduccion de senales que controlan funciones celulares cruciales entre
las que se incluyen las de proliferacion, adhesion celular, apoptosis y
diferenciacién. En estas vias se encuentran las quinasas Src que se
caracterizan por su dominio tirosina quinasa, el dominio homologo Src 2 (SH2,
interactua con fosfotirosinas), el dominio homologo Src 3 (SH3, interactua con
regiones ricas en prolina) y un sitio en la N-terminal de la proteina que guia el
reclutamiento de la membrana. La activacién y fosforilacién de las quinasas
Src es a través de c-KIT por dominios yuxtamembrana intracelular vy
extracelular. Se ha visto que hay una diferencia de activacion de las quinasas
Src con las dos variantes de c-KIT; la forma GNNK- tiene una activacién mas
fuerte y rapida. La funcién exacta de las quinasas Src en la sefal de c-KIT no
ha sido determinada pero mutaciones en el dominio yuxtamembrana de c-KIT
sugestionan que pueden estar envueltos en la transformacion. PI3SK comprende
a una familia de quinasas lipidicas que estan relacionadas con la adhesion,
movilidad, la variabilidad vy viabilidad del tipo celular. La activacién de c-KIT por
SCF lleva al reclutamiento de la forma heterodimérica de PI3K al receptor y por
lo tanto de la membrana; esta interaccidn ocurre a través del dominio SH2
localizado en una subunidad regulatoria de 85 kDa y uniéndose a la fosfo-
Tyr719 (fofo-tyr721, en la secuencia humana) en c-KIT.

Los lipidos bioactivos en la membrana generados por PI3K sirven como

sefales intermedias que atraen y activan otras moléculas las cuales reconocen
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los motivos de estos lipidos. Hay evidencias que PI3K puede regular
independientemente de la union de c-KIT a través de la familia de proteinas
Gab que muestran la fosforilacion de la tirosina de KIT .

La familia JAKs son tirosinas quinasa citoplasmaticas que estimulan a los
receptores a la activacion por dimerizacion; su mayor substrato se ha
observado que son los factores de transcripcion STATs, que se localizan
rapidamente en el nucleo y dimerizan cuando se fosforilan. La activacion de
esta via por KIT ha sido contradictoria observando que hay proteinas
adicionales envueltas en la mediacion de c-KIT para la activacion JAK/STAT
que solo estan presentes en algunos tipos celulares. c-KIT puede mantener su
propia renovacion de las células hematopoyéticas pluripotenciales a través de
la via dependiente de JAK2. Hasta ahora se conocen que de la familia de
STATs: STAT 1, STAT3, STAT5A y STAT5b se encuentran implicados en las
sefales de c-KIT. La contribucion exacta de estos STATs sobre la sefal de c-
KIT y la biologia no se conoce ™'

Una regulacién importante de la via de las Ras/MAPK es el dominio SH2/SH3
conteniendo el adaptador de la proteina Grb2. EI dominio SH2 Grb2 puede
unirse a la fosfo-Tyr 703 en la regién de insercion de la quinasa y fosfo-Tyr936
en la region de la cola. Grb2 forma un complejo con Ras GDP/GTP
intercambiandose con el factor SOS. La translocacién del complejo Grb2/SOS
hacia el receptor c-KIT y por consiguiente, la membrana probablemente
conduzca a la activacion de Ras; por lo que Grb2 constituye una unién a la
familia de proteinas Gab ">

Las proteinas Gab son tirosinas fosforiladas en las células con activacion de c-
KIT y puede estar envuelto en la regulacion de la actividad de PI3K o en la via
de las MAPK. La actividad de la proteina Ras es regulada por el cambio de
nucleodtido de guanina a través de la activacion del factor SOS, el cual cataliza
el cambio de la forma de la proteina inactiva unida a GDP al estado activo con
la union al GTP. La activacion de Ras recluta las quinasas Raf a la membrana
plasmatica, las cuales activan moléculas downstream por fosforilacion,
incluyendo miembros de la familia MAPK. La activacion Ras es crucial para la
transformacién y regulacion del crecimiento celular, expresion de genes y

senales antiapoptdticas a través de la via MAPK.
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PLCy es un dominio SH2/SH3 conteniendo fosfolipasas que fosforilan tirosinas
después de la estimulacién SCF y forman un complejo con un receptor c-KIT.
PLCy es recluido por el fosfo-Tyr 936 de la actividad del receptor de c-KIT y
puede generar diaciglicerol y inositol 1,4,5-trifosfato a través del lipido de la
membrana fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato. Diacilglicerol es envuelto en la
activacion de la proteina quinasa C (PKC) y inositol 1,4,5-trifosfato en la
liberacion del calcio des del reticulo endoplasmatico. PLCy puede estar
envuelto en la resistencia de la droga de los tumores dependientes de SCF/c-
KIT.

¢ VIAS DE REGULACION EN LA SENAL DE ¢-KIT

1-Proteinas tirosinas fosfatasas (PTPasas)

Durante la senal de activacion por el ligando, la accién de la tirosina quinasa en
unidon con las PTPasas, donde unicamente hay un aumento transitorio en la
fosforilacidon de las tirosinas de las proteinas celulares.

En la transformacion celular por formas oncogénicas de c-KIT, hay un aumento
en la fosforilacion de las tirosinas; se puede deber en parte por la actividad
alterada de las PTPasas, la cual es regulada a través de un grupo de sulfidril
fuertemente conservado. La oxidacion del residuo vuelve el enzima inactivo.
Esta es la consistencia con los factores que hay en aumento de los oxigenos
reactivos en las células con la activacion de c-KIT. Ademas, la actividad de las
PTPasas hacia una proteina especifica puede ser regulada a través de los
dominios de interaccion de la proteina; por ejemplo el dominio SH2 contiene
fosfatasas SHP1 que pueden ser reclutadas por el fosfo-Tyr569 y SHP2 por el
fosfo-Tyr567 en el dominio de yuxtamembrana del c-KIT. SHP1 es conocido
como regulador negativo de la senal de c-KIT, probablemente en la
defosforilacidon de las proteinas en el complejo de sefiales SHP1/c-KIT. Podrian
estar también implicados en el complejo de regulacion de c-KIT una serie de
fosfatasas treonina/serina. Sin embargo, aun no esta bien definido el papel de

las proteinas 3% 134,

2- Fosfatasas fosfoinositol

Hay una variedad de diferentes fosfatasas fosfoinositol con caracteristicas

especificas de los sitios de fosforilacion en el anillo inositol. Se incluye un SHIP
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(SH2, contiene inositol 5 fosfatasa) y PTEN. SHIP es una familia de 110-
145kDa con SHZ2 inositol 5-fosfatasa generado por un splicing alternativo y
procesado proteolitico. SHIP defosforilado en la posicion 5, unicamente en
lipidos en los cuales la posicion 3’ es solo fosforilado, sugestiona que la funcién
de SHIP en la via PI3K, igual que para la via PTEN (PTEN es fosfoinositido 3-
fosfatasa). PTEN puede contribuir a la transformacion independiente de la
sefal de c-KIT. SHIP es de considerable interés en la desregulaciéon de la sefial
de c-KIT; después SHIP1 inhibe la sefial de regulacion SCF/c-KIT en la
direccién de desgranulacion en mastocitos. En otros sistemas celulares SHIP1
ha sido demostrado en la regulacion AKT dependiente del crecimiento celular y
apoptosis. Se sugestiona que SHIP puede jugar un papel significativo en la
sefal de c-KIT y en la transformacién, como en la modulacién de la sefal de
PI3K 135, 136.

3-Proteina quinasa C

Los miembros de la familia PKC han sido implicados en una extensa variedad
del proceso celular que incluye la regulacion del ciclo celular, funciones del
citoesqueleto, diferenciacion y otras. La regulaciéon de la serina/treonina de la
quinasa PKC juega un unico rol en el loop feedback negativo durante la
activaciéon de c-KIT. La unién de c-KIT con SCF aumenta la fosforilacion
dependiente de PKC de Ser741 y Ser746 en el dominio de insercion de la
quinasa. Este proceso es pensado para contribuir en la disminucion de la
actividad de la quinasa tirosina c-KIT en la respuesta a la activacién de PKC.
En adicional la activacion de PKC aumenta el procesado proteolitico de c-KIT
cerca del dominio transmembrana y rompiendo el dominio extracelular desde la
cola citoplasmatica y por lo tanto, interrumpiendo la sefal inducida por el
ligando.

Tras la activacion se produce una internalizacién del receptor y una sintesis de

nuevos receptores de novo "7 138,

¢ PATOGENESIS DE c-KIT
Existen una serie de evidencias por las cuales c-KIT juega un papel

fundamental en la patogénesis de los GIST. Las mutaciones activantes de c-
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KIT son un acontecimiento frecuente en GIST y constituyen un evento precoz
en el desarrollo de estas neoplasias; siendo mas frecuentes en GIST malignos
que en benignos, asi como en la variante fusocelular que en la epitelial; y no
apareciendo nunca en leiomiomas ni en leiomiosarcomas *°. No se observa
una desregulacion de c-KIT cuando los GIST progresan a un mayor grado
histolégico y/o metastatizan '¥; los modelos experimentales en los que se
aborda la expresion de c-KIT muestran que este receptor es un requisito para
la diferenciacién y proliferacion de las CIC, y por tanto esto significaria que la
funcién desempanada por c-KIT seria igual de vital para la supervivencia
celular en los GIST "% y por ultimo, la expresiéon de c-KIT se produce en
practicamente la totalidad de las células de los GIST y por tanto constituiria un

elemento potencialmente iniciador en estos tumores "% 41,

Los mecanismos por los cuales las mutaciones de c-KIT conducen a la
activacion del receptor independiente de ligando no estan todavia claros,
aunque al menos en algunos casos las proteinas c-KIT mutadas presentan
cambios estructurales que favorecen la oligomerizacion del receptor y la
fosforilacion cruzada incluso en ausencia de ligando '® %% 3 Parece ser que
diferentes tipos de mutaciones confieren distintos grados de activacion, lo cual
se puede traducir en diferencias en cuanto a la agresividad del tumor '**.

Por analogia con otros receptores tirosina quinasa, el dominio yuxtamembrana
puede funcionar como regulador negativo de la quinasa c-KIT, y una disrupcién
de la integridad conformacional del dominio puede perjudicar a la funcion
regulatoria negativa; por lo tanto, el potencial mutacional del dominio

yuxtamembrana se atribuye a la pérdida de la funcién inhibitoria.

Se ha observado que las mutaciones activantes del receptor c-KIT han sido
implicadas en la patogénesis de otros tumores humanos, incluyendo
seminomas, disgerminomas, Sarcoma de Ewing, mastocitosis, leucemias
mieloide aguda, y mas recientemente en melanomas, sugiriendo un papel en la

oncogénesis de c-KIT.

En 1998 Hirota y cols.'® documentaron no sélo que los GISTs expresaban c-

KIT sino que ademas, 5 de 6 tumores analizados genéticamente eran
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portadores de mutaciones en la regidon del gen c-KIT que codifica para el
dominio yuxtamembrana del receptor (exon 11). Cuatro mutaciones eran
deleciones intersticiales que afectaban a algunos codones y la quinta
correspondia a una mutacion puntual que provocaba un cambio de aminoacido
en la proteina. Lo determinante del hallazgo es que demostré que estas
mutaciones activaban de forma constitutiva la actividad tirosina quinasa de c-
KIT en ausencia de ligando.

Desde entonces son muchos los estudios que se han dedicado a estudiar las
mutaciones de c-KIT en los GIST y actualmente, dependiendo de las series
analizadas y de los procedimientos empleados, la incidencia de mutaciones es
de entre un 21% y un 92% 2% % '*16  Esta discrepancia se debe
fundamentalmente a que muchos estudios sélo analizan el exén 11 de c-KIT.
Sin embargo, Rubin y cols.™* demostraron analizando los 21 exones de c-KIT
que se encontraban mutaciones también en los exones 9, 13 y 17, lo que
significaba que un 23% de las mutaciones encontradas se encontraban fuera
del exén 11. Hasta la fecha se han encontrado mutaciones de c-KIT en los
exones 9, 11, 13, 14 y 17 214,

Las mutaciones activadoras de c-KIT, podrian dividirse en dos grandes grupos:
en primer lugar las que afectan a los dominios quinasa, es decir, la actividad
enzimatica, y en segundo lugar las que afectan a las secuencias reguladoras
(dominios yuxtamembrana) que no afectan a la actividad enzimatica. La
distincién entre ambos tipos de mutaciones es importante porque la inhibicion
de c-KIT por parte de ciertas moléculas terapéuticas como Imatinib y otros
inhibidores tirosina quinasa depende de la localizacion de las mutaciones del

receptor.

En muchos estudios se ha alcanzado frecuencias de mutaciones de hasta un
85% en el gen c-KIT; produciéndose en su mayoria en heterozigosis, siendo
estas mutaciones un evento temprano en el desarrollo de los GIST. Corless y
cols." demostraron que las mutaciones en ¢-KIT eran un evento temprano en
tumores menores de un centimetro hallados por casualidad en autopsias o

endoscopias, presentando la inmensa mayoria mutacién en c-KIT.
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Estas mutaciones pueden ser: deleciones intersticiales, duplicaciones,
mutaciones puntuales o codones STOP, incluso en menor numero se han
observado inserciones e inversiones. En este protooncogén los exones mas
afectados son los que se encuentran en la region yuxtamembrana [exdn
11(67%) ™8, el exon 9 (17%) "] y dominios tirosina quinasa [exones 13 y 17
(1%)] 100, 150, 151 (Fig.12):

- ¢-KIT exén 11: Hirota y cols. documentaron ademas de la expresién en la
proteina c-KIT ', las mutaciones que se producian en el dominio
yuxtamembrana (exén 11) en estos tumores. Ademas, se realizaron
experimentos in vitro para ver el potencial de este receptor y se vio que las
isoformas de c-KIT crecian in vitro, dando lugar a la activacion del receptor en
ausencia de ligando. También transfectaron cinco casos a las lineas celulares
Ba/F3 en un ensayo con nudes de ratones tumorogénicos; los resultados
sugirieron que la actividad oncogénica de c-KIT juega un papel importante en la
supervivencia y crecimiento de los GIST.

Otros estudios mutagénicos de c-KIT han demostrado que deleciones o
inserciones o mutaciones puntuales de este dominio produce disrupciones en
las funciones; dando lugar a la dimerizacion del receptor en ausencia de
ligando. La frecuencia de mutacion en este exdn tiene un amplio rango (20-
92%), debiéndose estas diferencias al tipo de tejido utilizado para el estudio; si
éste es fresco y se utiliza cDNA se obtiene un numero elevado de mutaciones,
pero si se utiliza tejido fijado e incluido en parafina se disminuye notablemente

el porcentaje de mutaciones (20-57%).

En el exdn 11 de c-KIT, podemos encontrar seis tipos de alteraciones:
deleciones, deleciones mas inserciones, mutaciones puntuales, duplicaciones,
inserciones e inversiones. Las mas frecuentes son las deleciones intersticiales
que suelen afectar la parte inicial del exén (entre los codones 550-561)
especialmente los codones 557 al 559; las deleciones en la parte distal son
menos frecuentes, aunque se ha observado que la delecion del codon Asp579
produce una fosforilacion constitutiva de c¢-KIT. Con menor incidencia se
encuentran las mutaciones puntuales que por lo general se limitan a cuatro
codones del exon 11: Trp557Arg, Val559Asp, Val559Ala, Val559Gly,
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Val560Asp y Leu576Pro. Por ultimo, al final del exdn y en mucha menor
proporcion de casos, se pueden presentar duplicaciones en tandem de un
determinado numero de codones que pueden ir desde 1 a 18 codones; las
duplicaciones se han asociado con una fosforilacion constitutiva del receptor,
crecimiento independiente del ligando, resistencia a la apoptosis y alteracion de

152

la via de sefiales reguladoras Las inserciones e inversiones son

extremadamente raras en el exon 11, se han observado Lys558delinsAsnPro
en unos pocos casos 2. Inversiones no se han descrito en el exén 11 en

GIST, sin embargo, coexisten como deleciones.

- ¢-KIT exén 9: Lux y cols.' fueron los primeros en describir una mutacién en
el dominio extracelular de c-KIT (exon 9). La frecuencia de mutaciones en este
exdén se encuentra entre el 9-20% de los casos dependiendo del estudio. Una
insercion de seis nucledtidos es la mutacion mas frecuente en este exén

01 v Tyr %%%; pero también se han hallado

dando lugar a una duplicacion de Ala
excepcionalmente duplicaciones o inserciones de los codones 506-508. El
mecanismo de accidn se desconoce pero se sabe que las mutaciones en el
exon 9 producen disrupciones en los motivos antidimerizacién del dominio
extracelular, dando lugar a una isoforma de c-KIT que tiene una actividad
constitutiva de la quinasa. Se ha constatado que este tipo de mutaciones se
encuentran en una mayor frecuencia en GISTs de localizacion intestinal y de

mayor potencial maligno *? 1%,

- ¢-KIT exén 13: Lux y cols. también fueron los primeros en observar una
mutacion puntual (K642E) en este exon; las frecuencias de mutacion en este
exén son minimas (0,8 - 4,1%); posteriormente se han observado otras
mutaciones puntuales como Leu641Pro, Val643Ala, Leu647Pro. Hay
evidencias de que estas mutaciones producen una activacion del receptor
independiente de ligando, sin embargo no esta claro el mecanismo espontaneo

de dimerizacién del receptor.

- ¢-KIT exén 17: las mutaciones que se encuentran envueltas en el loop de c-
KIT son muy raras. Se ha descrito la mutacion N822K en GIST esporadicos y

N822H en GIST familiares. Ambas mutaciones causan la activacion constitutiva
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del dominio quinasa, sin estar muy claro el mecanismo utilizado. Se ha descrito
que el codon 816 se encuentra mutado en otras enfermedades como la
mastocitosis (también se han hallado mutaciones en el exén 11 en
mastocitosis), la leucemia mieloide crdnica, seminoma, disgermioma y linfomas
de células T " '°° %6 E| hecho de que diferentes neoplasias tengan diferentes
tipos de mutaciones constata que cada fendmeno neoplasico requiere de

diferentes condiciones de transformacion.

A nivel de biologia molecular en casos tratados con Imatinib se ha observado
que la progresion de los GIST puede estar relacionada con la acumulacién de
mutaciones secundarias en c-KIT. Por ejemplo, encontrar una mutacién puntual
en el exdén 11 y subsecuentemente adquirir una delecién en el 9, que favorece

tener una nueva ventaja para el crecimiento tumoral.

RECEPTOR TIROSINA QUINASA TIPO il

Ligando (SCF o PDGF)

Juxtamembrana
extracelular %KIT ex6n 9 (~15% mutaciones)
e

VVVVVVNVVVVV
M&LLL\ILL&?\A& /KIT exon 11 (~75% mutaciones)

Juxt b
inut):aacr;irlr;r rana \ PDGFRa ex6n12 (~1% mutaciones)

c-KIT exé6n 13 (~5% mutaciones)

TK1
PDGFRa Ex6n14
- A ~ o i
TK2 c-KIT exén 17 (~5 % mutaciones)
DGFRa ex6n1 8 (~4 %mutaciones)
Figura 12: Imagen del receptor tirosina quinasa tipo Ill: ¢c-KIT y PDGFRa; con sus

correspondientes tantos por cientos de mutaciones. Imagen cedida por Stephan Dirnhofer.
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¢ MUTACIONES DE ¢c-KIT Y PRONOSTICO TUMORAL
Desde el punto de vista clinico-patolégico se ha intentado encontrar algun
significado a la presencia de mutaciones en c-KIT. En este sentido, parece que
las mutaciones de c-KIT son mas frecuentes en GIST malignos que en
benignos, que no aparecen nunca en leiomiomas ni en leiomiosarcomas, y que
se observa una mayor frecuencia de mutaciones en los GIST de variante

fusocelular que en los de variante epitelioide 2 6% 14 147. 151

. La mayoria de
estos primeros trabajos se basaron sobre series retrospectivas, en las que la
incidencia de mutaciones podria estar infrarrepresentada. De hecho, Corless y
cols." . en un estudio molecular sobre una serie de 13 GIST de menos de 1
cm. de diametro encontrados de forma accidental tras cirugia por otros motivos
y utilizando DHPLC para la deteccion de mutaciones, detectan mutaciones de
c-KIT en el 83% de los casos. Esto indicaria, segun los autores, que las
mutaciones de c-KIT constituyen un evento precoz en el desarrollo de estos
tumores y que dada su alta incidencia el valor prondstico de estos hallazgos
tendria escasa relevancia "’. Estudios posteriores en series amplias de casos
han encontrado frecuencias similares de mutaciones de c-KIT en los grupos de
GISTs de alto riesgo y de bajo riesgo confirmando esta hipdtesis 1 7.
Aunque la presencia de mutaciones no confiere informacion prondstica en si,
no ocurre lo mismo cuando se consideran los diferentes subtipos de
mutaciones, algunos de los cuales se asocian a un fenotipo mas maligno %
198 Singer y cols.®? evaluaron la relevancia pronéstica de las mutaciones de c-
KIT en un total de 48 GIST, y encuentran que aquellos pacientes con
mutaciones puntuales en el exén 11 presentaban un porcentaje libre de
recurrencia de 5 afios del 89% frente al 40% observado en el grupo de
pacientes portadores de otros tipos de mutaciones. Ademas, la presencia de
deleciones o inserciones en el exén 11 constituia un factor indicador de
recurrencia independiente. Esta misma observacion ha sido demostrada
posteriormente en el caso de GIST localizados '*°.

Hay estudios que constatan la presencia de un punto caliente mutacional
asociado a una peor evolucion de los pacientes portadores de las deleciones
de los codones 557 (Trp) y /o 558 (Lys); encontrandose en mayor frecuencia en
los GISTs metastasicos 2. Mas tarde, el Grupo Espafiol de Investigacion de

Sarcomas (GEIS), en un estudio multicéntrico en el que se analizaron las
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mutaciones de c-KIT en un total de 162 GISTs localizados, operados, de mas
de 2cm. de diametro y con una mediana de seguimiento de 42 meses,
demostré que las deleciones que afectan a los codones 557 y 558 de c-KIT
constituyen un marcador predictivo independiente de recurrencia en GISTs y
que por tanto, deberia de ser un marcador molecular a tener en cuenta en el
tratamiento adyuvante de pacientes con GISTs localizados '*°.

Para Maria Debiec-Rychter y su grupo las mutaciones localizadas en los
codones 565-567 y 577-579 tienen un prondstico de progresion mucho mas
alto que otras mutaciones y peor respuesta a Glivec '°'.

En contraste a las mutaciones del exén 11 de c¢-KIT, la frecuencia de las
mutaciones en el exon 9 es mayor en los tumores malignos (17%) frente a los
de alto y bajo riesgo (3%) '*2.

Las mutaciones de c-KIT en GIST muestran mayor frecuencia de metastasis en
higado y mas alta mortalidad que los GIST negativos para las mutaciones en
este; ademas las deleciones en el exén 11 son marcadores de peor prondstico

en GIST gastricos '®%.

¢+ MODELOS ANIMALES

Para poder entender mejor la patologia y la clinica de los GIST se han
desarrollado modelos animales; entre ellos Sommer y cols."® desarrollaron un
modelo de ratén con un GIST familiar humano, usando una estrategia de
"knock-in" en el genoma del ratén, basado en una mutacién en el exén 11
(V558A, en heterozigosis). Se observa una total penetrancia, estos hallazgos
sugestionan que una sefial constitutiva de c-KIT es critica y suficiente para la
induccion de neoplasias de GIST e hiperplasia de ICC ',

Otro modelo murino ha sido desarrollado por Rubien y cols."® introduciendo la
mutacion del exon 13 K641E, la cual ha sido descrita tanto en GIST
esporadicos como en familiares. Los animales desarrollan una patologia muy

similar al Gl con completa penetrancia.

69



Revision bibliografica

B) SCF

El factor de crecimiento de células madre se identific6 en 1990 '®° fue
originalmente descrito como una citoquina capaz de promover el crecimiento y
la supervivencia de células hematopoyéticas de multiples linajes.

El gen esta localizado en el brazo largo del cromosoma 12 en posicion
12921.32 y codifica una proteina de 30KDa.

La molécula puede existir en dos isoformas que derivan de un corte y empalme
alternativo que incluye al exdén 6 y que dan lugar a una isoforma soluble o
transmembrana respectivamente.

La forma soluble de la citoquina se genera por una ruptura proteolitica
localizada dentro del exén 6 0 7.

In vivo, la isoforma transmembrana se requiere para la hematopoyesis normal
pero in vitro tanto la forma soluble como la de membrana poseen actividad
bioldgica.

Se piensa que la isoforma transmembrana aumenta la estabilidad del receptor
y previene la internalizacion del mismo sosteniendo la actividad quinasa, en lo

que se ha llamado un circuito yuxtacrino.

C) PDGFRa

Heinrich y cols. se plantearon la posibilidad de que existiera un segundo
receptor tirosina quinasa implicado en los tumores GIST dentro del grupo del 5-
7% de GIST “wild type” > ?*. Este posible receptor se activaria y podria ir
acompafnado de la regulacion disminuida a nivel transcripcional de c-KIT; esta
teoria se asocié mas bien a los GIST que dentro del grupo “wt-type” eran
patogénicos. Para poder descubrir si existia un segundo receptor para estos
tumores se realizaron inmunoprecipitaciones con antisera policlonal (panRTK
antisera) que se une a péptidos de las regiones de las secuencias
fuertemente conservadas en los receptores tirosina quinasa; hallando como
resultado una fosfoproteina alrededor de 150 y 170k correspondiente con
PDGFRa. Posteriormente aquellos wt-type que expresaban la fosfoproteina
fueron secuenciados los exones homdlogos a los de c¢-KIT (10,12,14 y 18),

ademas de estudiar los wt-type se estudiaron GIST mutados en c-KIT. Se

70



Revision bibliografica

hallaron mutaciones en el gen PDGFRa y ademas se constatd que las
mutaciones eran mutuamente excluyentes con ¢-KIT .

Matsui y cols. en 1989 '® identificaron una secuencia genémica y un cDNA
clonado para un nuevo receptor de la familia de los PDGF/CSF1; el gen
transcribia 6,4kb que son coexpresadas en tejidos humanos normales con
5,3kb de mRNA. Kawagishi y cols. en 1995 ' aislaron clones gendmicos que
codificaban PDGFRa y mostraron que el gen contenia 23 exones con una

expansiéon de 65kb.

PDGFRa se localiza en el cromosoma 4q11-q12 *? (Disteche y cols.1989,

Matsui y cols. 1989 localizaron el gen por hibridacion in situ '

) adyacente a c-
KIT. Al igual que PDGFR1 y CSF1R que se desarrollaron a partir de un gen
ancestral por duplicacion, se cree que una situacion analdgica ocurridé con c-
KIT y PDGFRa. Desde un punto de vista evolutivo es posible que la distribucion
de los cuatro locis, PDGFR2, c-KIT, PDGFR1 y FMS, en el cromosoma 4 vy el
cromosoma 5 sean resultado de la duplicacion de genes y doblete de

cromosomas (tetraploidizacion).

Heinrich y cols. realizaron un estudio para poder estudiar aquellos GIST que
eran negativos para las mutaciones en c-KIT; utilizaron un coctel de
anticuerpos de epitopos del receptores tirosina quinasa para poder extraer los
tumores c-KIT- wild type. En la inmunoprecipitacion del Western blotting con un
anticuerpo especifico fosfotirosina observaron una nueva banda identificada
como PDGFRa .

Aunque la mayoria de mutaciones se producen en c-KIT, entre un 5-7% de los
casos se encuentra mutado el protooncogén PDGFRa (receptor del factor de
crecimiento plaquetario alfa) constituido por 23 exones de aproximadamente
65Kb y se encuentra en la misma region que c-KIT (4q11-12). Los mismos
autores evaluaron las mutaciones genoémicas del PDGFRa en los exones 10,
12,14 y 18, que corresponden a los exones de c-KIT que contienen las
mutaciones oncogénicas en la mayoria de los GIST, y encontraron mutaciones
del PDGFRa concretamente en los exones 12 y 18 en el 35% de los GIST c-
KIT negativos y ninguna en los GIST con un ¢-KIT mutado. Por lo que son

mutaciones mutuamente excluyentes pero con consecuencias bioldgicas
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similares en la patogénesis de los GIST; la cascada de transduccion de sefales
de PDGFRa es indistinguible de la utilizada por aquellos tumores que se
encuentran mutados en c-KIT 8. Las mutaciones en PDGFRa suele ocurrir
predominantemente en GIST epitelioides y con células gigantes
multinucleares; localizandose gastricamente un 98% de las mutaciones en este

gen.

Los mecanismos por los cuales las mutaciones de ¢-KIT y PDGFRa conducen
a la activaciéon del receptor independiente de ligando no estan claros, aunque
en algunos casos las proteinas mutadas presentan cambios estructurales que
favorecen la oligomerizacién del receptor y la fosforilacion cruzada incluso en
ausencia de ligando. Los tipos de mutaciones confieren distintos grados de
activacion, lo cual se puede traducir en diferencias en cuanto a la agresividad
del tumor "%,
¢ MUTACIONES EN PDGFRa

En la publicacién de Corless y cols.'® en la que analizan mas de 1000 casos
de GISTs estiman que la frecuencia de mutaciones de PDGFRa es del 7,2%,
siendo el ex6n 18 el que mas frecuentemente se encuentra mutado(6%),
seguido por el ex6n 12 (1%) y en menor frecuencia por el exén 14 (0,2%) '7°.
Por lo general, las mutaciones de PDGFRa se asocian a GIST de morfologia
epitelioide %° y especialmente aquellas que tienen mutaciones en el exén 14 a
un prondstico mas favorable '"'. Se han observado en PDGFRa exén 18
mutaciones como Asp846Tyr reportado en GIST esporadicos y familiares,
Asp820Tyr en GIST familiar *. En estudios in vitro se ha observado que las
mutaciones causan activacién constitutiva del receptor fosforilado vy
desregulacion de la via MAPK y STAT '¢°.

Pero no todos los GIST c-KIT negativos tienen mutaciones de PDGFRa, existe

una proporcion de casos (20%) que también exhiben mutaciones de c-KIT .

1.8.2 RESPUESTA A GLIVEC

Se ha podido constatar en estos ensayos que los GIST no responden de igual

forma al tratamiento con imatinib; ademas no se ha observado que exista una
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correlacion entre la duracion de la terapia y la respuesta. La respuesta a
Imatinib puede ser mas o menos efectiva segun si se encuentra mutado o no el
gen y el status de la mutacion (Tabla 6). En el ensayo CSTIB2222 también se
estudiaron a nivel molecular los casos; tras 19 meses de seguimiento se
observé que los pacientes con mutaciones en el exdon 11 de c-KIT presentaban
una respuesta parcial significativamente superior (83,5%) a la observada en
pacientes con mutaciones en el exon 9 (48,7%), o a aquellos que no
presentaban ninguna mutacion detectable (0%). Se ha observado que aquellos
pacientes con mutaciones en el exén 11 tienen muy buena respuesta al
medicamento pero en cambio, los mutados en el exon 9 de c-KIT tienen una
respuesta parcial. En aquellos GIST en los que no se haya ninguna mutacién ni
en c-KIT ni en PDGFRa la respuesta es minima. Los mutados en el PDGFRa
12 y 14 responden bien; sin embargo, se ha observado una resistencia primaria
al medicamento, esta resistencia es debida a las mutaciones localizadas en los
exones 17 de c-KIT y 18 de PDGFRa (en el codén D842V) " 72 Durante la
respuesta a imatinib o la fase estable de la enfermedad pueden ocurrir
mutaciones secundarias que adjudican un mayor potencial maligno y una
menor respuesta a imatinib, la inmensa mayoria de estas mutaciones son
mutaciones "missense" y suelen ocurrir cuando la mutacion primaria se localiza
en el exén 11 de c-KIT (60-65%) versus el exon 9 (16-36%)'72.

Pero ademas hay resistencia secundaria al medicamento a causa de la
adquisicion de nuevas mutaciones en c-KIT y PDGFRa; después de una
respuesta inicial. En el caso de GIST se han postulado cuatro mecanismos de

resistencia al tratamiento con imatinib '"3:

a. La adquisicion de una segunda mutacion en ¢-KIT o PDGFRa que
confiere una resistencia al imatinib. En este caso en concreto
llama especialmente la atencion la elevada frecuencia de nuevas
mutaciones que se producen en el exdn 17 de ¢c-KIT, asi como en
otros exones, como el 13 o el 14, como fendmenos indicativos de

resistencia secundaria al tratamiento con imatinib 74176,

b. La amplificacion gendmica de c¢-KIT y la consiguiente

hiperexpresion de la proteina, con pérdida de expresion.
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c. La activacion de un receptor tirosina quinasa alternativo a c-KIT o

PDGFRa, aun por descubrir.

d. Mecanismos heterogéneos con activacion comun de vias
alternativas (AKT, mTOR, MAPK...)

e. La resistencia funcional de determinados tipos de mutaciones que
in vitro muestran sensibilidad al Imatinib (por ejemplo: las

mutaciones del exon 9 o el receptor en estado nativo).

Afortunadamente, ya se esta progresando en terapias alternativas al Glivec con
otros inhibidores especificos de tirosinas quinasas que puedan proporcionar

alguna esperanza en la lucha contra la enfermedad '"8.

Tabla 6: Respuesta al Glivec en los GISTs, ya sean esporadicos, asociados a otras

enfermedades o familiares.

Buena respuesta a imatinib
Menor respuesta a imatinib

Sensible a imatinib in vitro, respuestas clinicas
observadas.
Sensible a imatinib in vitro, respuestas clinicas
observadas.

Sensible a imatinib in vitro, respuestas clinicas
observadas.

D842V tiene poca respuesta a imatinib, muchas otras
mutaciones son sensibles.

Menor respuesta a Imatinib

Pigmentacion en piel, pigmentosa urticaria,
mastocitosis.

No pigmentacion en la piel, o mastocitosis.

No pigmentacion en la piel, o mastocitosis,
anormalidades en la peristalsis del es6fago.
Mutaciones en c¢-KIT mucho menor que en adultos.

GIST gastricos con condroma pulmonar y o
paraganglioma; M:H=7:1; no se han identificado
mutaciones.

No se identifican mutaciones en c-KIT.
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1.9 CITOGENETICA Y FISH:

El primer trabajo en el que se estudia la citogenética de los tumores GIST como

tal entidad no apareci® hasta 1998 '’

Hasta entonces, los trabajos
citogenéticos sobre GIST se publicaban junto con los leiomiomas o
leiomiosarcomas de origen gastrico o intestinal o se incluian junto

27 Fue el trabajo de Marci '’

leiomiosarcomas de origen variado el que
establecid unas diferencias desde el punto de vista de la citogenética como
eran la presencia de monosomias de los cromosomas 14 y 22 y deleciones del
brazo corto del cromosoma 1 (1p) en algunos casos. Estas anomalias
citogenéticas definen claramente los GIST de los Ileiomiomas vy
leiomiosarcomas con alteraciones mas complejas que implican un mayor
numero de cromosomas. Desde entonces, los cariotipos de aproximadamente
dos tercios de los GIST muestran tanto la monosomia del cromosoma 14 como
pérdidas de heterozigosidad y de hibridacion gendmica comparada, se han
identificado al menos dos regiones cromosémicas, 14q11.1q12 y 14q22-24,
candidatas de contener genes supresores de tumores con implicacién en la

patogénesis de los GIST """ (Fig. 13).

Por su parte la pérdida del brazo largo del cromosoma 22 se observa en el 50%
de los GIST y esta asociado a la progresién a lesién maligna %', Tanto la
pérdida del 14 y 22 0 14q y regiones especificas del 22 se han observado tanto
en GIST benignos, "borderline" y malignos; sugestionando que estas regiones
cromosomicas contienen genes supresores de tumores y genes reparadores
envueltos en la patogénesis de GIST junto con la presencia de mutaciones en
c-KIT y PDGFRa. Los resultados citogenéticos junto con otros datos
sugestionan que 14923-q32 y 22911.2-q12 pueden contener genes supresores
de tumores de vital importancia para el desarrollo y progresion tumoral. Las
pérdidas de las regiones cromosomicas 1p, 9p y 11p son menos frecuentes
que las pérdidas de 14q y 22q pero se asocian mas significativamente a una
mayor malignidad y un peor pronostico y que se ha observado que son un
evento temprano en la patogenia de los GIST?* 79 181183 ge han descrito que
en GIST benignos se observan deleciones en 1p y pérdida del cromosoma 15.

La region 1p36 puede jugar un papel importante en la progresién tumoral; estas
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alteraciones en el cromosoma 1 pueden representar cambios secundarios

relevantes en la progresion y malignidad en la transformaciéon de GIST.

En CGH se ha observado que se producen ganancias de material en los GIST
malignos en 3q26-929 (40%), 5p (30%), y 8922-q24, también se ha observado
la ganancia de 19q13. Se han observado que son mas frecuentes las pérdidas
que las ganancias, afectando sobretodo al 1p y al cromosoma 15 '®* (Fig.15).

Se han observado que las ganancias en 8q y 17q son frecuentes en metastasis
y 20 en GIST malignos y metastasicos; también se ha visto que la perdida de
9p es mas frecuente en GIST metastasicos que en GIST primarios, al igual que
la pérdida del 13q que no se observa en GIST benignos '®.

Las pérdidas de 9p tienen una relacién con la malignidad en GIST ya que no
se expresa en los GIST de elevado riesgo. CDKN2A codifica para dos
6INK4A y p14ARF

regulacion del ciclo celular, inhibidor de quinasas dependientes de ciclina y

importantes supresores de tumores p1 , envueltos en la
que acttian en la transicion de las fases G1 a S del ciclo celular ®°°%% (Fig.14).
Esta pérdida podria estar relacionada con la agresividad del tumor; pero no se
ha podido observar ninguna relacion de la pérdida de este gen ni por
metilacién, ni delecion con los parametros estudiados hasta ahora '®°. Al lado
se encuentra CDKN2B que codifica p15™*® el cual forma complejos binarios
exclusivamente con CDK4 y CDKG6, inhibiendo pRb fosforilado durante G1 vy
arrestando la progresion del ciclo celular. Estos tres genes supresores de
tumores estan implicados en la regulacion de los puntos de transicién de G1/S
y de G2/M; la pérdida de estos genes implica una inmortalidad de las células

tumorales.

Ademas de las pérdidas cromosomicas, también se han descrito ganancias del
brazo largo de los cromosomas 8 (8q) y 17 (17q), que ademas estas asociadas

a un mayor potencial metastasico '’® 179 186,
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Patogénesis molecular de los GIST

Mutaciones de
¢-KIT o PDGFRa

}
Del 14q

|
Del 22q

|
Del 1p

’

Ganancia de 8p

|
Del 11p

|
Del 9p

’

Ganancia 17q

Figura 13: Modelo de progresion tumoral de los GIST.

14/22DZ

Figura 14: Imagen de un GIST por FISH con las monosomias de los cromosomas 14 y el 22.
Imagen cedida por Dra. R.Noguera.
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. £ "'ul .

Figura 15: Pérdidas y ganancias cromosomicas caracteristicas de un GIST.
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2.1- HIPOTESIS

A la vista de los datos expuestos en la introduccion se planted la siguiente

hipétesis de trabajo:

Los GIST son neoplasias mesenquimales que cuando son de alto riesgo o se
presentan en estado avanzado tienen un prondéstico muy desfavorable. En el
proceso de diagndstico de dichos tumores se tienen en cuenta tanto los
parametros clinicos, como anatomopatolégicos y moleculares; los cuales
determinan a su vez el prondstico de estos tumores. Para la caracterizaciéon
exhaustiva clinico- patoldgica, inmunohistoquimica asi como el estatus
mutacional de c¢c-KIT y PDGFRa puede ayudar a establecer un mejor manejo

clinico y pronéstico de los GISTs.

2.2- OBJETIVOS DE TRABAJO

Los objetivos que nos marcamos con el presente estudio de investigacion son

los siguientes:

1. Describir las caracteristicas clinicas e histopatoldégicas mas habituales
de los GISTs en dos series de casos: una serie actual (posterior a 1998)

y otra serie historica (previa a 1998).

2. Establecer el patron de expresion inmunohistoquimica en todos los
GISTs mediante el empleo de los siguientes marcadores: c-KIT, CD34,
AML, sinaptofisina, S-100, PDGFRa, CD99, Ki-67, PGP 9.5, p53 y
MDM2.

3. Correlacionar la expresion del marcador de proliferacién celular Ki-67 y
el numero de mitosis y comprobar su validez como marcador diagnéstico
en GISTs.

4. Estudiar el estatus de mutaciones en los genes c-KITy PDGFRa.
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5. Evaluar la posible implicacion pronéstica de las mutaciones de c-KIT y

PDFGRA, segun el tipo de mutacién y la localizacion de estas.

6. Determinar posibles diferencias clinico-patolégicas e
inmunohistoquimicas, entre los GIST con mutaciones en c-KIT o
PDGFRA con los que no las presentan.

7. Determinar diferencias clinico-patologicas, inmunohistoquimicas y

moleculares entre los GIST CD117 negativos de los que no.

8. Determinar diferencias clinico-patolégicas, inmunohistoquimicas y

moleculares entre los GIST tratados con Glivec de los que no.

9. Buscar las posibles relaciones entre los parametros clinico- patoldgicos,

inmunohistoquimicos y moleculares de los GISTs.
10. Determinar posibles factores prondsticos para la progresion y

supervivencia de los GISTs tanto en los casos tratados con Glivec como

en los no tratados.
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3.1 PACIENTES Y MUESTRAS

Se han recogido un total de 175 casos incluidos en parafina diagnosticados en

el periodo comprendido entre los afios 1985 y 2007. Una vez obtenido todo el
material se ha llevado a cabo un completo estudio tanto histopatolégico como
mutacional. Del total de casos, 86 pertenecen al Hospital Clinico de Valencia,
24 casos son de la Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia y 65 casos de

consulta de hospitales externos.

Incluidos en la serie global, contamos con un grupo de 40 casos diagnosticados
con anterioridad a 1998 cuando se demostro la implicacién diagndstica de c-

8. bor esa causa se planteo en muchos centros si

KIT en estos tumores
aquellos casos diagnosticados como leiomiomas, leiomiosarcomas vy
leiomioblastomas localizados en el aparato digestivo no eran sino un GIST; por
lo que quisimos reclasificarlos valiéndonos de una bateria de anticuerpos
caracteristicos de los GIST y del estudio molecular de ¢-KIT y PDGFRa. Para
su seleccion se revisaron aquellos casos diagnosticados entre 1984-1998 como
leiomiomas, leiomioblastomas y leiomiosarcomas segun su morfologia celular y

su localizacion, realizando una primera seleccion de los posibles GIST.

Todos los casos se encontraban incluidos en parafina, permitiendo realizar los
cortes necesarios para el estudio inmunohistoquimico (secciones de parafina
de tres micras) y el molecular (cinco secciones de 5 micras) (Fig.16). De
manera complementaria a la parafina, el estudio molecular se ha podido
realizar a partir de tejido tumoral en fresco en dos casos, 5 en cultivos celulares
y uno en “nude” donde se ha confirmado el estado mutacional del tejido

primario.

-Criterios de exclusion

Se excluyen aquellos casos de consulta de posibles GIST que han sido
diagnosticados como otros tumores por no hallar ninguna mutacion en c-KIT o
PDGFRa como estudio complementario a una inmunohistoquimica dudosa

Los casos que finalmente no han sido diagnosticados pero que han seguido
todo el procedimiento tanto a nivel de inmunohistoquimica como de biologia
molecular han sido utilizados como controles negativos de las técnicas

desarrolladas.
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3.2-REVISION CLINICO PATOLOGICA DE LOS CASOS

El estudio clinico estd basado en el analisis de las historias clinicas de los
pacientes depositadas en el Archivo Central del Hospital Clinico Universitario
de Valencia y en la Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia, en aquellos
casos en los que no se ha tenido acceso directo a la historia se ha hecho lo
posible para recabar la mayor informacién posible. Se han valorado los
parametros referentes a la situacion clinica del paciente y estudio
anatomopatoldgico del tumor que a continuacion describimos:

-Sexo: 1-Mujer; 2-Varén

-Edad: considerada en afios el momento en que se emitié el informe
anatomopatoldgico del tumor primario. Obtenida de la fecha de nacimiento y la
fecha del diagnostico.

-Localizacion del tumor: esofago, estomago, intestino delgado, intestino
grueso, higado y extragastrointestinal.

-Tipo de tumor: 1-primario; 2-recidiva local; 3-metéstasis.

-Tamafo tumoral: en centimetros.

-Celularidad del tumor: epitelioide, fusocelular o mixto.

-Presencia de pleomorfismo o necrosis.

-Recuento mitdsico segun la clasificacion de riesgo de Fletcher y Miettinen.
-Diagndstico: patoldgico.

-Clasificacion segun los criterios de riesgo de Fletcher y Miettinen.

-Tratados con Glivec o no.

-Cirugia en aquellos casos en que no se ha podido realizar una extirpacion
completa del tumor se tiene en cuenta porque las recidivas son mas frecuentes
y tempranas en esos casos.

-Tiempo transcurrido hasta la primera recidiva o a las metastasis.

-Intervalo libre de enfermedad (ILE): se contabiliz6 en meses desde el
diagnostico anatomopatologico inicial hasta la confirmacion histologica de una
recidiva o hasta la finalizacion del seguimiento si no hubo recidiva tumoral.
-Tiempo de seguimiento: se contabilizd en meses desde el diagnostico
anatomo-patolégico inicial hasta la ultima revision.

-Muerte a causa de enfermedad: supervivencia global.
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3.3- TECNICAS HISTOPATOLOGICAS

El andlisis histolégico se realizd sobre muestras de tejido tumoral fijadas en
formaldehido al 10% e incluidas en parafina. Se cortaron secciones de 3 um en
un microtomo y se montaron en portaobjetos con Poly-L-lisina para el estudio
IHQ. Para el estudio morfoldgico, orientado al diagndstico, se utilizaron técnicas
convencionales de Hematoxilina-Eosina sobre cortes de parafina de 3 pm.

3.3.1-TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA (HE).

La hematoxilina-eosina es la técnica de tincion histolégica convencional, en la

que se emplea la hematoxilina (Merck co) para tefir el nicleo de azul y la
eosina (Merck co), colorante &cido que tifie el citoplasma de rojo a rosa.
Brevemente, el protocolo de la tincion que se ha seguido se detalla a
continuacion:

-Incubamos las muestras a 60°C aproximadamente 20 minutos antes de
desparafinar, para que después sea mas facil la desparafinacion que se
realiza en xilol (Merck co) durante 5 min.

-Seguidamente, realizamos pases por etanol (Merck co) (90°/80°/70°) para
hidratar, de 2 a 5 veces en cada uno. Una vez hidratadas las muestras,
realizamos la tincion nuclear con Hematoxilina de Harris, 5 minutos y
enjuagamos con agua destilada 2 minutos (en forma de zambullidas).

-Para decolorar, sumergimos las muestras en acido clorhidrico al 0,5%
(Merck co) (un pase rapido). Lavamos con agua corriente y luego con hidroxido
de amonio (Merck co). Nuevamente realizamos un lavado rapido con agua
corriente.

-Para la tincion citoplasmatica, sumergimos las muestras en eosina
durante 4 minutos y lavamos con agua corriente (inmersiones rapidas).

-Deshidratamos de nuevo con pases en etanol (70°/80°90°),
aproximadamente de 30 segundos cada uno. Finalmente aclaramos con xilol, 1
minuto.

-Para dltimo, montamos con “entellan” y cubreobjeto y ya podemos

observar la laminilla al microscopio.
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3.3.2- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

Las técnicas inmunohistoquimicas son técnicas de inmunolocalizacién de
antigenos tisulares o celulares mediante su unién con anticuerpos especificos,
que utilizan una enzima conjugada como trazador. Por este motivo, la reaccion
antigeno-anticuerpo se visualiza afiadiendo al final de la reaccion el sustrato de
la enzima mas una sustancia cromogena, lo que da lugar a un precipitado
insoluble y coloreado. La enzima peroxidasa es el “trazador” mas comunmente
utiizado y empleado en técnicas con anticuerpos marcados directa o
indirectamente (Pardo-Mindan et al, 1997).

La técnica empleada en nuestros casos fue la técnica de avidita-biotina-
immunoperoxidasa (ABC) (DAKO) con anticuerpos marcados indirectamente,
en la que el anticuerpo secundario se une al primario que, a su vez, ya se ha
unido al antigeno especifico a estudio. La técnica ABC o complejo de avidina-

1 188 introduce una forma

biotina-peroxidasa, desarrollada por Hsu et al en 198
hipersensible para amplificar la sefial de la reaccion, sobre todo cuando los

antigenos se encuentran en tejidos en parafina.

Para el estudio inmunohistoquimico, cada muestra se procesa con el método
ABC con algunas modificaciones para los diferentes marcadores
inmunohistoquimicos utilizados (Tabla 5). A continuacion se detalla el
procedimiento seguido:

- Las muestras se desparafinan calentandolas durante 12 a 24 horas a
37°C y 45 min. en una estufa a 60°C. A continuacion se sumergen en Xilol
durante 15 min. a temperatura ambiente (pases de 5 min.).

- Tras esta incubacién, las muestras se hidratan con alcoholes de
concentracion decreciente (90-80-70%) y posteriormente se lavan con agua. Se
realiza un pretratamiento de recuperacion antigénica introduciendo las
secciones en una solucion tampon especifica (tampdn citrato 10X, DAKO) y
después en un autoclave (microclave selecta) hasta una presion atmosférica de
1,5 atmoésferas durante cinco minutos. A continuacién se llevan acabo una

descompresion y enfriamiento lento de los preparados.
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- Con objeto de inhibir la peroxidasa enddgena, las muestras se
sumergen en una solucién de agua oxigenada (97 volimenes de metanol al 2%
y 3 volumenes de agua oxigenada) a temperatura ambiente durante 30min.

-Seguidamente, se bloquea la colagena tisular para evitar la unién de
las inmunoglobulinas al estroma con suero de caballo (Gibco) al 20% durante
20min.

- Se voltean los preparados y se le aflade el Ac primario durante 45
min.- 60min. a temperatura ambiente (dependiendo del anticuerpo).

- Las secciones histologicas se lavan 3 veces con tampon fosfato (PBS)
(Cloruro de Sodio, Cloruro Potasico, 2 H,0 hidrogenfosfato de di- Sodio,
dihidrogenofosfato de Potasio) (Gibco) y se incuba seguidamente con el
anticuerpo secundario durante 30 min, empleando el sistema LSAB-2 de
DAKO, cuya solucion 1 esta constituida por una mezcla de anticuerpos
monoclonales "anti-mouse" y policlonales anti-rabbit biotinilados.

- A continuacion, se lleva a cabo 3 lavados con PBS y se afiade el
complejo avidina-biotina (solucién 2 del sistema LSAB-2 de DAKO) durante
30 minutos (este complejo se prepara con 30 min. de antelacion).

- Seguidamente, se vuelven a lavar las preparaciones 3 veces con PBS
y se procede al revelado de la reaccibn mediante una solucién de
diaminobenzidina tetrahidroclohidrica  (DAB) (Sigma) en un tampén de
trisclorhidrico 0,2 M hasta un ph=7. Una vez ajustado el pH se afiade la DAB y
por ultimo el agua oxigenada pura de 110 voliumenes (para 100ml de Tris se
utilizan 75 mg de DAB y 50 microlitros de agua oxigenada). Durante el
revelado, las preparaciones se protegen de la luz, metiéndolas en la estufa de
37°C durante 5 min, y al finalizar el revelado se lava con agua corriente.

- Se contrastan los ndcleos con hematoxilina de Harris durante 30
segundos, se deshidratan los cortes con alcoholes crecientes (70%-80%-90%)
y finalmente se realizan varios pasos en xilol y se montan los cubreobjetos

(Menzel-Glaser) con “entellan” (Merck co).
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3.3.3- EVALUACION HISTOPATOLOGICA

Los casos de rutina han sido evaluados por los patélogos del departamento y
los de consulta externa o de las matrices tisulares se evaluaron por un patélogo

experimentado (ALLB) y siendo analizadas también por la autora.

Las variables histolégicas analizadas para cada tumor se informan en funcion
de los siguientes criterios:

-El indice mitdésico se realiza segun recomienda la OMS seleccionando
cincuenta campos al azar a 40X.

-Necrosis (considerada como una variable dicotomica: presencia o0 ausencia).
-Pleomorfismo (presencia o ausencia).

-Tipo celular predominante (fusocelular, epitelioide o mixto).

-La inmunoreactividad para los distintos marcadores incluidos en el estudio
(Tabla 8).

En general, el porcentaje de células neoplasicas o normales con reactividad fue
estimado mediante una escala semicuantitativa como se describe a

continuacion (Tabla 7):

Tabla 7: Escala semicuantitativa para determinar la expresion de los

marcadores HIQ.

Negativo: < del 5% de células reactivas.

+: de 5% a <25% de células reactivas.
++: de 25% a 50% de células reactivas.
+++: > del 50% de células reactivas.
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Ademas todos los casos han sido clasificados segun el riesgo histolégico

siguiendo los criterios de Fletcher *® (mitosis y tamafio) o Miettinen ' que

incluye ademas la localizacién (Tablas 9 y 10):

Tabla 9: Clasificacion del riesgo histolégico segun los criterios de Fletcher.

Muy bajo riesgo

Bajo riesgo

Tabla 10: Clasificacion del riesgo histolégico segun los criterios de Miettinen.

Muy bajo riesgo | Muy bajo Muy bajo Muy bajo riesgo

riesgo riesgo

Muy bajo riesgo | Bajo riesgo Bajo riesgo | Bajo riesgo

Bajo riesgo
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3.3.4- MICROMATRICES TISULARES.
Para el estudio retrospectivo de los 39 casos diagnosticados anteriormente a

1998, se utilizaron matrices tisulares que ofrecen la ventaja de poder estudiar a
la vez varias muestras de tumor con un alto nivel de estandarizacién. Ademas,
se requieren pequefias cantidades de reactivos, minimo personal de laboratorio
y por consiguiente muy importante, es un método que optimiza la eficacia y
coste efectivo (Fig.17).

Este método consiste en colocar cuidadosamente, en forma de cilindros de
tejido tumoral, un numero elevado de casos en un unico bloque de parafina, de
manera simultanea, permitiendo asi el procesamiento de todas las muestras

bajo las mismas condiciones técnicas '®%; Shergill y cols.".

Para el presente estudio, construimos 2 micromatrices tisulares incluyendo
todos los casos retrospectivos; eligiendo en aquellos casos en los que ha sido

posible dos zonas tumorales diferentes del bloque para una mejor valoracion.

Protocolo para la construccion de las micromatrices tisulares.
Una vez preparado el material asi como la puesta a punto de las medidas en
los ejes X e Y en la matriz tisular (MTA-1 Manual Tissue Arrayer, Beecher
Instruments, USA) utilizado para la construccion de micromatrices, procedimos
a la construccion de las mismas siguiendo los pasos que a continuacion
describimos:

1-Recogida de bloques y preparaciones: Previo a la construccién de
la micromatriz tisular, se recogieron 39 bloques y se realizé una hematoxilina-
eosina de cada bloque para comprobar la existencia de tumor y asi seleccionar
dos areas representativas del mismo. A continuacion, enfrentamos el porta de
hematoxilina con el bloque correspondiente, para identificar la misma area

sefalada previamente.

2-Diseno de la matriz: se realizaron 2 matrices tisulares con los casos
retrospectivos a estudiar y un control de reactividad conocida (tumor renal). El

diametro de cada cilindro en nuestro estudio fue de 0,5 mm. Confeccionamos
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una plantilla en el ordenador, identificando la posicion exacta de cada muestra

en la matriz.

3-Construccion de la matriz: antes de empezar a introducir los cilindros
de las diferentes tumores a estudiar alisamos la superficie del bloque receptor,
desgastando un poco la parafina en el microtomo para que asi todos los
cilindros tengan el mismo angulo. Colocamos el bloque receptor en la base del
instrumento y lo aseguramos correctamente. Elegimos el juego de agujas
apropiado, en este caso de 1 mm de diametro. Situamos a la izquierda la mas
gruesa que toma el cilindro de tejido del bloque donador y, a la derecha, la que
hara el agujero en el bloque receptor. Ajustamos a cero los micrometros que
marcan la alineacién de las filas y columnas de los cilindros, como se indicé
previamente. Hicimos primero el agujero en el bloque receptor, rotando el
embolo de aguja para profundizar, aproximadamente 3 mm. A continuacion
colocamos el bloque de tejido donador sobre el puente, cambiamos de aguja y
tomamos el tejido tumoral marcado. Retiramos el puente con el bloque donador
y expulsamos el cilindro de tejido exactamente encima del agujero hecho en la
parafina, sin hundirlo. Ponemos encima del hueco un portaobjetos para alisar la
superficie del cilindro y nivelarla con la parafina. Cambiamos la medida del
micrometro a la siguiente posicion para hacer el agujero con la aguja
respectiva. Comenzamos poniendo el tejido que servira de testigo de acuerdo
con la ubicacion en la plantilla. Asi sucesivamente hasta agotar todos los

Casos.

4- Una vez finalizada la construccién de la micromatriz tisular, llevamos
el bloque receptor de parafina a la estufa de 37° C durante 24 horas, para que
la parafina de los cilindros de tejido se adhiera mejor a la parafina del bloque

receptor (Fig.16).

5- Se realizaron cortes de 3 micras de cada micromatriz tisular y
fueron recogidos en portas con poli-lisina (DAKO) para su posterior tincién con
HE y pruebas de inmunohistoquimica. Una vez realizados todos los cortes
necesarios se protegieron las micromatrices titulares con un cristal portaobjetos

con los cortes realizados.
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De cada micromatriz tisular se tifidé un corte con H-E y se realizo el estudio IHQ
previsto en el protocolo de GIST segun se describié con anterioridad (Fig.18).

En su evaluacion posterior a la hora de un contaje celular se considero el
diametro del disco tumoral como un todo (100%). La positividad frente a cada
anticuerpo se establecid cuando se observd tincion marrén a nivel del
compartimiento especifico o diana para cada anticuerpo: nuclear,
citoplasmatica o membranosa, como se indica en la tabla para cada marcador,
en las células tumorales, pudiendo utilizar en la mayoria de casos la celularidad

no tumoral como control interno positivo.

Figura 17: Esquema ilustrativo de la seleccién del area tumoral mas representativa en el
bloque de parafina, para la obtencion de uno o varios cilindros y la posterior construccion de la

matriz tisular con el “tissue arrayer”.
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Figura 18: Representacion de la positividad de los casos en la micromatriz para los diferentes

marcadores empleados.
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3.4-ESTUDIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

Para nuestro estudio

necesitamos extraer ADN

F

de los tejidos fijados e 5
incluidos en parafina para Sxracoion de ADN
poder posteriormente
realizar la amplificacion
por la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y
posterior secuenciacion de
los productos obtenidos

(Fig.19). :

i

l Electroforesis de los productos de amplificacion

|
i

l Secuenciacion

l Analisis de las secuencias
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Figura 19. Esquema de los diferentes pasos a seguir en el analisis de biologia molecular. Para

nuestro estudio necesitamos extraer ADN de los tejidos fijados e incluidos en parafina para
poder posteriormente realizar la amplificacién por la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) y posterior secuenciacion de los productos obtenidos.
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3.4.1- EXTRACCION DE ADN

-Para extraer el ADN de las muestras partimos de 5 secciones de 5um.
que se colocan en un tubo eppendorf esteéril de 1,5ml. En primer lugar, hemos
de desparafinar las muestras afadiendo 1ml de xilol e incubamos, con
agitacion ocasional, durante 10-20 minutos a temperatura ambiente, con el fin
de disolver la parafina. Seguidamente centrifugaremos a 13.400 r.p.m durante
10 minutos, eliminamos el xilol con la parafina (sobrenadante); y volvemos a
repetir el paso de nuevo. Una vez eliminada la parafina realizamos unos
lavados con 500 pl etanol absoluto durante 1 minuto, agitando por inversién
varias veces y centrifugamos durante 10 minutos a 13.400 r.p.m para poder asi
facilmente eliminar el etanol y dejar el sedimento con el tejido ya
desparafinado. Para eliminar el exceso de etanol dejamos secar el sedimento

tisular en una estufa a 37°C durante 10 minutos.

-Una vez obtenemos el tejido hemos de proceder a la extraccion del
ADN de las células. Para ello resuspendemos el pellet en 500 ul de solucién de
lisis (SDS 0.5%, Tris HCI 10mM pH8, NaCl 0.15M, EDTA 5mM) y 25 ul de
proteinasa K (Proteinase K (Fungal), 0.5 mg/ml, Invitrogen; Cat No.25530-015)
e incubamos durante toda la noche a 55°C en un bafo de agua. Asi
conseguiremos que las células se lisen y obtener el DNA, pero junto a RNA,

proteinas y restos de tejido "°".

-Pasada la noche, pasamos a purificar el ADN de los restos celulares
afiadiendo 500 ul de fenol (Phenol, P-4682, Molecular Sigma Biology)
equilibrado con Tris-HCI ph 8, en agitacion ocasional durante 20 minutos; asi
conseguimos precipitar las proteinas y restos tisulares. Para poder separar las
dos fracciones centrifugamos durante 15 minutos a 13400 r.p.m y recogemos la
fase acuosa superior en otro tubo perfectamente rotulado. Seguidamente
afiadimos un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y
dejamos actuar durante 1 hora para que precipite el ARN, resto de proteinas y
grasas, este punto es critico para obtener un ADN puro. Una vez pasada la
hora centrifugamos a maxima velocidad durante 10 min. Recogemos la fase

acuosa y anadimos un volumen igual de cloroformo/alcohol isoamilico durante
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30 minutos y volvemos a centrifugar para recoger la fase acuosa superior

donde se encuentra el ADN diluido.

-Por lo que a continuacion procedemos a precipitarlo con 0.1
volumenes de AcNa 3M pH 5.2 y 2 volumenes de etanol absoluto frio durante
toda la noche a -20°C. Al dia siguiente centrifugamos 45 minutos a 13400 r.p.m
y si se obtiene una cantidad adecuada se puede visualizar un pequefio pellet
de ADN al final del tubo. Lavamos el precipitado (pellet) con etanol 70% frio y
volvemos a centrifugar durante 20 minutos a 13400 r.p.m. Secamos el pellet
10 minutos en la estufa a 37°C para que se evapore el etanol que podria
interferir en la amplificacion del producto y resuspendemos el pellet con agua
bidestilada con la cantidad adecuada segun el tamafo del pellet (5-30ul). Hasta

la utilizacion del ADN lo almacenamos a -20°C.

En muchos de los casos del estudio retrospectivo con el aislamiento de ADN
convencional no obtuvimos practicamente material por lo que se planteo cortes
de 10 micras por dos para aumentar la cantidad de material y utilizar el kit de
extraccion: QlAamp DNA FFPE Tissue Kit; Cat. No.56404 (Quiagen). El
procedimiento seguido es:

-En primer lugar se lleva a cabo una desparafinacion tal y como se ha
descrito anteriormente.

- Seguidamente, resuspendemos el sedimento en 180 ul del Buffer ATL
y 20 pl de Proteinasa K, vorteamos para que se mezcle bien e introducimos las
muestras en un bafio de agua a incubar a 56°C hasta que el tejido este
completamente lisado. Es recomendable vortear durante la incubacidon para
dispersar la muestra y acelerar el proceso de digestion.

-Una vez, esta el tejido digerido afiadimos 200 pl de tampdén AL,
vorteamos y seguidamente, lo ponemos a incubar a 70°C durante 10 minutos
(para desactivar la proteinasa), centrifugamos a maxima velocidad y pasamos
al siguiente paso.

-Afadimos 200 pl etanol 100%; vorteamos durante 15 segundos y
seguidamente, un centrifugado rapido a alta revolucion para precipitar.
Introducimos toda la muestra (incluso el precipitado, si lo hubiera) en una

columna proporcionada por el kit con un tubo de 2 ml. Cerramos la columna y

98



Material y Métodos

centrifugamos a baja velocidad (8000rpm) 1 minuto. (la columna debe quedar
vacia; si no, repetir la centrifugacion)

-Pasamos la columna QlAamp a un tubo de 2 ml. limpio y estéril y
procedemos a una serie de lavados con 500 pl de tampén AW1, volvemos a
repetir la misma operacion de centrifugar.

Pasamos de nuevo, la columna QlAamp a otro tubo de 2 ml y anadimos el
segundo tampodn (la funcidn de estos tampones es purificar el DNA), 500 ul de

AW?2 y centrifugar a alta velocidad, 3 minutos.

-Para la obtencion del ADN, finalmente introducimos la columna QlAamp
en un eppendorf nuevo rotulado debidamente y afadimos 60ul de agua
precalentada a 70°C que dejamos reposar durante 5 min, para facilitar asi una
mayor dilucion del ADN. Posteriormente centrifugamos a baja velocidad, 1
minuto; de este modo obtenemos el ADN para realizar las reacciones de
amplificacion correspondientes, tal y como se especifica en el apartado

siguiente.

3.4.2-REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA DE c-KIT Y PDGFRa

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se necesitan una serie de
componentes entre los que se encuentran los iniciadores (primer o cebador,
son 15-20 nucleotidos complementarios a la region que se quiere estudiar,
acotandola en el principio y el final), los dNTPs (desoxinucledtidos trifosfato)
son los cuatro nucleétidos que componen el genoma humano (guanina,
citosina, timina y adenina) que se iran incorporando a la cadena de ADN de
nueva sintesis; un tampon optimizado para la enzima; de Cl,Mg que es un
cofactor requerido por la enzima, y asimismo, favorece la estabilidad de los
duplex ADN-ADN vy el enzima que es una Taq polimerasa estable que sera la
responsable de la sintesis de millones de copias del fragmento de ADN que
queremos estudiar.

Para nuestro estudio realizamos la amplificacion de aquellos exones de c-KIT y
PDGFRa que se encuentran mutados con mayor frecuencia. Entre estos se
encuentran los exones 11, 9, 13y 17 " de ¢c-KIT y los exén 12 y 18 % de

PDGFRa. Para el exon 11 y el exon 9 de c-KIT se realiza una anidada-PCR,
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para poder tener una mayor sensibilidad de deteccion de las mutaciones;
realizamos una primera PCR cuyo producto de es de mas de 400 pares de
bases, seguida de una PCR anidada que arroja un producto de 200 pares de
bases; de esta manera conseguimos una mayor sensibilidad para detectar las
mutaciones en estos dos exones que es donde se concentran un mayor
porcentaje de mutaciones. Las secuencias de los cebadores empleados, el
tamano del producto de PCR y las condiciones de la PCR se pueden observar
en la tabla 11.

Para los exones 13 y 17 se realiza una unica amplificacién en un volumen de
50 ul con la temperatura de uniéon a 56 °C a diferencia de los exones 12 y 18
que se produce la union a 65 °C pero para todos ellos las cantidades
empleadas en la PCR son las mismas. Las PCRs se realizan en un volumen de
50 microlitros (excepto la primera PCR de la "nested" (anidada) que es a 25 pl
para realizar posteriormente la 22 PCR a 50 pl), con los siguientes reactivos:
2ul ADN, 50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8.3, 2mM MgCl,, 0.2 mM de cada
dNTP, 0.2uM para cada primer y dos unidades de Amplitag Gold (Perkin Elmer,
Norwalk, CT, USA). Las muestras se introducen en un termociclador GeneAmp
® PCR system 2700, Applied Biosystem; se precalientan en un paso inicial de
95°C

durante 10min; una amplificacion con 36 ciclos de un minuto de
desnaturalizacion a 94°C, un minuto y medio de unién a 56°C para los
cebadores de c-KIT y a 65°C dos minutos para los cebadores de PDGFRa, y
un minuto de extension a 72°C; ademas se realiza una extension final de 10

minutos a 72°C.
Tanto los exones de ¢-KIT como PDGFRa, utilizados en nuestras PCRs, acotan

la region de yuxtamembrana y los dominios tirosina quinasa, donde se

producen la gran mayoria de mutaciones de estos genes. (Tabla 12) (Fig.20).
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Tabla 11: Cebadores utilizados en el estudio mutacional y el tamafio de amplificacion obtenido.

Fordward:
Reverse:

Fordward:
Reverse:

Fordward:
Reverse:

Fordward:
Reverse:

Fordward:
Reverse:
3!
Fordward:
Reverse:

Fordward:
Reverse:

Fordward:
Reverse:

5-TCCTAGAGTAAGCCAGGGCTT-3’
5-TGGTAGACAGAGCCTAAACATCC-3

5-AGCCAGGGCTTTTGTTTTCT -3
5-CAGAGCCTAAACATCCCCTTA -3’

5-CCTTTGCTGATTGGTTTCGT-3’
5’-AAACAAAGGAAGCCACTGGA-3’

5-CCAGAGTGCTCTAATGACTG -3’
5-ACCCAAAAAGGTGACATGGA -3’

5-GCTTGACATCAGTTTGCCAG-3’
5-AAAGGCAGCTTGGACACGGCTTTA-

5-GGTTTTCTTTTCTCCTCCAACC-3’
5-GATTTACATTATGAAAGTCACAGG-3

5-TCCAGTCACTGTGCTGCTTC-3’
5-GCAAGGGAAAAGGGAGTCTT-3’

5’-ACCATGGATCAGCCAGTCTT-3’
5-TGAAGGAGGATGAGCCTGACC-3’

189pb

215pb

283 pb.

389pb.

193 pb.

203 pb.

260 pb.

251 pb.

Tabla 12: Condiciones para las amplificaciones de los exones estudiados en el analisis

mutacional.
94 |10' (desnaturalizacion inicial) 94 |10’ (desnaturalizacion inicial)
94 | 1'(desnaturalizacion) 94 | 1'(desnaturalizacion)
53 [1'(cebado) 36 56 | 1'30" (cebado) 12
72 | 1' (elongacion) 72 | 1' (elongacion)
72 | 10' (extension final 72 110" (extensioén final

94 | 10' (desnaturalizacion inicial) 94 | 10' (desnaturalizacion inicial)

94 [ 1'(desnaturalizacion) 94 | 1'(desnaturalizacion)

56 [1'30"(cebado) 36 65 |[1'30" (cebado) 40
72 | 1' (elongacion) 72 | 1' (elongacion)

72 |10 (extension final) 72 10" (extension final)
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3.4.3- POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE ADN DE CADENA SIMPLE
(SSCP)

En un primer momento, se secuenciaba siempre el exén 11 de c-KIT que es el

que se encuentra mutado en un mayor numero y con el resto de exones se
realizaba un primer cribaje para las posibles mutaciones.

Este método es rapido, sensible y de gran utilidad para detectar cambios en las
secuencias del ADN, lo que ayuda a descartar los casos que mantienen intacta
la estructura del gen c-KIT y PDGFRa, y seleccionar aquellos con cambios
conformacionales para posterior secuenciacion de los casos que si presentan
mutaciones. Debido a que se queria obtener la maxima fiabilidad en cuanto a
las mutaciones halladas, se procedi6 a secuenciar todos los exones

directamente sin realizar este procedimiento.

El método consiste en separar las dos cadenas del ADN amplificado y
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizante, se
llevara a cabo la movilidad electroforética del fragmento amplificado
dependiendo de su tamafo (aunque soélo sea un nucledtido) y su carga. En los
casos en que se presenten mutaciones, se observaran bandas de movilidad

anomala (Fig.20).

Método
1. Montar el sistema de electroforesis vertical, limpiar las placas de cristal y los

separadores con metanol-KOH, agua corriente, agua destilada y etanol. Dejar
secar al aire.

2. Preparar el gel de poliacrilamida al porcentaje adecuado, dependiendo del
exoén en estudio. Verter la poliacrilamida en el molde y dejar polimerizar durante
1 hora.

3. Preparar las muestras para cargar: 5 yl de ADN amplificado + 15 pl de
tampdén de electroforesis + 10 yl de TBE 5X. Cargar las muestras en los
pocillos y realizar la electroforesis a 125 V, durante 15 horas a temperatura
ambiente.

4. Retirar el gel y realizar una tincion de plata para visualizar las bandas de
ADN (Kit Bio Rad Cat# 161-1443). Parar la tincion se necesita acido acético al

5% vy fotografiar el gel en transiluminador de luz visible.

105



Material y Métodos

Figura 21. Imagenes de
geles de poliacrilamida de los
diferentes exones analizados,
las flechas nos indican la
posible mutacion por cambios

conformacionales.
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3.4.4-ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Tras la amplificacion por PCR, realizamos la electroforesis de los productos

amplificados (10ul del producto de la PCR mas 2 ul de tampon de carga), en un
gel de agarosa al 1,5 %(Life Technologies, Paisley, Scotland) en tampdn de
TBE x 0,5(Tris-acido borico 0.445M, EDTA 0,01M) al que se le anade 3.5 ul de
Bromuro de Etidio (BrEth, 25mg/ml) por cada 100 ml para poder,
posteriormente, visualizarlo y fotografiarlo en el transiluminador de luz UV
(Fotodyne incorporated y polaroid 667). Para el testado de las muestras
tomamos 10 pl del producto amplificado mas 2 ul de tampdn de carga (0,25%
xileno cianol, 30% glicerol en agua destilada) (Fig.21).

Junto con las muestras a estudiar, se sometié a electroforesis 5ul de un
marcador de tamafos moleculares (ready-load, 100pb ADN ladder, Invitrogen o
DNA ladder ready-load™ 0.1 ug/ul, Invitrogen), que nos orientd sobre el
tamano de los productos amplificados, y un control negativo de la PCR (el cual
ha seguido el mismo proceso que las muestras desde el inicio de la
amplificacion pero en vez de ADN se emplea agua).

La electroforesis se llevé a cabo aplicando un voltaje de 120v/cm. (fuente de

alimentacion, MODEL 1000/500, Bio-rad) durante aproximadamente 1 hora.

Figura 22: Imagen de amplificacién del exén 11; en la primera PCR se observa como no hay
bandas nitidas pero al realizar la 22 PCR (anidada) se detecta incluso en el tercer carril y el

cuarto dos casos mutados.
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3.4.5-SECUENCIACION

A) Preparacion de las muestras para la secuenciacion, purificacion de las

amplificaciones:

Una vez confirmada la amplificacién de los productos de PCR y que el control
negativo no se ha amplificado, se preparan las muestras para secuenciarlas.
En una secuenciacién la calidad depende de la pureza de la muestra y de su
cuantificacion, por ello tras la PCR se realiza una purificacion de las muestras a
través de columnas (ultrapure, YM-100, Amicon) con el objeto de eliminar el
exceso de cebadores, buffer y tampon que podrian dificultar el proceso de

secuenciacion.

En primer lugar, se afade toda la muestra de la PCR (40ul aproximadamente)
a una columna del Microcon-100 (Amicon) y se centrifuga a 2500rpm durante
15 minutos a temperatura ambiente, asi conseguimos eliminar todos los
excesos de la PCR excepto el DNA, que al ser de un tamafio mayor se queda
retenido en la membrana. Seguidamente se afiade 32.5ul de H,O a la columna
con nuestro ADN y un nuevo tubo para eluir el ADN purificado y se vuelve a
centrifugar a 5000rpm durante 10’ a temperatura ambiente para obtener asi el

ADN diluido en agua con un alto grado de pureza.

El segundo paso, muy importante para una buena secuenciacion, es
cuantificar la cantidad de DNA que hemos obtenido para ello se toman 5ul de
muestra mas 1 ul de tampon de carga y a los que se someten a una
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Para cuantificar afadimos un
marcador (mass ladder, el cual es un control de concentracién conocida) que
nos indicara segun el grosor y la intensidad de la banda, de manera
aproximada, la cantidad de DNA de cada muestra de acuerdo con los criterios

recogidos en la Tabla 12 (Fig.23).
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Tabla 12: Concentraciones que se tienen en las muestras segun la intensidad de la banda del

marcador empleado.
Bandas 2ul 4ul 8ul

100ng | 200ng | 400ng
60ng | 120ng | 240ng
60ng | 120ng | 160ng
20ng 40ng 80ng

10ng 20ng 40ng

5ng 10ng 20ng

Figura 23: Cuantificacion de los diferentes exones estudiados, en el primer carril se ha
cargado el marcador Mass Lader (el cual nos indicara la concentracién que tenemos), el orden
de carga es el exén 11, el 9,el 13y el 17 de c-KITy el 12y 18 de PDGFRa.

Una vez conocida la cantidad de ng/ul de ADN que hemos amplificado, con una
segunda tabla sabremos los microlitros que hemos de afadir a la reaccién de

secuenciacion.

TABLA 13.Segun el tamano de la amplificacion se afiadira mayor o menor cantidad de ADN.
PRODUCTO DE PCR CANTIDAD PARA SECUENCIACION

1-3ng

3-10ng

5-20ng
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B) Reaccion de secuenciacion:

Una vez cuantificados los casos, afiadimos la cantidad de ADN calculada, 0.5
ul (3.2umol, para las PCRs anteriores la concentracion era de 15umol) de los
cebadores de cada uno de los exones de c-KIT y PDGFRa, 4 ul de Big Dye
v1.1 (Applied Biosystems, Inc; Foster City, CA). (la cual esta compuesta por las
cuatro bases del ADN pero cada una de ellas marcadas con un fluorocromo
que son los causantes de poder visualizar posteriormente de la secuenciacién
nuestras mutaciones) y H20 hasta 10ul. Se ponen todos los componentes en

un tubo y se pasa al termociclador con el siguiente programa:

Tabla 14: Temperaturas y tiempos empleados en la reaccion de secuenciacion.

BIG DYE
96 | 1'(desnaturalizacion inicial)
96 | 10'(desnaturalizacion)

55 | 5" Hibridacion 36
60 |4' (elongacion)

C) Precipitacion ETANOL/EDTA

Una vez terminada la reaccion de secuenciacion, preparamos las muestras

para secuenciarlas: afiadimos en tubos eppendorf 2.5ul EDTA 125mM y 39l
de etanol absoluto a -20°C; anadimos los 10ul también al eppendorf y
mezclamos bien invirtiendo los tubos.

Dejar a temperatura ambiente durante 15 minutos, ya que este paso es para
precipitar el ADN marcado. Seguidamente, centrifugamos a 12500rpm durante
30 minutos a 4° C. Una vez centrifugado desechamos el sobrenadante con
cuidado porqué el pellet no se aprecia.

Al sedimento se le afade 30ul de etanol 75% frio y volvemos a centrifugar
pero a 10000 r.p.m durante 15 minutos a 4°C y seguidamente eliminamos el
sobrenadante con unas puntas de punta fina para no llevarnos el pellet, para

evaporar el etanol se introduce unos 15 min en una estufa a 37°C.

Pasamos a la desnaturalizacion de las muestras afadiendo 25 ul de

formamida a cada muestra y se introducen en un bafio a 94° durante 10
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minutos. La formamida se intercala entre las dos hebras de ADN que a 94° se
separan; para fijar el paso anterior se introducen las muestras en hielo durante

5 minutos.

D)_Secuenciacion

Las muestras ya estan preparadas para introducirlas en el secuenciador
automatico ABI PRISM 310 usando un capilar de 36 cm. (referencia), polimero
(POP®6).

Seguidamente se estudian las secuencias con el software Analisis Sequencing
V.5.2; para caracterizar el tipo de alteracion génica con una secuencia
consenso obtenida del NCBI (c-KIT: ENSG00000157404 y PDGFRa:
ENSG00000134853) y con el cédigo de aminoacidos comprobamos los

cambios de aminoacidos que ha habido a causa de las mutaciones puntuales;
alineando las secuencias con las secuencias de referencias utilizando el

programa BLAST2seq (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seqg/wblast2.cgi).

3.5-ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se han analizado utilizando el paquete informatico SPSS version 12
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

1. Estadistica descriptiva
Esta aproximacion la hemos empleado para estudiar los diferentes aspectos o
caracteres referidos a un conjunto de elementos de naturaleza especifica, y
que reciben la denominacion de “variables”.
El primer paso para el estudio estadistico ha sido el analisis, en forma
descriptiva, de las variables continuas (numéricas), determinandose la media,
mediana, desviacion estandar y rango de cada una de ellas, ademas las

representaciones graficas son representadas en diagramas de barras.

2. Estadistica inferencial:
A continuacidon procedemos a extrapolar los resultados a la poblaciéon que se

esta estudiando con un intervalo de confianza del 95%.
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Llevamos a cabo dos tipos de pruebas: las denominadas “pruebas
paramétricas”, en las que la poblacion estudiada sigue una distribucidon
normal, y las “pruebas no paramétricas”, que no son aplicables cuando la
poblacion que se desea analizar es demasiado pequefia, o la informacion
disponible es insuficiente para comprobar la hipétesis de trabajo. Estas ultimas
pruebas permiten extrapolar los resultados de la muestra a la poblacién total

que es objeto de analisis.

En este sentido, se ha realizado un extenso analisis descriptivo que contiene,
en forma de tablas, la distribucidon simple y cruzada de frecuencias de todas
aquellas variables consideradas de interés, asi como la media, desviaciéon

estandar y rango para las variables continuas.

Se ha realizado un analisis bivariante, que contrasta dos a dos distintos
factores susceptibles de estar relacionados. Las pruebas estadisticas aplicadas
dependen del tipo y distribucion estadistica de la variable, tamafio de la
muestra implicada y distribuciéon de los casos en la correspondiente tabla de

contingencia. En concreto, se han utilizado las siguientes pruebas:

-Prueba j* de Pearson: se ha utilizado como prueba de asociacion o

dependencia entre dos variables categéricas,

-Prueba U de Mann-Whitney (MW) para dos muestras independientes: se ha
utilizado para contrastar la homogeneidad de la distribucion de una variable,
cuando menos ordinal, en dos muestras independientes. Esta prueba contrasta
la hipdtesis nula de que las muestras proceden de dos subpoblaciones en las
que la probabilidad de obtener en la primera un resultado de X menor que en la
segunda es igual a la probabilidad de obtener un resultado mayor (Ho. Px1< Px2
= Px4> Px2). Si la probabilidad asociada al estadistico de contraste es menor
que el nivel de significatividad, se rechaza la hipotesis nula a dicho nivel de

significatividad.

-Analisis de la proporcion libre de enfermedad y supervivencia global

mediante el método de supervivencia de Kaplan-Meier. permite estudiar el
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comportamiento de la supervivencia. Esta metodologia permite contrastar si los
diferentes niveles de un determinado factor producen o no curvas de
supervivencia significativamente distinta utilizando el test del logaritmo del
rango. La eleccién de esta prueba concreta esta fundamentada en un elevado
nuamero de casos censurados (libres de enfermedad o vivos). La variable
‘Intervalo libre de progresion (ILP)” esta definida como el tiempo total,
expresado en meses, que transcurren desde el diagnodstico del tumor hasta que
el paciente presenta un evento de recurrencia (ILR) o metastasis a distancia
(ILM), hasta el ultimo control del seguimiento en que constata que el paciente
permanece vivo; siendo también analizada la “supervivencia global” que es el
tiempo total en meses hasta que se fallece a causa de la enfermedad
estudiada. La curva de supervivencia representa la posibilidad de que un
paciente permanezca libre de enfermedad un determinado tiempo tras el
diagnostico. El objetivo es obtener, mediante probabilidades condicionadas,
una descripcion mas precisa de la evolucion de la progresiéon de la enfermedad
a lo largo del tiempo. La particularidad del método de Kaplan-Meier frente a
otras técnicas de calculo de supervivencia es que las probabilidades se
calculan en los instantes concretos de tiempo en que los pacientes recaen,

metastatizan o fallecen, si hablamos de supervivencia global.

-Analisis multivariable con la regresion de Cox.

La estadistica multivariable engloba una variedad de técnicas que tienen por
objeto analizar las interrelaciones de un conjunto de variables. Debido a la
existencia de interdependencia entre las diversas variables, la hipotesis
multivariable. De este modo, las técnicas multivariable describen a través de
combinaciones lineales de las variables, las estructuras de covariacidon
presentes en el conjunto considerando como un todo. Reduce la
dimensionalidad de los datos conservando unicamente aquellas combinaciones
de variables que expliquen en mayor medida la variabilidad total observada en
el conjunto. Se utiliz6 el modelo de regresion de Cox, que permite evaluar los
efectos de un conjunto de variables independientes explicativas o factores
prondsticos sobre la variable dependiente tiempo de supervivencia.

El modelo de regresién de Cox permite identificar el subconjunto de factores

prondsticos significativamente relacionados con el tiempo de supervivencia y
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calcular las estimaciones b de los coeficientes de regresion que son
indicadores del efecto de los correspondientes factores prondsticos sobre la
supervivencia. Las estimaciones las realiza por el método de maxima
verosimilitud y utiliza los sujetos tanto en tiempos completos como en tiempos
incompletos.

-El nivel de significatividad empleado en todos los analisis ha sido el habitual
del 5% (a=0,05). Cualquier valor de probabilidad inferior a 0,05 es indicativo de
una relacion estadisticamente significativa, muy significativo p<0.01 y altamente

significativo p<0.005; contrariamente no es significativo una p superior a 0.05.
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IV.RESULTADOS
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4.1- RESULTADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS

En los siguientes apartados se incluyen los resultados del analisis estadistico

de los parametros clinico-patolégicos, seguido de los resultados
inmunohistoquimicos y el estudio mutacional de los genes c¢c-KIT y PDGFRAa,
con el objetivo de hallar patrones comunes de malignidad en los diferentes

tumores del estroma gastrointestinal (GIST) estudiados.

41.1. DESCRIPCION DE LA SERIE DE CASOS INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO
El estudio incluye un total de 175 casos diagnosticados entre 1985 y 2007: 86

pertenecen al Hospital Clinico de Valencia, 24 casos a la Fundacion Instituto
Valenciano de Oncologia y 65 fueron remitidos como casos consulta desde

hospitales externos.

Dentro del total de casos analizados, se incluye una serie retrospectiva de
tumores mesenquimales reevaluados como posibles GIST. Esta serie hace
referencia a tumores diagnosticados como leiomiomas, leiomiosarcomas y
leiomioblastomas entre las décadas de los 80 a los 90, cuando todavia no se
habia definido la entidad de GIST, como tal. Después de una primera revision
de mas de 100 casos se incluyen en el estudio 40 posibles candidatos a GIST
por su localizacidon, celularidad y morfologia (13 leiomiomas, 20
leiomiosarcomas y 7 leiomioblastomas). Se realizé la revision de las 40
historias clinicas, han habido 9 casos en los que no fue posible obtener
informacion sobre el seguimiento por lo que han tenido que ser excluidos del
estudio de asociaciones de progresion tumoral y del analisis de supervivencia.
Otro caso ha sido excluido porque no se pudo localizar el bloque de parafina
con la muestra del tumor. Una vez recuperados los tumores se realizaron dos
‘matrices  tisulares” para estudiar los paneles de marcadores
inmunohistoquimicos que permiten establecer un diagnédstico diferencial con un
GIST. Paralelamente, se realizé el analisis mutacional tanto de ¢-KIT como de
PDGFRa. Se procedié a unificar los resultados de las dos técnicas; sobretodo
para aquellos casos en los que a nivel inmunohistoquimico habia dudas de su
posible origen patoldgico, para poder confirmar un posible GIST si se
encontraba mutado. A priori, todos eran candidatos a GIST pero finalmente han

sido redefinidos 31 casos que cumplian los criterios diagndsticos de GIST tanto
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en cuanto a localizacion, como a etiologia, inmunofenotipo y perfil molecular.
Los resultados del estudio retrospectivo son incluidos dentro del estudio global
de la serie por lo que posteriormente seran comentados mas detalladamente

con posterioridad.

En el estudio global, de un total de 175 casos candidatos a ser diagnosticados
como GIST, finalmente han sido excluidos un total de 30 casos, ya que han
sido diagnosticados como otras entidades: 10 leiomiomas, 7 leiomiosarcomas,
3 tumores desmoides, 2 sarcomas pleomoérficos, un sarcoma sinovial, un
mesotelioma, dos polipos fibroides inflamatorios, un tumor miofibroblastico
inflamatorio, un osteosarcoma, un sarcoma de Ewing y una metastasis por
melanoma (Fig. 24 y 25). Estos casos han seguido el mismo proceso de
analisis que los GIST por lo que han servido como controles en las técnicas
realizadas tanto a nivel de inmunohistoquimica como a nivel de biologia

molecular.

B Leiomiomas

B Leiomiosarcomas

O Tumores desmoides

B Sarcomas pleomorficos

B Pdlipo Fibroide Inflamatorio
B Sarcoma sinovial

B Mesotelioma

O Tumor miofibroblastico

@ Osteosarcoma
B Sarcoma de Ew ing
O Melanoma(Metast)

Figura 24: Distribucion diagnéstica de aquellos casos que finalmente no han sido GIST en la

serie; destacando que la gran mayoria son leiomiomas y leiomiosarcomas.

En el total de casos estudiados, se ha realizado el estudio inmunohistoquimico
y mutacional del tumor primario a 133 casos y 12 se han estudiados a partir de
la recidiva debido a que no ha sido posible obtener el primario. No obstante se
ha analizado todo el material disponible de un tumor para confirmar los
resultados, por lo que se han estudiado un total de 155 muestras que
pertenecen a tumores primarios; de los cuales 2 eran tejido en fresco, 5 de
cultivos celulares a partir del tumor primario y un nude (ratones
inmunodeficientes que son utilizados para el seguimiento del tumor extirpado

de una persona e introducido en la subepidermis del roedor). Ademas, en los
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tumores de gran tamafo se seleccionaron previamente las zonas mas
representativas del tumor para realizar el estudio molecular y evitar falsos
negativos. De todos los casos en los que ha sido posible se han analizado las

recidivas (19 muestras) y las metastasis (12 muestras).
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4.1.2-HALLAZGOS CLINICOS

Se han obtenido todos los datos clinicos de los 145 GIST en la revision de las
historias clinicas e informes de anatomia patolégica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia y la Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia. En
aquellos casos de consulta remitidos de hospitales externos se ha intentado
recabar toda la informacion posible de la evolucion de los pacientes (Tabla 15).

La mediana de seguimiento ha sido de 52 meses (rango 0-245 meses).

Tabla 15: Resumen de los resultados clinicos.

86 59
59 41
63 (24-86)

6 4
24 17
68 47
46 32
133 91,6
12 8,4
32 254
30 26,5
32 27,6
36 31,6

Del total de GIST estudiados 86 eran varones (59%) y 59 mujeres (41%) con
una razén Hombre/Mujer de 1,46. El rango de edad de los pacientes se
encuentra comprendido entre los 24 y los 86 afos, con una mediana de 63
afos y la media de 61; observando que el mayor niumero de pacientes con
GIST se encontré en el intervalo de edades comprendidas entre 51-70 afios
(Fig.26).
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Edad

@ <35 H 36-50 B 51-70 O >71

Figura 26: Distribucion por edades de los pacientes incluidos en nuestra serie.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la enfermedad fueron
anemia, dolor abdominal acompafado o no por obstruccion intestinal,
sangrado, fiebre y una gran pérdida de peso. Cabe destacar que algunos de los
GIST fueron hallazgos incidentales durante exploraciones urogenitales, sin
haber presentado ninguna sintomatologia. En la Fig.27 se observa la

distribucion de las presentaciones clinicas de la serie analizada.

%

50+
107
301"
201"
101
0_
Sintomas
B Anemia @ Dolor Abd
B Sd Constitucional B Alt ritmo deposicional
O Tumor palpable O Fiebre

Figura 27: Presentaciones clinicas mas frecuentes por las que se detecta un GIST en la serie

analizada.

La primera opciéon de tratamiento de los GIST es la resecciéon quirurgica
completa. En nuestra serie el tratamiento quirurgico ha sido imposible de
realizar en cinco casos por el gran tamafo y la localizacién tumoral.
Exceptuando 19 casos en los que la reseccion fue parcial, y 7 que fallecieron
en el transcurso de la intervencion quirurgica; al resto de casos se les realizo la

reseccion completa del tumor.
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De los 145 GIST de la serie han recidivado 30 (26,5%), han metastatizado 32
(27,6%) y han fallecido a causa del tumor 36 (31,6%). A su vez, 32 pacientes
han sido tratados con Glivec (25,4%); de los cuales han fallecido 9, obteniendo
en el resto de casos una respuesta parcial (67%). Ninguno de los pacientes ha
presentado una respuesta completa al farmaco. Dos casos han sido tratados
con Sutent en 2?2 linea, después de no responder al Glivec pero la corta
duracion del tratamiento no ha permitido valorar la respuesta. En los casos
diagnosticados con anterioridad a 1998, tres pacientes habian sido tratados

con ciclos de quimioterapia sin obtener respuesta alguna.

4.1.3-HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOS

A continuacion se detalla los parametros anatomopatolégicos que se han

revisado con las distribuciones y frecuencias, resumidas en la tabla 16.

Tabla 16: Resumen de los resultados anatomopatoldgicos.

71 49
36 25
15 11
18 13

13 9

33 23
49 35
47 33

97 71
15 11
24 18
63 46
56 41

4 (0-80)
83 61
53 39

11 8

32 22
22 15
79 55

24 17
24 17
30 20
66 46
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La localizacion tumoral mas frecuente en nuestra serie ha sido el estbmago
con 71 tumores (49%), seguido por 36 en el intestino delgado (25%). En menor
nuamero se han encontrado 16 casos en el intestino grueso (11%), 18 en la
localizacion extragastrointestinal como el peritoneo, retroperitoneo (13%) y por
ultimo 3 casos (2%) en el eséfago; la distribucidn se ve reflejada en la Fig.28
(Fig.29, 30, 31 y 32). En dos casos consulta de hospitales externos no ha sido

posible conocer la localizacién.

71; 49%

36; 25%
3; 2%
18; 13% 16; 1%

B Estémago Bl.delgado BIl.grueso OExtragastrointestinal B Eséfago

Figura 28: Localizacion de los tumores de nuestra serie en el tracto digestivo, siendo la mas
frecuente el estbmago, seguido por el intestino delgado, y en menor nimero el intestino grueso
y extragastrointestinales.

g . \
L g
TUMOR
SUBMUCDSD.

UIR v.DISC 29208

JIR V,DISC

Figura 29: Imagenes endoscépicas de GIST en distintas localizaciones. En todas ellas se
aprecia que la lesion impronta en la mucosa e incluso llega a ulcerarla pero no depende de la
misma.
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Figura 30: GIST peritoneal. Aspecto macroscépico de la tumoracion peritoneal infiltrando

extrinsecamente la pared intestinal.

Figura 31: GIST del fundus gastrico. La tumoracion muestra coloracion blanquecina alternando
areas de aspecto fibroso arremolinado con otras carnosas y congestivas. Destaca el borde

pujante que delimita netamente la lesion.

Figura 32: GIST del intestino delgado. Tumoracion dependiente de la pared intestinal con

crecimiento extrinseco, sin que se asocien lesiones mucosas evidentes.
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La mediana del tamafo tumoral en nuestra serie es de 7,50 cm. con un rango
entre 0,3 y 42 cm. Siguiendo la clasificacion de Fletcher ° (Fig.33), el tamafio
comprendido entre mayores de 5 y menores de 10 cm. es el mas frecuente en
nuestra serie con 49 casos (35%); seguido de 47 tumores que miden mas de
10 cm. (33%); 33 casos (23%) con un tamafio tumoral menor de 5 cm. y 13
casos (9%) menores de dos cm. Ha habido tres casos de los cuales no hemos
podido conocer el tamano tumoral por tratarse de casos externos de consulta
en los que el tamafo tumoral no constaba en el informe de anatomia patolégica

que acompafaba a la muestra.

o/o 50 T

40

30+
20

10+

Tamaio tumoral

E<2cm H 2-5m B 6-10cm O >10cm

Figura 33: Distribucion de los tamafios segun los criterios de Fletcher en nuestra serie, siendo

mayoritarios los tumores mayores de 5 cm. y 10cm.

Desde el punto de vista microscopico, la variante histologia predominante en

la serie ha sido la fusocelular con 97 tumores (71%) (Fig.35); seguida de 24

casos con un patrén mixto (18%) (Fig.36) y 15 casos de morfologia epitelioide
(11%) (Fig.37) (Fig.34).
71%

1%

O Epitelioide B Fusocelular B Mixto

Figura 34: Distribuciéon de las diferentes histologias en nuestra serie, siendo mayoritaria la

morfologia fusocelular seguida de la mixta y la epitelioide.
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Figura 35: GIST con histologia fusiforme. En la imagen se puede apreciar la uniformidad y
forma elongada de las células tumorales, dispuestas en fasciculos entrelazados. Hematoxilina-
eosina,20X.

g DAY

Figura 36: GIST con patron mixto. Se encuentran areas epitelioides y fusocelulares
entremezcladas, e incluso se pueden observar células de tipo transicional. Hematoxilina-
eosina, 10X.

Figura 37: GIST con histologia epitelioide. Células de amplio citoplasma, eosindfilo, poligonal
con nucleos vesiculosos y nucleolos prominentes. Hematoxilina-eosina, 40X.
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En el contaje del numero de células que se encuentran en division en el tumor
en los diferentes casos; se obtuvo una mediana de 4 mitosis en 50 HPF; con
un rango de 0-80 mitosis. De acuerdo con la clasificacion de Fletcher en cuanto
al numero de mitosis, la mayoria de nuestros casos (61%) han presentado
menos de 5 mitosis, mientras que entre 6-10 mitosis hemos identificado 22
casos (16,2%) y con mas de 10 mitosis 31 casos (22,8%) (Fig.38 y 39).

60|

)
A)SO

AN

401

d

20
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Mitosis

| <5 m6a10 m>10 |

Figura 38:Distribucién del numero de mitosis en la serie estudiada, segun los criterios de

Fletcher.

Figura 39: GIST fusocelular. En este campo de gran aumento se observa una mitosis en el

centro. El contaje fue en este caso de 6-10 mitosis por 50 HPF.

Otros parametros histopatoldgicos que se han valorado son la necrosis y el
pleomorfismo. En la serie se observan 56 casos (41%) presentaron necrosis,
los cuales presentan células tumorales con fendmenos de destruccion celular
de origen diferente a la apoptosis (41%) (Fig.40). Por otra parte hemos

observado 63 casos (46%) con pleomorfismo con marcada variabilidad en
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cuanto a forma y tamafo nuclear que confiere un aspecto poco homogéneo a

la lesion (Fig.41).

ek T % e
r"“.’ B Y

20X.

Figura 42: Dos imagenes representativas del pleomorfismos celular en los GISTs, A 40X

ambas.

128



Resultados

Todos los casos incluidos en el estudio se han clasificado siguiendo los
criterios de Fletcher (Tabla 17), 11 han sido de muy bajo riesgo (8%), 32
casos de riesgo bajo (22%), 22 de riesgo intermedio (15%) y 79 de alto riesgo
(55%) (Fig.43). No ha sido posible la clasificaciéon en 1 caso por desconocer el

tamano tumoral.

Tabla 17: Clasificacion de riesgo segun los criterios de Fletcher.

indice mitésico Tamano Riesgo histolégico

11 Muy bajo riesgo

32 Bajo riesgo

8%

22%

55%

15%

00 Muy bajo riesgo O Bajo riesgo B Riesgo intermedio B Alto riesgc4

Figura 43: Distribucion de los grupos histolégicos de riesgo de los GIST estudiados segun

Fletcher.

8 se tiene en cuenta,

En la nueva clasificaciéon de riesgo de Miettinen
ademas del tamafo y el numero de mitosis, la localizaciéon del tumor (estémago,
intestino delgado e intestino grueso), con lo que la clasificacién de nuestros
casos se complementaria tal y como queda reflejada en la tabla 18. Teniendo en
cuenta esta clasificacion de riesgo de Miettinen los casos se reagruparian de la
siguiente forma: 24 casos de muy bajo riesgo, 24 de bajo riesgo, 30 de riesgo

intermedio y 65 de alto riesgo (Fig.44).
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Figura 44: Imagenes representativas de GIST de bajo y alto riesgo, La A) correspondiente a un

GIST de aspecto epitelioide de alto riesgo. B) GIST con morfologia fusocelular de bajo riesgo.
C) Caso con celularidad epitelioide de muy bajo riesgo. D) GIST de morfologia fusocelular de
alto riesgo. Las flechas en C y D son mitosis.
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4.2-ASOCIACIONES ENTRE LOS PARAMETROS CLINICOS Y
ANATOMOPATOLOGIGOS

A continuacién procedemos a destacar las asociaciones mas significativas que

hemos encontrado entre los resultados clinicos y anatomopatolégicos.

4.2.1-VARIABLES DE PRONOSTICO CLINICAS

De todas las variables clinicas estudiadas la unica que ha dado una asociacion

significativa con otros parametros ha sido la edad. Al analizar la media de edad
de todos los casos respecto al resto de parametros se ha observado una
correlaciéon con variables como el tamafo tumoral (p=0,043), el indice mitésico
(p=0,001), el riesgo histolégico (p=0,004) y la presencia de metastasis
(p=0,055); destacando en todas ellas que a mayor edad mas favorables han

sido las variables (<5cm, <5mitosis, bajo riesgo y ausencia de metastasis).

A P=0,043 B P=0,001
60~ 607
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- Lownd 407
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P=0,004 P=0,055
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BAJO INTERMEDIO ALTO NO Si
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Figura 45: Correlacién entre la edad y variables como el tamafo (A), el nUmero de mitosis (B),
el riesgo histologico (C) y la presencia de metastasis (D), mostrando mayor numero de

parametros favorables en aquellos casos con una media de edad superior.

132



4.2.2-VARIABLES DE PRONOSTICO ANATOMOPATOLOGICAS

En primer lugar comentaremos las asociaciones mas significativas de los
parametros anatomopatoldgicos macroscopicos con el resto de parametros

clinico-anatomopatoldgicos; seguidos de los parametros microscopicos.

A)PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS MACROSCOPICOS

1) TAMANO
e Tamano - Necrosis: existe una asociacidon directa entre el tamano

tumoral y la presencia de necrosis en el tumor (p=0,001). Ademas, este hecho
se confirma cuando se analiza la relacion que existe entre la clasificacion de los
diferentes tamanos de cada tumor segun Fletcher y la presencia o ausencia de
necrosis, observando que a mayor tamafio tumoral mayor es el numero de

casos que presentan necrosis (p<0,0001) (Fig.46 A).

e Tamano - Pleomorfismo: el mismo comportamiento sucede cuando se
correlaciona el tamafio tumoral con el pleomorfismo (p=0,021). Se percibe que
desglosando los tamarnos de cada tumor, aquellos que tienen un tamafio mayor

presentan mas pleomorfismo celular (p=0,008) (Fig.46 B).

B

100+ P<0,0001 | 1007

P<0,0001

<2cm 2-5cm 6-10cm >10 cm <2cm 2-5cm 6-10cm >10 cm

O No necrosis B Necrosis @ No pleomorfismo B Pleomorfismo

Figura 46: Existe una asociacion directa entre el tamafio del tumor y la presencia de necrosis
(A) y pleomorfismo (B), de modo que en los tumores de mas de 6 cm la proporcién de necrosis

y pleomorfismo es mayor.
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¢ Tamano - localizacion extragastrointestinal: al relacionar el tamano del tumor

con la localizacion extragastrointestinal se observa una asociacion significativa
(p=0,054); incidiendo que las neoplasias con dicha localizacién presentan un mayor

tamano respecto al resto de localizaciones de la serie, hecho que queda reflejado

en la Fig.47.
p=0,054
12+
5
g o
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Localizacion extragastmointestinal
Figura 47: Asociacién que existe entre los tumores de localizacion extragastrointestinal y el
tamafio de los mismos; destacando que los casos extragastrointestinales presentan mayor

tamafio que el resto de localizaciones.

. Tamano - mitosis: el recuento de mitosis presenta una asociacién directa

con el tamafo tumoral (p<0,0001); como se puede apreciar en la figura 48.
aquellos casos con un tamafo tumoral menor de 2 cm. presentan en un 85,7%
menos de 5 mitosis en 50 HPF; obteniendo valores muy similares en los
tumores menores de 5 cm. (73,3%), pero en aquellos tumores mayores de 5y
10 cm. respectivamente, se dispara el porcentaje de casos con mas de 5
mitosis en 50 HPF (p=0,030).

% 100-
p<0,0001

80+

60

40-

<2cm. <5cm. 6-10cm. >10cm.

|m <5 Mitosis B >5 Mitosis

Figura 48: Relacion que existe entre el tamafio tumoral y el numero de mitosis presente; a

menor tamano menor numero de mitosis.
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Al analizar las medias de las mitosis respecto a los cuatro grupos de tamano
tumoral se puede ver en la figura 49 que a medida que aumenta la media de

mitosis aumenta el tamano tumoral (p=0,021).

P=0,021 H
15=
10=
5
<2 <5 6 >10

N MITOSIS

-10
TAMANO
Figura 49: Asociacion entre la media de mitosis y el tamafo tumoral.

1) TUMORES IRRESECABLES

e Reseccién no completa - tamafio tumoral: como cabria esperar la

irresecabilidad esta intimamente ligada al tamafio tumoral (p=0,00026), como
se refleja en la figura 50; el 76,5% de los tumores irresecables son mayores de
10 cm, seguido de tumores entre 6-10 cm y un unico caso inferior a los 5cm sin
que se incluya ningun caso inferior a los 2 cm. Por el contrario la distribucion de

los tamafos tumorales no varia excesivamente en las resecciones completas.

7o 100, p=0,00026
80
60
40
20
> <2cm. <5cm. 6-10cm. >10cm.

| O Reseccion completa B No reseccion com pleta|

Figura 50: Relacion de los tumores irresecables y el tamafio tumoral que presentan.
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e Reseccion no completa - localizacién extragastrointestinal:

consecuentemente, una de las causas por las que no se ha realizado la
reseccion completa es la localizacion extragastrointestinal del tumor, que
constituye un mayor riesgo para el paciente. En nuestra serie un 27,8% de
casos son extragastrointestinales con reseccion no completa versus un 9,6%
de casos no extragastrointestinales con reseccion no completa (p=0,026)
(Fig.51).

0, -
/6 100 p=0,026

80+

601

401

201

No extrgastrointestinal ~ Extragastrointestinal

[ ®Tumor irresecable  @Reseccion completa |

Figura 51: Correlacion entre la reseccibn no completa y los casos con localizacion

extragastrointestinal.

e Reseccion no completa - grupo de riesgo segun Fletcher: reafirmando

las asociaciones anteriores, los casos a los que no se les realiza la reseccion
completa son clasificados practicamente todos (15 de 19 casos con tumores
irresecables) como GIST de alto riesgo segun los criterios de Fletcher, debido
principalmente al tamafo tumoral (p=0,005) (Fig.52).

0,
%0 100 p=0,005

80+

60

40

20

0_‘5

Reseccion completa Tumores irresecables

||:| Muy bajo riesgo O Bajo riesgo @ Riesgo intermedio B Alto riesgo

Figura 52: Correlacion entre la reseccion no completa del tumor y la distribucién de los grupos

de riesgo.
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e Reseccion no completa - grupo de riesgo sequn Miettinen: los resultados

obtenidos son muy similares a los observados en la clasificacion segun
Fletcher. Los casos a los que se les ha realizado la reseccién completa se
clasifican en los cuatro grupos de riesgo practicamente por igual, aumentando
claramente los de alto riesgo respecto de la anterior (21 /19/ 21/ 39%); sin
embargo, los casos irresecables son clasificados todos ellos en riesgo
intermedio (33%) y en alto riesgo (67%) (p=0,05) (Fig.53).

0,
% 100- 5=0.05

80

60+

40

204

04
Reseccion completa Tumores irresecables

O Muy bajo riesgo O Bajo riesgo B Riesgo intermedio B Alto riesgol

Figura 53: Correlacién entre la reseccion no completa del tumor y la distribucién de los grupos

de riesgo segun la clasificacién de Miettinen.

B)PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS MICROSCOPICOS
)- NECROSIS Y PLEOMORFISMO

e Necrosis y pleomorfismo - numero de mitosis: se aprecia una asociacion

directa entre el numero de mitosis presentes en el tumor con la necrosis
(p<0,0001) y el pleomorfismo (p=0,016). Cuando el numero de mitosis es <5 la
proporcion de casos con necrosis es de 24,1% pasando a ser del 61,1% en
presencia de mas de 5 mitosis por 50 HPF; practicamente se observa el mismo
comportamiento respecto al pleomorfismo, cuando el indice mitdsico es <5 la
presencia de pleomorfismo es de 28,2% y con mas de 5 mitosis la presencia es
de 51,6% (Fig.54).
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p<0,0001

<5Mitosis >5Mitosis <5Mitosis >5Mitosis

‘I:I No necrosis B Necrosis‘ | B No pleomorfismo @ Pleomorfismo|

Figura 54: Relacion directa entre aquellos casos con <6> de 5 mitosis a 40X en 50HPF y la

presencia o ausencia de necrosis (A) y pleomorfismo (B).

o Necrosis y pleomorfismo - grupo de riesgo de Fletcher: la presencia de

necrosis y pleomorfismo esta directamente asociada con la clasificacion de
riesgo segun los criterios de Fletcher (Fig.55); es decir, los casos clasificados
de alto riesgo presentan necrosis en un 58% (p<0,0001) y en un 60%

pleomorfismo (p<0,0001).

1007 p<0,0001 P<0,0001
801
601
40+
20+

Muy bajo Bajo riesgo Riesgo Alto riesgo Muybajo Bajo riesgo Riesgo Alto riesgo

riesgo intermedio riesgo intermedio
[D No necrosis B Necrosis] | @ No pleomorfismo B Pleomorfismo

Figura 55: Correlacion entre la presencia de necrosis (A) y pleomorfismo (B) con la

clasificacion de riesgo segun los criterios de Fletcher.

e Necrosis vy pleomorfismo - clasificacion de Miettinen: se obtienen

practicamente los mismos valores que en la clasificacion de riesgo de Fletcher;
los casos de alto riesgo presentan necrosis en un 65% (p<0,0001) y en un 52%
pleomorfismo (p<0,0001) (Fig.56).
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[D No necrosis = Necrosis] | B No pleomorfismo B Pleomorfismo|

Figura 56: Correlacion entre la presencia de necrosis (A) y pleomorfismo (B) con la

clasificacion segun los criterios de Miettinen.

I)-CLASIFICACION SEGUN LOS CRITERIOS DE FLETCHER Y MIETTINEN
En nuestra serie la valoracion del riesgo tumoral se ha realizado a partir de las
clasificaciones de Fletcher (tamafio y mitosis) y de Miettinen (tamafio, mitosis y
localizacion). Por consiguiente, se ha realizado el estudio de asociaciones entre
estas dos clasificaciones y asi saber que diferencias o similitudes presentan
(p<0,0001). En la figura 57, destaca que el 94% de los casos clasificados en el
grupo de alto riesgo de Miettinen también lo son en el de Fletcher. Las
principales diferencias se obtienen en los grupos de muy bajo riesgo, bajo
riesgo y riesgo intermedio, los cuales varian segun la localizacién del tumor en

la clasificacion de Miettinen pero no en la de Fletcher.

1 —
00 p<0,0001

RIESGO DE MIETTINEN

80+

60

401

Muy bajo riesgo Bajo riesgo Riesgo intermedio Alto riesgo

RIESGO DE FLETCHER
0O Muy bajo riesgo O Bajo riesgo H Riesgo intermedio B Alto riesgo|

Figura 57: Asociacién entre los grupos de riesgo segun los criterios de Fletcher vs. los de

Miettinen.

139



4.3. ASOCIACIONES DE LA PROGRESION TUMORAL

A continuacidon incluimos las asociaciones entre los parametros clinico-

patoldgicos con la progresion de la enfermedad. En la tabla 19 se muestran de
forma esquematica las principales asociaciones encontradas y que se exponen

mas detalladamente en los siguientes apartados.

4.3.1. PARAMETROS CLIiNICOS

e SEXO no se ha observado una significacion de progresion tumoral en

relacion con el sexo de los pacientes.

e EDAD se advierte que los casos con una edad comprendida entre los
36-50 afos son los que mas frecuentemente recaen (42,9%) (p=0,007) y
progresan (60,9%) (p=0,002); no obstante los casos con edades entre 51-70
afnos presentan también elevados porcentajes de recaida (36%) y progresion
(48%). En menor numero de eventos se encuentran los casos menores de 35
anos (recaidas: 16,7% / progresion: 33,3%); por ultimo, los casos que menos
recaidas presentan (8,1%) y menos progresan (18,4%) son aquellos mayores

de 71 anos tal y como queda reflejado en la figura 58.

p=0,007 m<35 p=0,002 m<35
W 36-50 W 36-50
80- m 51-70 80- m 51-70
70. @>71 701 @71
60 60+
50- 50
40 40+
30+ 30-
20+ 201
10- 10+
0- . 0
RECAIDAS PROGRESION

Figura 58: Grafico del porcentaje de recaidas y progresion respecto a la edad de los pacientes;

siendo muy similar el porcentaje de eventos entre los dos parametros.
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Resultados

e RESECCION NO COMPLETA

En los graficos que componen la figura 59 se puede observar como existe
significativamente mayor proporcién de recaidas (p=0,002), progresiones
(p=0,054) y exitus (p<0,0001) en el grupo de pacientes en los que no ha
existido una reseccion completa del tumor. De este modo el porcentaje de
recaidas en el grupo de tumores irresecables es del 60% versus el 23% del
grupo con reseccion completa y la misma tendencia se observa en el caso de
las progresiones (62,5% vs. 37%) y muertes causadas por la enfermedad
(73,3% vs. 26%).

80+

80
p=0,002 p=0,054

60

40-

No recaidas Recaidas No progresion Progresion

B Res.no completa B Res. Completa B Res.no completa B Res. Completa

P<0,0001

No exitus Exitus

B Res.no completa B Res. Completa

Figura 59: Correlacion de los tumores irresecables con la presencia de recaidas, progresion y

exitus.

e TRATAMIENTO CON GLIVEC
Como se refleja en los graficos que constituyen la figura 60 aquellos casos que
no progresan en los diferentes eventos son en un alto porcentaje no tratados
con Glivec y contrariamente los casos tratados, por ser aquellos de mayor
riesgo y peor evolucion, son los que recaen (p<0,0001), metastatizan

(p<0,0001) y fallecen (p=0,024) con mayor frecuencia. Debido a esta diferencia
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Resultados

tan llamativa se realizd todo el estudio de correlaciones a los casos no tratados
y a los casos tratados con Glivec; los resultados mas significativos seran

comentados en el estudio de la serie completa.

P<0,0001 100+ P<0,0001

No tratados Tratados No tratado Tratado

[ mNo recaen ORecaen

B No metastasis B M etéstasis|

100- P<0,0001 100+ P<0,024

No tratados Tratados
No tratados Tratados

[@No progresan BProgresan]| |INoexitus B Exitus |

Figura 60: Imagen de los casos tratados y los eventos de recaidas, metastasis, progresion y
exitus.

4.3.2-PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS

A) PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS MACROSCOPICOS

e TAMANO:
Debido a que el tamafio es uno de los parametros que mas pesa en el riesgo,
junto a las mitosis, la reseccion no completa y la localizacion
extragastrointestinal, es de esperar que el tamano tumoral presente una
asociacion directa con la progresion (p=0,036). En el grupo de pacientes con
tumores de mayor tamafio (>5cm) es donde se encuentran mas eventos de
progresion (Figura 61).
Al relacionar la media de los tamafios con la presencia de recaidas (p=0,022),
de metastasis (p=0,015) y progresion (p=0,006) se aprecia que existe una

presencia mayor de los tres eventos anteriores a mayor tamaro tumoral.
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100+ p=0,036

<2cm 2-5cm 6-10cm >10 cm

| B No progresion B Progresion |

Figura 61: Asociacién entre el tamano tumoral y la progresion, destacando que los grupos que

mas progresan son los mayores de 5cm.

Debido a los resultados reflejados en la figura 61 es interesante analizar el
tamafo en la agrupacion segun Miettinen (mayor o menor a 5cm) incidiendo
que los casos que mas recaen (p=0,021), metastatizan (p=0,021) o progresan
(p=0,004) son aquellos con un tamafio mayor a 5 cm.; observandose
unicamente 8 progresiones en pacientes con tumores menores de 5 cm., cuatro

casos con recaidas y 4 con metastasis.

10017 p=0,021 p=0,021 p=0,004 00T p=0,021 p=0,021 p=0,004

No recaidas No metastasis No progresion Recaidas Metastasis Progresion

Figura 62: Evolucién de los tumores segun si los tumores son mayores 0 menores a 5¢cm.

e LOCALIZACION
Se observa una asociacion entre la localizacion del tumor y la presencia de
recaidas (p=0,057); siendo las localizaciones extragastrointestinales y del
intestino grueso las que presentan mayor numero de recaidas (>40%); sin

embargo, los pacientes con GIST localizados en el estdbmago o intestino
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Resultados

delgado recaen menos del 23% y de los esofagicos no recae ninguno (Fig.63
A).

Cuando se analiza la progresién del tumor como evento (p=0,032) se observan
practicamente los mismos resultados; pero en la progresion muestran peor
evolucion los localizados en el intestino delgado (Fig.63 B). Cabe destacar que
estos datos de la localizacion en la serie global muestran una significacion aun
mayor cuando se analizan unicamente los casos no tratados con Glivec tanto

en las recaidas (p=0,009) como en la progresion (p=0,002).

A Y190

Estéomago Int.delgado  Int. Grueso  Extragastr. Eséfago

B No recaida ERecaida

B %

Estémago Int.delgado  Int. Grueso  Extragastr. Esofago

| ENo progresion  EProgresion |

Figura 63: Representacién de la correlacion entre la localizacidon tumoral y las recaidas (A) y la

progresion (B).

e LOCALIZACION EXTRAGASTROINTESTINAL
Debido a la mala evolucidn que presentan los casos extragastrointestinales

analizamos éstos en un apartado a parte del resto de localizaciones; se
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observa que aquellos casos que presentan una localizacién
extragastrointestinal presentan un elevado porcentaje de metastasis (47,1%)
(p=0,049). Aun mayor es la relacibn cuando se analiza la localizacion
extragastrointestinal con respecto a la progresién tumoral; observando que un
62,5% de los casos extragastrointestinales progresan frente a un 37,5% de

casos con otras localizaciones (p=0,05) (Fig.64).

A % B %
801 p=0,049 801 p=0,05

601 607

40+ 401

201 201

0-

No metastasis Metastasis No Progresion Progresi6n

‘ B No extragastroint. B Extragastroint. ‘ ‘ B No extragastroint. @ Extragastroint. ‘

Figura 64: Representacion de la localizacién extragastrointestinal y la evolucién de metastasis

(A) o progresion tumoral (B).

B) PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS MICROSCOPICOS

e TIPO HISTOLOGICO
Al analizar los eventos de progresion respecto el tipo histoldgico, se detecta
que existe una asociacion significativa (p<0,0001) entre el tipo histolégico vy el
riesgo de metastasis. En nuestra serie no hay ningun caso de histologia
epitelioide que metastatize. Por el contrario, se observa un mayor numero de
metastasis en GIST con histologia mixta (36,7%) y fusocelular (63,3%). Estas
diferencias son especialmente significativas en el grupo de pacientes tratados
con Imatinib mesilato (p=0,002) donde la progresién de eventos de metastasis
en el grupo de histologia mixta es del 56,3 % frente a la morfologia fusocelular
(43,8%) y epitelioide (0%) (p<0,0001).
Los resultados obtenidos al estudiar la progresion son muy similares a los de
las metastasis como se refleja en la figura 65 (p=0,002), los tumores con
histologia fusocelular son los que mas progresan en un 66,7%, seguidos por

los mixtos con un 28,9% y ahora ademas dos casos (4,4%) con histologia
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epitelioide progresan. Sin embargo no se ha obtenido una asociacién con las

recaidas o exitus.

A % B %

1007 p<0,0001 100 + p=0,002

801 80 A

60+ 60

40
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207

No metastasis Metastasis No progresion Progresion
‘ O Epitelial B Fusocelular B Mixta ‘ | DOEpitelial BFusocelular @M ixtal

Figura 65: Correlacion entre el tipo histolégico y la presencia de metastasis (A) y progresién

(B).

e MITOSIS
Al estudiar las asociaciones de progresion tumoral con el indice mitdsico, se
aprecia que el grupo de pacientes que desarrollan algun evento de progresion
se caracterizan por presentar GIST con un alto indice mitésico (p<0,0001); el
mismo comportamiento se detecta en los casos que fallecen (p<0,0001)
sobretodo en el limite de mas de 5 mitosis, como se aprecia en la figura 66, por
lo que seguidamente analizamos las correlaciones con la clasificacion de mas o
menos de 5 mitosis en 50 HPF. Aquellos pacientes con mas de 5 mitosis por 50
HPF en el tumor recaen en un 56,7%, metastatizan en un 76%, progresan en
un 64% y un 64% fallecen. (p=0,013/ p<0,0001/ p<0,0001/ p<0,0001) (Fig.67).
Del mismo modo, al analizar la media de mitosis del estudio con la presencia o
ausencia tanto de recaidas, como de metastasis, como de exitus se advierte
que la media de mitosis es muy superior en presencia de los tres eventos como
queda reflejado en la figura 68. El indice mitdsico conjuntamente con el tamafo
tumoral clasifican el riesgo de los tumores, por lo que un 51,6% de casos que
presentan mas de 5 mitosis son tratados con Glivec; opuestamente aquellos

casos con menos de 5 mitosis no son tratados en un 67,4% (p=0,05).
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B
p<0,0001 p<0,0001
2
2
No progresion Progresion No exitus Exitus
| m<5s m@6a10 m>10 | | m<5s @6a10 m>10 |

Figura 66: Representacion de la progresién tumoral (A) y el exitus (B) de los casos respecto a

la clasificacion segun Fletcher del numero de mitosis presentes en el tumor.

- 1
A 80 p<0,0001 B 8 p<0,0001
60+ 60
40 40
20 20+
0+ 0+
No progresion Progresion No exitus Exitus

Figura 67: Representacion de los casos con presencia de progresion (A) o de exitus (B) en
funcion de si el contaje de mitosis es superior o inferior a 5 mitosis en 50HPF.
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Figura 68: Asociaciones directas entre el n°mitosis y la presencia o ausencia de recaidas (A),

metastasis (B), progresion (C) y exitus (D).
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e NECROSIS
La presencia de necrosis se asocia significativamente con el desarrollo de
metastasis (p<0,0001). De hecho, un 46% de casos con presencia de necrosis
desarrollan metastasis; y un 42,6% fallecen (p=0,025) (Fig.69). Estos dos

hechos tan significativos se deben al grupo de casos no tratados con glivec.

A B
p<0,0001

100 +

p=0,025

No necrosis Necrosis No necrosis Necrosis
B No exitus B Exitus |

‘ B No metastasis B Metastasis ‘

Figura 69: Presencia de necrosis en relacién con la evolucion de metastasis (A) y con el exitus

de los pacientes (B).

e PLEOMORFISMO
Se observa un comportamiento muy similar a la presencia de necrosis con el
pleomorfismo celular; un 36,7% de los casos que metastatizan presentan
pleomorfismo (p=0,018) y un 41% fallecen (p=0,048) (Fig.70).
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80-
p=0,018 p=0,048

601 60
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20+

No pleomorfismo Pleomorfismo No pleomorfismo Pleomorfismo

[ B No metsstasis B Metéstasis | [ ®Noexitus |

Figura 70: Presencia de pleomorfismo y la evolucion de metastasis y exitus de los pacientes.
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e RIESGO SEGUN FLETCHER
Los casos que presentan evolucion tumoral en cualquiera de los cuatro eventos
estudiados tienen una alta asociacién con el riesgo tumoral. Un 81% de los
casos con recaidas son clasificados de alto riesgo, un 91% de pacientes con
metastasis también se encuentran clasificados en este grupo de riesgo, un 83%
de casos que progresan también y por consiguiente un 78% de los casos que
fallecen también se encuentran clasificados de alto riesgo. En las
clasificaciones de los casos que no evolucionan los porcentajes de los
diferentes riesgos son muy similares (p<0,0001). Estas significaciones se
deben a que los casos que no son tratados con un riesgo alto tienen mas

frecuencia a los eventos de progresién (Fig.71).

A ;
100171 <0,0001

80+

60+

40-

20+

o=l

No progresion Progresion
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60+

40+
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No exitus Exitus

Figura 71: Correlacion de los riesgos segun los criterios de Fletcher y la presencia de

progresion (A) y exitus (B).
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e RIESGO SEGUN MIETTINEN
Al analizar el riesgo segun la clasificacién de Miettinen ocurre exactamente el
mismo comportamiento que observamos anteriormente en los grupos de riesgo
segun Fletcher, sin embargo practicamente todos los casos tratados son
también significativos para las recaidas, metastasis y progresién, por lo que la
significacion del conjunto global viene dada tanto por los casos no tratados con
glivec como por los tratados. En la progresion tumoral mas del 78% de los
casos son clasificados de alto riesgo (p<0,0001). Al analizar el exitus en la
figura 72 observamos un comportamiento muy similar, 20 casos de los 29
casos que fallecen son clasificados de alto riesgo; frente a los 32 casos

clasificados de bajo riesgo de 68 casos que no fallecen (p=0,002).

A 100+

A
80+

p<0,0001
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O Muy bajo riesgo O Bajo riesgo E Riesgo intermedio B Alto riesgo

100" [p=0,002

80+

60+

40

20

0

No exitus Exitus

O Muy bajo riesgo O Bajo riesgo @ Riesgo intermedio B Alto riesgo

Figura 72: Correlaciéon de los riesgos segun los criterios de Miettinen y la presencia de
progesion (A) y exitus (B).
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4.4.-HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS

A continuacion se procede a destacar los principales resultados de los
diferentes marcadores inmunohistoquimicos utilizados entre los que se
encuentran c-KIT, PDGFRa, CD34, AML, S-100, p53, Kl 67, desmina,
vimentina, cromogranina, MDM2, CD99 y PGP9,5. Ademas, se comentan las
correlaciones mas  significativas halladas entre los marcadores

inmunohistoquimicos con los parametros clinicos y anatomopatoldgicos.

La evaluaciobn de los casos se ha realizado basandose en la escala

semicuantitativa previamente establecida en material y métodos.

La evaluacion de las positividades de los marcadores inmunohistoquimicos del
estudio retrospectivo se realiz6 mediante dos matrices tisulares. En aquellos
casos que no ha sido posible realizar la evaluacion en las matrices, porqué la
inmunohistoquimica haya resultado no valorable (NV), debido a que la
presencia de las células tumorales en el core tisular no alcanza el namero
minimo de 100, o a causa de que estaba desintegrado o porque estaba
conformado con tejido no tumoral; se ha procedido a realizar Ia
inmunohistoquimica con el marcador fallido de manera individual, en la seccion

histolégica completa.

Seguidamente destacamos los hallazgos inmunohistoquimicos (Tabla 20) para
cada biomarcador incluyendo el analisis de frecuencias y una breve descripcion
de lo que se ha observado durante el analisis, con imagenes representativas de

los diferentes marcadores.

Todos los controles tanto internos como externos, con su positividad o

negatividad respondieron a los anticuerpos como se esperaba.
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Tabla 20: Resumen de la frecuencia de la inmunoreactividad en el panel de biomarcadores

evaluados en este estudio.

MARCADOR N°CASOS

POSITIVO (%) | NEGATIVO (%)

144 91 9

76 61,9 38,2
128 67,7 32,3
122 58,3 41,7
114 20,5 79,5
81 99,4 5,1
121 38,3 61,7
105 52,9 41,7
82 22 78
75 16 84
29 86,2 13,8
72 56,3 43,7
59 43,1 56,9
80 42,3 57,7

4.4.1- cKIT (CD117).

El marcador por excelencia de los GIST es c-KIT (CD 117); se ha considerado

positivo cuando se ha detectado tincidon citoplasmatica/ de membrana en las

células tumorales. Podemos destacar que un 91% de los tumores son positivos

a c-KIT; de los cuales tienen una expresion intensa 79 casos (54%), 31 tienen

una expresion moderada (22%) y 21 una expresion débil (15%). Trece casos

(9%) de GIST han resultado ser negativos para este marcador pero con la

ayuda de otros marcadores como el CD34 6 las mutaciones presentes en el gen

¢c-KIT o PDGFRa se pudo confirmar su diagnostico (Fig. 73y 74).

79; 54%

13; 9%

21, 15%

1, 22%

O-

B+ BE++ B+++

Figura 73: Representacion de las diferentes positividades de c-KIT en la serie analizada.
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Figura 74: Imagenes de diferentes grados de expresion para el marcador CD 117 (c-KIT). (A Y B)
GIST con positividad muy intensa a 10X y 20X, (C) moderadamente positivo a 40X, (D y E) positivo
débil a 20, (F) Negativo a 20X con control interno en los mastocitos.
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4.4.2- CD34.

La proteina CD34 ha sido considerada positiva cuando se ha detectado tincion
citoplasmatica/membrana en las células tumorales (Fig.75); siendo el 67,7% de
los GIST de nuestra serie positivos a este antigeno con diferentes grados de

intensidad, reflejados en la tabla 21.

Tabla 21: Positividades de CD34 en la serie.

Figura 75: Imagen de un GIST con intensa positividad
para CD 34 a 10X.

Al analizar las correlaciones del marcador CD34 se ha hallado que los casos
localizados en el estdbmago presentan en un 84,4% positividad para dicho
marcador, siendo la intensidad media o elevada en un 76,5% de todos los casos
positivos. Como se puede ver en la figura 76 el intestino delgado y el resto de
localizaciones presentan expresion en aproximadamente el 50% de los casos

(p<0,0001).

CD34
1001"| p<0,0001

80

60+

40-

20+

0

Negativos Positivos
H Estomago HIntestino delgado O Otros organos

Figura 76: Expresion del marcador CD34 en las diferentes localizaciones, destacando la

positividad de los casos localizados en el estbmago.
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4.4.3- ACTINA DEL MUSCULO LISO

Se ha observado que un 58,3% de los casos expresan tincion citoplasmatica
para el marcador AML en las células tumorales de la serie analizada (Tabla 22 y
Fig.77). No

anatomopatoldgicos estudiados.

encontramos ninguna asociacion con los parametros

4] < IV
Tabla 22: Positividades de AML en la serie. |-’ 4 - f'.',! '
- Lalr Lo, f ,"‘I',".w
AML [ N° Positivos % , o 48
" A 4
p T 5
49 41, 7% (s 30 B
| Wi @yl
27 |20,8% Wiy,
r i-“§:-l.‘“:: &5 s
23 18,3% LR T
U X \.
25 19,2%
A
..I‘I A 3
;‘:\\"‘ . W

Figura 77: Imagen de un GIST positivo para AML a
10X.

4.4.4- DESMINA
La expresion inmunohistoquimica de la desmina ha sido considerada positiva
cuando se ha observado tincion citoplasmatica. Se ha dado en un 20,6% de los

casos; siendo un 79,5% negativos para este marcador (Tabla 23 y figura 78).

Tabla 23: Positividades de desmina en la serie. ; Vi~ Yo id i
DESMINA | N° : '
94 | 79,5 | v,
11 |98 S et
5 145 ¢ A 2 i
7 163 B %

Positivos %

Figura 78: Positividad débil de desmina para un
GIST a 20X.
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4.4.5- VIMENTINA

En la serie el 95% de los casos han sido positivos con tincién citoplasmatica

para el marcador de la vimentina (Tabla 24 y figura 79).

Tabla 24: Positividades de vimentina en la serie.

VIMENTINA | N° | Positivos %
5 5,1
10 12,8
20 | 256
47 | 56,6
4.4.6- S-100

Figura 79: Positividad muy intensa de

vimentina para un GIST a 10X.

La expresion de S-100 se ha considerado positiva en un 36,4% de los casos

cuando observamos tincion nuclear. De los 44 casos positivos cuatro son

diagnosticados como GANT (“Tumor neural autonomic gastrointestinal”) (Tabla

25 y figura 80).

Tabla 25: Resultados del marcador S-100 en A S o L AR, e f""#‘j
. > ey g" L P el ’ bo o
la serie. it "X T AR R ) ~ 7
£ o Ly ‘ ‘R » .“.d"'f "."‘- ol
" : . g LI R~ R A
S-100 | N° | Positivos % R AR W ‘ > I pes
& Wl » 4 o e
78 63,6 e B
24 19,8 O Y B
1] "L '- ."_" : } ..ow': .. ’ ..
16 |10,3 | A g T
’ o‘ -" !(,_ '.v ’i'( " "'.‘
" i " e N X
6 3,4 Sy Y= o
) i > : \.' o '."" ’.'a pLlo
'f wr £ : £ 1 _.. .' : o % ‘ i . i" . ‘?

Figura 80: Positividad muy intensa de S-100
en un GANT a 10X.
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Del mismo modo que existe una asociacion entre CD34 y la localizacion del

tumor en el estomago también la encontramos entre el marcador neural S-100 y

la localizacién del intestino delgado, siendo un 67,9% de los casos con dicha

localizacion positivos para S-100. Contrariamente, S-100 es negativa en la

mayoria de casos localizados en el estobmago (70,5%) y el

resto de

localizaciones (78,1%) (p<0,0001) (Fig.81).

$-100

100+

p<0,0001

80+
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40+
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B Estomaqgo B Intestino delgado O Otros organos|

Figura 81: Expresién del marcador S-100 en las localizaciones de los tumores GISTs.

4.4.7- PDGFRa

La expresion inmunohistoquimica del PDGFRa ha sido considerada positiva

cuando se ha observado tincién citoplasmatica/ membrana en las células

tumorales. Se ha obtenido una positividad de un 61,9%, con una distribucién de

16 casos (21,1%) con expresion débil, 17 casos (22,4%) con intensidad

moderada y 14 casos (18,4%) con alta intensidad. Un 66,6% de casos con

celularidad epitelial han sido positivos para este marcador (Tabla 26 y Fig.82).

Tabla 26: Positividades de PDGFRa en la serie.

PDGFRa | N° | Positivos %
31 |39
18 |23
17 | 21
14 |17
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Figura 82: Imagen representativa de un GIST

PDGFRa moderadamente positivo a 20X.
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4.4.8- KI-67

La actividad proliferativa de nuestra serie la determinamos mediante deteccion

inmunohistoquimica de Ki-67. Consideramos positivos los casos cuando >5% de

las células tumorales muestran tincion nuclear y <5% de nucleos tefidos, como

positivo muy débil diferenciandolos de los casos totalmente negativos. En

nuestra serie se ha detectado expresion de Ki-67 en el 54% de los casos; en 16

casos con positividad en mas de un 5% de las células tumorales y 41 en menos
del 5% (Tabla 27 y Fig.83).

Tabla.27: Positividad para Ki-67 en la

serie.
KI-67 N° | Positivos %
50 |46
42 | 39
16 |15
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Figura 83: Positividad de Ki-67 > 5% para un GIST

a 10X.

Observamos una asociacion directa entre la expresion de Ki-67 con el tamano

tumoral (Fig.84).

Tamano mayor

12=

p=0,035

<5%

Kl 67

>5%

Figura 84: Correlacion entre el tamano tumoral y la expresion de Ki-67.
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Como era de esperar, también se ha observado una asociacion directa entre la
expresion de Ki- 67 y las mitosis presentes en el tumor. El 50,9% de los casos
con positividad para Ki-67 presentan mas de 5 mitosis en S50HPF vy
contrariamente un 83,3% de casos negativos para el marcador presentan

menos de 5 mitosis. (p<0,0001) (Fig.85).

Ki-67
1001 p<0,0001

80+

60+

40-

20+

04
Negativo Positivo

[m <5Mitosis B >5Mitosis|

Figura 85: Asociacion directa entre el indice proliferativo Ki-67 y el nimero de mitosis en las

neoplasias.

Cuando estudiamos la correlacion entre la expresion de Ki-67 con la
clasificaciéon de riesgo segun Miettinen ; destaca que el 79% de los casos con
expresion mayor al 5% del marcador son clasificados de alto riesgo y un 21% de
riesgo intermedio, sin embargo no hay ningun caso clasificado de bajo o muy
bajo riesgo. Cuando se observa la Fig.86 también son clasificados de alto riesgo
un 45% de los casos con expresion de Ki-67 en menos de 5% de nucleos
celulares. Por el contrario, los casos negativos para Ki-67 presentan porcentajes
similares en los tres primeros grupos de riesgo y en menor numero en el de alto
riesgo (p=0,001) (Figura 86).

100-
p=0,001

80+

60-

40-

207

0 ]
Negativo Ki-67<5% Ki-67>5%

OMuy bajo riesgo OBajo riesgo HERiesgo intermedio BAIlto riesgo

Figura 86: Asociacion de la expresién de Ki-67 y la clasificacion de riesgo segun los criterios de
Miettinen; destaca que los casos con una expresion mayor al 5% del marcador de proliferacién

celular son clasificados en su mayoria de alto riesgo.
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4.4.9- CROMOGRANINA
En la serie analizada, un 22% de casos presentan positividad citoplasmatica
para la cromogranina; un 15,9% de los casos expresan el marcador débilmente

(Tabla 28 y figura 87). No se ha observado ninguna asociacion con parametros
clinicos e histopatologicos.

Tabla.28: Positividad para cromogranina.

Figura 87: Positividad débil de cromogranina para un
GIST a 10X.

4.4.10- SINAPTOFISINA

La expresién inmunohistoquimica de la sinaptofisina se ha considerado positiva
cuando observamos tincién citoplasmatica. La gran mayoria de los casos (84%)
han sido negativos para este marcador (Tabla 29 y figura 88).

Tabla.29: Positividad para sinaptofisina.

Figura 88: Positividad moderada de

sinaptofisina para un GIST a 10X.
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4.4.11- PGP9.5
Se ha observado en un 86,2% de positividad citoplasmatica en las células

tumorales para el marcador inmunohistoquimico PGP 9,5 (Tabla 30 y figura 89).

\‘}%“

\t S

N TSR TR N E ey
Tabla.30: Positividad HIQ para PGP 9,5. RS ) ._~_ et e RN %\ﬁ?" s

Figura 89: Positividad muy intensa de PGP9.5 para un GIST
a 10X.

4.4.12- CD99

La expresion inmunohistoquimica de CD99 ha sido considerada positiva cuando
observamos tincion citoplasmatica en las células tumorales. Siendo positivos un
56,3% de los casos (Tabla 31 y figura 90).

Tabla.31: Positividad HIQ para CD99

TEEONERNN G { ‘9 %‘]
L i “ *g{_) \" A 9 o rs g " il_\l}i !

Figura 90: Positividad moderada de CD99 a
20X.
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4.413- P53

La expresidon inmunohistoquimica de p53 en nuestra serie es de un 42,3 % y su

localizacion es siempre nuclear en las células tumorales (Tabla 33 y figura 91).

Tabla 32: Positividad para p53 en la serie.

P53

N° | Positivos %
45 | 57,7
27 | 33,3%
6,4%
2,6%

W
L

Figura 91: Positividad débil de p53 a 10X.

Existe una correlacion directa entre la expresion de p53 y el numero de mitosis.

El 68% de los casos con ausencia de expresion en p53 tienen menos de 5

mitosis en 50HPF y un 65,5% de casos con expresion de p53 presentan mas de

5 mitosis (Fig.92).

Ademas, analizadas en conjunto, aquellos GIST con

expresion de p53 muestran mayor numero de mitosis (Fig.93).

100+

p=0,004

100+

80+

60+
40

20/

80+

<5Mitosis

>5Mitosis

O p53 no expresion E p53 expresion

p=0,034

<5Mitosis 6-10Mitosis >10Mitosis

O p53 no expresion B p53 expresion

Figura 92: Relacioén entre la expresion de p53 y la presencia de mitosis.
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20~ p=0,003

N MITOSIS

Negati{)/o POsitivo
' ps3
Figura 93: Asociacioén entre el la media de mitosis y la positividad del marcador p53.

La expresidon de p53 esta inversamente relacionada con la clasificacién de bajo
riesgo segun los criterios de Fletcher y ademas observamos que en aquellos
casos que si expresan p53 mas del 72% son clasificados de riesgo alto
(p=0,022) (Fig.94).

80-
p=0,022

60+

404

20+

ol

p53 no expresion p53 expresion

| 0O Muy bajo riesgo 0O Bajo riesgo B Riesgo intermedio B Alto riesgo

Figura 94: Asociacion directa entre la expresion de p53 y el riesgo segun Fletcher.

Al igual que acabamos de observar en la clasificacion de Fletcher, segun la
clasificacion de Miettinen también encontramos una asociacion con la expresion
de p53 (Fig. 95).Observamos como los casos negativos para p53 se

caracterizan por ser tumores de bajo riesgo y viceversa.

164



Resultados

80171 p=0,023
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O Muy bajo riesgo O Bajo riesgo B Riesgo intermedio B Alto riesgo

Figura 95: Correlacion entre la expresion de p53 y el riesgo segun Miettinen.

También se ha detectado una correlacion entre la presencia de expresion de
p53 con la expresion de Ki-67; se observa que a medida que aumenta la
expresion de Ki-67 mayor es el numero de casos que expresan p53 (Fig. 96)
(p=0,005).

1004 p=0,005

Ki-67 - Ki-67 <5% Ki-67 >5%

@ p53 no expresion @ p53 expresion

Figura 96: Correlacion entre la expresion de KI-67 y p53.
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4.4.14- MDM2

La expresiéon inmunohistoquimica de MDMZ2 ha sido considerada positiva
cuando observamos tincién nuclear en las células tumorales. En nuestra serie
son positivos un 43,1% de los tumores (Tabla 32 y Fig.97). Cabe destacar que
el marcador MDM2 no ha sido valorado en los dos arrays a causa de una tincidn

inespecifica en todos los casos.

Tabla 33: Positividad HIQ para MDM2 R WL
b \ Y A
MDM2 [N° [ Positivos % LA TOR Nl W
25 |424 R R TR
i g b - \
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Figura 97: Positividad moderada de MDM2 a
10X.

Se ha observado una asociacion directa entre el marcador MDM2 y la expresion
de P53, en la figura 99 se observa que cuando p53 es negativa el 66,66% de

casos también lo son para MDM2 (p=0,012).

100+ p=0,012

MDM2 Negativa MDM2 Positiva

@ p53 no expresion B p53 expresion

Figura 98: Asociacion entre el marcador inmunohistoquimico MDM2 y la presencia de expresion
de p53.
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4.5-PROGRESION DE LA ENFERMEDAD CORRELACIONADA
CON LOS MARCADORES IHQ

Al analizar las correlaciones existentes entre los marcadores con los eventos de
progresion tumoral (recaidas, metastasis, progresion y exitus), como queda
reflejado en la tabla 34 practicamente no se han obtenido resultados
significativos en ninguno de los tres grupos analizados: serie global, casos no
tratados con Glivec y casos tratados. Cabe destacar que no se ha observado
ninguna asociacion entre la inmunohistoquimica y los eventos de progresion
tumoral en el grupo de pacientes tratados con Glivec. Seguidamente

procedemos a comentar los hallazgos mas significativos.

e c-KIT
Como se puede apreciar en la figura 99 los casos negativos para el marcador
c-KIT presentan un alto porcentaje de recaidas (71,4%) y también de progresion
(72,8%); contrariamente los porcentajes en los casos positivos para c-KIT se
encuentran por debajo del 42% en las diferentes positividades tanto a nivel de

progresion (p=0,045) como por debajo del 26% a nivel de recaidas (p=0,026).

A % 19011 p=0,026 cKIT
80+

60

40+

0 + ++ +++

B No recaida B Recaida
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0,
B % 10007 o 05 cKIT

80-

60-

40-

20-
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0 + ++ +++

@ No progresion B Progresion

Figura 99: Asociaciones directas entre las recaidas (A) y la progresién (B) con la expresion del
marcador c-KIT, destacando que los casos negativos presentan un porcentaje mayor de

eventos.

Cuando se analiza el marcador c-KIT con la presencia de metastasis se aprecia
a diferencia de los resultados obtenidos en recaidas y progresion, que el 71,4%
de las metastasis expresan muy intensamente el marcador, en comparacién con

un 47,6% de los casos que no presentan metastasis (p=0,07) (Fig.100).

%

197"  p=0.07 c-KIT

80+

No metastasis Metastasis

BHQOE+ O++ B +++

Figura 100:Expresion de c-KIT y la presencia de metastasis.
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e CD34
La asociaciéon que hemos observado entre la expresiéon de CD34 y las recaidas
sélo ha sido significativa en los casos no tratados con glivec. Observando que la
negatividad del marcador CD34 esta asociada con un mayor porcentaje de
recaidas en un 57% (Fig.101).

1001 p=0,041 CD34

80+

60+

401

207

0_
No recaidas Recaidas

B Negativo B Positivo

Figura 101: Imagen de la positividad del marcador CD34 y la presencia de recaidas en los
casos no tratados con Glivec.

e Ki-67

Al analizar los eventos de progresion de la enfermedad con el marcador
proliferativo Ki 67 se observa que un 75% de los casos que desarrollan
metastasis expresan el marcador. Por el contrario, los pacientes que no
desarrollan metastasis tienen tumores que expresan Ki-67 en un 50% de los
casos (p=0,010). Al analizar la progresion tumoral se aprecia un
comportamiento similar al que acabamos de ver, un 56,1% de casos que no
progresan expresan Ki 67 frente a un 76,6% en el grupo que progresa (p=0,008)
(Fig.102).

% %
100+ - 100+ i
K07 h=0,010 KI-67 0,008

80+

60+

401

20+

0_
No metastasis Metastasis No progresion  Progresion

O Negativo B Positivo @ Negativo B Positivo

Figura 102: Representacion de la positividad del marcador Ki-67 y la presencia de metastasis y
progresion.
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e SINAPTOFISINA
Se aprecia una asociacion directa entre la expresién de sinaptofisina y la
presencia de eventos de recaida, de modo que en el grupo de pacientes que no

recaen la expresion de sinaptofisina es del 9,3% frente al 21,2% del grupo de
pacientes que recaen (Fig.103).

o,
/o 100+

Sinaptofisina

p=0,031

80

60+

40-

No recaidas Recaidas

B Negativo B Positivo

Figura 103: Representacion de la negatividad de la sinaptofisina y la ausencia de recaidas.
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4.6-HALLAZGOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A continuacién se procede a comentar los hallazgos obtenidos en el estudio
molecular de los exones 9, 11,13y 17 de ¢c-KITy 12y 18 de PDGFRAa.

Debido a que los casos diagnosticados antes de 1998 se incluyen dentro del
global de casos comentados, seguidamente realizamos un pequefio resumen
de los hallazgos moleculares de este subgrupo de casos. Del total de 31 casos
analizados de este subgrupo se han encontrado 15 mutaciones (48%), 12

localizadas en el exdon 11 de ¢c-KIT y tres en el exén 18 de PDGFRa.

En el total de los casos hemos encontrado un total de noventa y seis
mutaciones primarias de los ciento cuarenta y cinco pacientes (66%) y dos
secundarias (mutaciones adquiridas en la progresion del tumor diferentes a las
primarias y que proporcionan una mayor agresividad). Ochenta y siete (91%)
se localizan en el gen c-KIT y unicamente 9 mutaciones en el gen PDGFRa
(9%).

Las mutaciones en c¢-KIT ocurren con mayor frecuencia en el exén 11 con un
total de 76 mutaciones (80% del total de mutaciones), seguidas de las 8
encontradas en el exén 9 de c-KIT (8% del total de mutaciones), dos en el
17(2%) y una en el exdon 13(1% del total de mutaciones). Respecto al gen
PDGFRa, hemos encontrado nueve mutaciones en el exén 18 (9% del total de
mutaciones) (Fig. 104); cabe destacar que se ha encontrado una mutacion en
el exdn 12 pero corresponde a un polipo fibroide inflamatorio el cual no es
incluido dentro de la serie y sera comentado posteriormente. Ademas, en dos
pacientes se ha encontrado una doble mutacién en el gen c-KIT con diferentes

exones implicados que posteriormente también seran comentados.

76; 80%

O c-KIT ex.11 @ c-KIT ex.9 B PDGFRa ex.18 B ¢-KIT ex.13 B c-KIT ex.17|
Figura 104: Distribucién de las mutaciones segun el exén afectado.
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4.6.1- c-KIT
Pasamos ahora a detallar las mutaciones encontradas en cada uno de los

exones de c-KIT, cuya distribucién aparece reflejada en la Fig.105.

Sitio de unién al SCF

Yuxtamembrana

Extracelular
A 9 (n=8,9% de las mutaciones)
'} VV\IaV VVVVYV
perrsveveve / :
Yuxtamembrana EXON 11 (n =76, 88% de lasmutaciones)

Intracelular \
TK1 EXON 13 (n =1, 1% de las mutaciones)

TK2 AN 17 (n = 2, 2 % de las mutaciones)

Figura105: Distribucion de los porcentajes de las mutaciones en el gen c-KIT.

A) Mutaciones en el exén 11.

De las setenta y seis mutaciones halladas en el exén 11, 72 corresponden a
tumores primarios, tres a recaidas y una a metastasis. Uno de los casos, no
estudiado en el tumor primario, es un caso consulta en el que no ha sido
posible acceder al tumor primario y confirmar la mutacién descrita. En otro de
los casos, el tumor primario no se encontraba mutado pero la recaida si; el
tercer caso pertenecia a un caso consulta en el que se empezé el seguimiento
en la recaida y se pudo confirmar la mutacion con las metastasis posteriores. El
ultimo caso, donde se localiza la mutacion en la metastasis, sera comentado
posteriormente con duplicacion en el exdn nueve y en la metastasis adquisicion

de la mutacion en el exén 11.

Ha habido 13 casos en los que hemos podido realizar el seguimiento de la
enfermedad y hemos podido confirmar las mutaciones primarias en las
recaidas o metastasis, Ademas en aquellos casos que previamente a la

extirpacion del tumor se les realizaba una biopsia para confirmar la posible
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malignidad de la lesion, se estudiaba el estado mutacional y posteriormente se

confirmaba en la pieza del tumor.

En el exdn 11 encontramos los siguientes tipos de mutaciones (Fig.106): 45
casos presentaron deleciones intersticiales (59%), donde se han visto
afectados desde los codones 550 al 579 (Fig.112), siendo los codones mas
frecuentemente afectados el 557, el 558 y el 559 con una gran diferencia
respecto al resto (Fig. 107 y Fig.112). Eventualmente también hemos hallado
deleciones en los codones 573-577 y 579 (Fig.108). Las deleciones
intersticiales pueden afectar un Unico codén o hasta 20 codones, siendo el
numero de codones delecionados mas frecuente el de dos. Ademas de las
deleciones intersticiales hemos encontrado diecisiete mutaciones puntuales
(22%) las cuales se concentran en los codones 557 (3 casos), 559 (7), 560 (3),
567 (1) y 576 (3). Hemos observado una mutaciéon puntual en el codén 557
dando origen a un codon stop, el codon mas afectado por las mutaciones
puntuales es el 559 (Fig.109).

Nueve casos presentan deleciones mas mutaciones puntuales (12%), las
deleciones ocurren en todo el exon, siendo mas frecuentes en la region
comprendida entre los codones 550-572 y las mutaciones puntuales se
concentran en los codones 553 (1 caso), 557 (3), 559 (2), 565 (1) y 575 (1)
(Fig.110). De todos estos codones los que se encuentran mas afectados son
los codones 557 y 559.

Otra alteracion que podemos encontrar en el exdn 11 son las duplicaciones
intersticiales (7%), estas unicamente se producen en la region comprendida
entre los codones 573-591, implicando cualquier codon de esta region
(Fig.112). En concreto se han encontrado cinco duplicaciones; de las cuales
dos afectan a los codones 575 y 576 y una de ellas presenta ademas una
mutacion puntual en el codén 574 Thr (ACA) > Pro (CCA). De las otras tres
duplicaciones, una duplica desde el codon 573 al 578, otra empieza en el
mismo codon anterior pero finaliza en el 580 y la ultima es la duplicacidn mas

grande iniciandose en el codon 577 hasta el 591 (Fig.111).
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Observando los resultados obtenidos en el exén 11 podemos distinguir dos
regiones, una primera que abarcaria desde los codones 550-572 y una
segunda regién entre los codones 573 y 591. En la primera regién se
concentrarian las deleciones y mutaciones puntuales sobretodo y en la
segunda todas las duplicaciones mas alguna delecidon o mutacidén puntual, se

puede apreciar este hecho en la figura 112.

Cabe destacar que los codones que con mas frecuencia se ven afectados de
mutaciones son el 557, 558 y 559; estando implicados en 39 mutaciones el
codon 557, en 40 el 558 y en 27 el 559; destacando que tanto en el codon 557

y 559 se describen mutaciones puntuales y deleciones pero en el codon 558

sélo hay deleciones (Fig.112).

-

@ Deleciones @ Mutacion puntual ODelecion+mut.puntual B Duplicaciones

Figura 106: Distribucion de las mutaciones presentes en el exdn 11 de ¢-KIT en nuestra serie.

En la serie se han descrito cinco mutaciones en homocigosis; todas ellas
corresponden a la primera region del exdn. De las cinco, dos corresponden a la
delecion de los codones 557-558, otra ademas de ser portadora homocigota de
esa delecion tiene una mutacion puntual del codén 559 Val (GTT)> Phe (TTT);
otro de los casos presenta una delecion desde el codon 554 al 559 y la quinta
mutacion en homocigosis encontrada es una mutacion puntual sin cambio de
aminoacido del 558 mas delecion de los codones 559 al 573. Cuatro de los
casos en homocigosis presentan deleciones que afectan a los codones 557-
558; todos los casos en homocigosis tienen implicado el codén 558 y tres de
ellos el codén 559. Todos los casos por lo tanto tienen implicados los tres
codones que se encuentran mas mutados en la serie 557-558-559. Cabe
destacar que no se ha hallado ningun caso en homocigosis con mutacidn

puntal ni duplicacion ni en otro exdn que no sea el 11 de c-KIT.
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re AAGTACAGGTTGT TG AG

TGGNTCAGGGGCAG GTTGTTG A G

554 555 556 559 560 561
GAA  GTA GTT  GAG 554 555 556 557 558 559 560 561
v v E GAA  GTA cac TTCETTARREY GIT  GIT  GAG
ATG TAT GAA GTA CAG GIT GIT GAG
E v v E
E v Q W K v v E
P
E v QO N v v E

Figura 107: Electroferogramas representativos de una delecion de los codones 557-558, en

homocigosis (A) y en heterocigosis en una orientacion reversa (B).
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Figura 108: Electroferogramas representativos de una delecion intersticial del codén 579 (A) y

del coddn 576 (B) ambas en una orientacion forward.
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558 559 560
AAG GTT GTT
—

ARG LGALL. ©TT
K v v
—

K b Vv

Figura 109: Electroferogramas representativos de mutaciones puntuales del codon 576 con
cambio de Leucina a Prolina (A), codéon 557 dando lugar a un codén STOP (B), del codén 559
con un cambio de aminoécido de Valina a Asparagina (C).

A

105

563 564 565 566 567

556 557 565 566 567

ATA AAT GGA AAC AAT

CAG Tec  [INAGALS  AAC AAT
| N G N N

| AAG GTT GTT GAG GAG ATA AAT |

K \" Vv E E | N

554
553
GAA
TAT
E
E

555
554
GTA
GAA
\Y
\%

557 558 559 560
556 558 559 560
TGG ~ AAG  GIT  GITT

BN o o

w K v v

Figura 110: Electroferogramas que muestran en orientacion reversa una deleciéon de los

codones 558 al 564 mas una mutacién puntual en el codén 565 con cambio de aminoacido de

Glicina a Arginina (A), delecion del codén 557 mas una mutacién puntual en el codén 558 con

cambio de aminoacido de Lisina a acido glutamico (B).
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Figura 111: Electroferogramas que muestran en orientacién forward duplicacion de los
codones 575-576 (A), duplicacion des del codén 573 al 578 del exén 11 de ¢-KIT (B).

178



Resultados

591

587 588 589 590

586

584 585

583

569 570 571 572 573 574 575 576 577 578 579 580 581

568

563 564 565 566

559 560 561 562

558

552 553 554 555 556 557

550

AAA CCC ATG TAT GAA GTA CAG TGG AAG GTT GTT GAG GAG ATA AAT GGA AAC AAT TAT GRR TAC ATA GAC CCA ACA CAA CTT CCT TAT GAT CAC AAA TGG GAG TTT CCC AGA AAC AGG CTG AGT TTT

[T T T T TR T T I T TR TR T I TR TR TR TR TR TR TR TR T

S2T22222232232333233323223:=

W W ww

22222322322232333233323223:=

[« NeiinicNeNe e e NeNeNe e Ne e Ne)

X ¥ ¥ x| x N4
zzzzz (== H
(%)
[« NeleXeNeNeNeNeNeNe) [eXexe]
>2>>>>>>>>> >>>
WoWww W w W www ww w
S>> > > > > > > > > > >
=E=2=2=2=2=2=2=2=2=22 ===
- S T W T - N Y T . ooa
¥YYYYYYXYYXYY ¥Y¥YY¥
©
©
VUNNOYTR-NONO oo
BNOTONND-B®ON2
QBT OO T NONN®OT
Vm(’)ﬂ‘ﬂ‘l{)(’)gﬂ‘(’)(‘) e
o

¢/

K

4052

X ¥ X ¥ XX

ooooon

- _1:! )

[eNeNecNeNe e

\Y
\%
\Y
\Y
\%

22222

gcococoo

K
K
K
K
K
K

oGO _ ®
IINcCAN®
‘—qu)NLOO
TY¥YSIST @

TR TR TR TR TR TR TR TS

zzzzzz=22

w

w

[T T T T I T T O T I T T T T I T I T T I TR TH T T TR T T TR T TR TR T TR TR TR TR TR TR TR TR T

ZTTZTZTZZTZTZTZZTZTZIZTTZTZTZTZZTZZTZTTTTTTITZTTETTEETEEER

[« o W a N W o Yo Y a Y WY o Y Y o Y o Y 50 9

W ww ww
W www ww
>>>> >>

zzzz=2=2

(e e e e e

>>>>>>>>

K
K
K
K
K
K
K
K

5248
3625
4629
5199
255498-50

K

K
K
K

3624
720
9

701

> IIZ> >>>>>>>>>>>
>>> >SEI> > > > > >
X X X X

> II >>> >>> > EIZ> II

X X X X X X X

K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K

© PO  _ONT YO
OZTNCRNHTOT ODDRD Y
wmoommwvxmmmomw
@ 0 ™ < STOOT OO

K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K

0o~ N~ © W omomN N W
PORNADA-TFTOD 0= gL
ORONQO®MONT ©oOANNY
ITIITTOL IITITO T O

K
K
K

3422

¥ X ¥ X ¥ XX

IIITIITITITT

[ajajajajalalya)

> > > >

oooAaoaon

2=

22z

gcococococcocaoaoo

3!
5013

K
K

3017
741

531
532

K
K
K
K
K

799
798
534
870
4732



Resultados
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Figura 112: Representacion de las frecuencias de las mutaciones identificadas en el exén 11
de c-KIT, en la imagen A se encuentran de manera individual todas las mutaciones del exén 11
y descrito el tipo de mutacion (el color gris corresponde a las deleciones, el granate a las
mutaciones puntuales y el verde a las duplicaciones). En la imagen B se han agrupado las
mutaciones para destacar aquellos codones mas mutados o el tipo de mutacién que predomina
en un codon.
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B) Mutaciones en el exén 9.

Unicamente se han observado mutaciones en el exén 9 de c¢-KIT en ocho

casos consistiendo en todos los casos en la duplicacion de los codones 502-

503 (figura 113). De este grupo de mutaciones destaca un caso en el que se

realizo el estudio en la metastasis, obteniendo la duplicacion en el exon nueve

mas una delecion de los codones 551 al 556 acompafiada de una mutacion

puntual en el codon W557R (TGG-CGG) en el exon 11. De este mismo

paciente, se recuperaron el tumor primario y la recaida y se procedié a su

estudio molecular obteniendo en las dos muestras la duplicacién del exén

nueve pero no la mutacién en el exén 11; por lo que se confirma que la

delecion mas mutacion puntual en el exdn 11 se adquiere como mutacién

secundaria en la metastasis del tumor.

r C C T T TTT C T TT
502" 503 4 05 06
Gee TaT ST 17
ATG TAT NN 11T
A Y F N F
A v T —— F

[

Figura 113: Electroferogramas representativo de una duplicacion en el exén 9 de ¢-KIT de los

codones 502-503.
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C) Mutaciones en el exén 13y 17 ¢c-KIT.

En nuestro estudio, sélo hemos encontrado una mutacion en el exén 13 y dos
en el exon 17 (Fig.114). La mutacion encontrada en el exén 13 corresponde a
una mutacién puntual en el codén 642 Lys (AAA)> Glu (GAA). Las mutaciones
encontradas en el exdon 17 son una mutaciéon puntual en el codén 816 Asp
(GAC)> Val (GTC) y la otra, también es una mutacion puntual pero en el codén
823 Tyr (TAT)> Asp (GAT); esta corresponde a una mutacion secundaria a una

delecion en el exén 11.

B C

1 I I x 1 11 | I . . 1 I

E E c ToC T T T LT G
= - ] _ AN A 822 823 824

41 42 643
6 6 815 816 817 AT AT e
cTC AAA GtC AGA GAC ATC

cc I cc || EEEE A o (NG oot
L K V] R D | N Y \

Figura 113: Electroferogramas representativos de mutaciones puntuales del coddn 642 con un
cambio de aminoécido de lisina a acido glutdmico en el exén 13 de c-KIT (A), del codén 816
con cambio de aminoacido de acido aspartico a valina en el exén 17 y del codén 823 con

cambio de aminoacido de tirosina a valina en el exén 17 de c-KIT.

4.6.2-PDGFRa

En el exén 18 se han encontrado nueve mutaciones, de las cuales 6 son la
mutacion puntual en el codon 842; las tres restantes son: una delecion de los
codones comprendida entre el 842 y al 845; la otra es una delecién que abarca
entre los codones 844 al 846 mas una mutacién puntual en el codon 847 Ser
(TCG)> Pro (CCG), y por ultimo, una delecidn entre los codones 844-846.
(Fig.115).
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La unica mutacién observada en el exén 12 de PDGFRa es una delecion

comprendida entre los codones 571 hasta el 576 que no corresponde a un

GIST sino a un pdlipo fibroide inflamatorio, este caso no ha sido incluido en el

conjunto global de la serie y sera comentado posteriormente.

A B
CAGAGNCATCA T GCE
50 160
841 842 843 844
AGA GAC TCA TGC
| ]
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—
R D S C
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Figura 115:; Electroferogramas

representativo de una mutacion puntual en el
codoén 842 (A). Esta mutacién se ha descrito
Glivec. El

electroencefalograma muestra una delecion

como resistente al segundo
de los codones 844 al 846 mas una mutacion
puntual en el codén 847 con cambio de

aminoacido de serina a prolina (B).
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4.7-ASOCIONES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Seguidamente se reflejan las asociaciones encontradas entre los resultados de

biologia molecular y el resto de parametros estudiados. No se ha obtenido

ninguna asociacion en el gen PDGFRa, debido fundamentalmente al escaso

numero de casos con mutaciones.

e Tipo de mutacién en el gen c-KIT.

Los codones mas implicados en las mutaciones anteriormente descritas (557-

558-559) presentan la delecién como principal mutacion (70%), seguido de

mutaciones puntuales (16%) y deleciones mas mutaciones puntuales (14%)

(Fig.116)(p<0,0001).
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36; 70%

7;14%

8;16%

M Delecion E mut. puntual O delecion +mut.puntual

Figura 116: Representacion del tipo de mutacion mas frecuente en los codones 557-558 y 559.

Al analizar el tipo de mutacion presente en los tumores con la mitosis segun la
clasificacion de Fletcher (p=0,004), destaca que los casos portadores de una
delecidon mas mutacion puntual presentan en un 71,4% mas de 10 mitosis; todo
lo contrario ocurre en las mutaciones puntuales donde un 93,8% de los casos
presentan menos de 5 mitosis. Las duplicaciones y los casos no mutados
presentan porcentajes similares, el 66% de los casos tienen un recuento
mitotico inferior a 5 mitosis, un 15% entre 6 y 10 mitosis y mas del 16% mas de
10 mitosis a 40X en 50 HPF. Las deleciones presentan en un 46,3% de casos
menos de 5 mitosis, en 24,4% entre 6-10 mitosis y en un 29,3% mas de 10

mitosis (Fig.117).
p=0,004

Del+Mut.puntual 14,3 | 143 71,4

Mutacién puntual [ =0 g3 (K]
Duplicacion [ 667 | 16,7 16,7

Delecion [~ 463 244 | 29,3

20 40 60 80 100

o

|D<5D6a10l>10|

Figura 117: Asociacion entre el grupo de mitosis y el tipo de mutacion.
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Se analiza la asociacién entre el tipo de mutacion y las mitosis presentes en el
tumor en un numero mayor o menor a 5 mitosis en 50 HPF, observamos que
las deleciones mas mutaciones puntuales presentan mas de 5 mitosis en mas
del 85,7% de los casos frente a un 93,8% de casos con menos de 5 mitosis
portadores de mutaciones puntuales. Tanto las duplicaciones como las no
mutaciones presentan resultados muy similares, mas del 66% de los casos
presentan menos de 5 mitosis en 50 HPF. Por ultimo las deleciones presentan
casi un 50% de casos con mas de 5 mitosis. Todos estos resultados quedan
reflejados en la Fig.118 (p=0,001).

1004 p=0,001

80+

60+

40 B <5Mitosis

B >5Mitosis

Figura 118: Asociacién entre la cantidad de mitosis superior o inferior a 5 mitosis en 50 HPF

respecto al tipo de mutacion presente en el tumor.

Respecto a los grupos de riesgo de Fletcher se ha encontrado una asociacién
estadisticamente significativa con el tipo de mutaciones (p=0,033). Destaca,
sobre todos los resultados, que los casos con una delecion mas mutacién
puntual son todos ellos de alto riesgo, también se encuentran clasificados en
este grupo un 35,1% de casos con deleciones, un 10,4% de portadores de
duplicaciones y un 39% de casos no mutados; en un numero inferior se
encuentran los casos con mutaciones puntuales (5,2%). En la clasificacion de
bajo riesgo y muy bajo riesgo, el tipo de mutacion que mas casos presenta en
estos dos grupos son los casos no mutados y los portadores de mutaciones
puntuales; en el grupo de riesgo intermedio no destaca excesivamente ningun

tipo de mutacion sobre el resto. Fig.119.
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60+

p= 0,033

4041

20

Muy bajo riesgo Riesgo bajo

Riesgo Alto riesgo
moderado

B No mutado B Deleciéon B Duplicacion O Mutacién puntual E Del+Mut.puntual

Figura 119: Asociacion del riesgo histolégico con los diferentes tipos de mutaciones descritas

en la serie.

e Delecion 558

La localizacién mas frecuente de los casos que son portadores de la delecion

del codon 558 es el estdomago (60%) seguido del intestino grueso (15%) y en

menor numero la localizacion extragastrointestinal e intestino delgado (10%), y

por ultimo dos casos localizados en el es6fago (Fig.120). Al analizar los casos

que no presentan la delecion 558 destaca que la localizacién en el intestino

delgado supone un 31% de los casos, mientras que los casos localizados en el

estémago es del 44% (Fig.120) (p=0,043).

Delecion CD 558

No delecion CD 558

p=0,043
25; 60% 5; 44%
’ 151% ’
2; 5%
14; 14%
4;10%
10; 10%
6; 15% 32; 31%
4;10%

B Estémago Bintestino delgado B Estomago B intestino delgado
Bintestino grueso D Extragastroint. Bintestino grueso  OExtragastroint.
BEsoéfago BEsoéfago

Figura 120: Distribucién de aquellos casos portadores de la deleciéon del codén 558 respecto a

la localizacion mas frecuente en ellos.
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Se observa una tendencia en aumento de los casos a medida que aumenta el
riesgo de Miettinen. Los casos portadores de la delecion 558 son clasificados
en un 38,5% en el grupo de alto riesgo (25 casos); siendo clasificados un

12,5% en el grupo de muy bajo riesgo (3 casos) (Fig. 121) (p=0,040).

100-
p=0,040

80+

60+

401

20+

Muy bajo riesgo Riesgo bajo = Riesgo moderado Alto riesgo

H No portador de la del.558 B Portador del.558

Figura 121: Clasificacion de riesgo segun los criterios de Miettinen y la presencia de la
delecion 558.

e Mutaciones que afectan cualquiera de los tres codones mas
alterados de la serie (557/558/559).

Un 59,3% de los casos con delecion de los codones 557-558 tienen mas de 5
mitosis en 50 HPF, en comparacion con el 23% de los casos no portadores de
la mutacion que presentan mas de 5 mitosis (p=0,012). También hemos
observado que al analizar los codones por separado, un 57,1% de los
pacientes con delecion del codon 559 tienen mas de 5 mitosis (p=0,05); un
54,5% con delecion en el 557 (p=0,027); y un 61,1% cuando se encuentra

implicado el codén 558 (p=0,01).

Un 61,1% de los casos que son portadores de la delecidn 558 presentan mas
de 5 mitosis en 50 HPF (p=0,001) ademas, son clasificados en mas del 79% de
los casos de alto riesgo (p=0,005); igual ocurre en aquellos casos que tienen
delecion mas mutacion 557-558 en un 70%(p=0,017) (Fig.122).
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10071 50,001 10071 0=0,017

80+

80+

60+ 60-

40+ 40
20 204
0+ 04
No delecion Del.558 No mutado Del+mut.557-58
|E| Bajo riesgo B Riesgo intermedio B Alto riesgo| |I:| Bajo riesgo M Riesgo intermedio B Alto riesgo|

Figura 122: Correlaciéon entre los diferentes riesgos histologicos segun la clasificacion de

Fletcher y la presencia de delecion 558 (A) y la presencia de delecion mas mutacién557-558

(B).

Aquellos casos que no son portadores de la delecién de los codones 557-558
presentan en un 67% de los casos menos de 5 mitosis como queda reflejado
en la Fig.123; en comparacion al 39% observado en el grupo con delecidén en
los codones 557-558 (p=0,024).

100+
p=0,024

80
60
4011
201

AN

No delecion Del.557-58

O<586a10 @>10

Figura 123: Histograma que representa la frecuencia de los distintos grupos de mitosis en

funcion de la presencia o ausencia de la delecion 557-558.

Cuando analizamos el numero global de mitosis, destaca que los casos
mutados para el gen c-KIT presentan un mayor numero de mitosis respecto a
los no mutados. Los tipos de mutaciones con mas numero de mitosis son la
delecion y las deleciones mas mutaciones puntuales. Por el contrario, los casos
que menos mitosis tienen son los portadores de las mutaciones puntuales
seguidas de las duplicaciones y los no mutados (p=0,002). Ademas si se
analizan los casos no mutados frente a las deleciones y con las deleciones mas

mutaciones puntuales también podemos encontrar diferencias estadisticamente
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significativas (p= 0,014 y p=0,027 respectivamente). No ocurre con el resto de
tipos de mutaciones. También cabe destacar que los casos con presencia de la
delecion 557-558 o delecion 557 mas mutacion 558 o los codones analizados

de manera individual presentan un mayor nimero de mitosis.

No mutado p=0,047 w4 p=0,026
=0,0 124
Delecion
2] w 107
[ 7]
B - __ O
Dupllcam§1 E&OZ? = g
= =
z z
© 4 5=
Mut. Puntual =
’
Del+Mut.punt” i .
°Mitosis 0 1
C-KIT GEN del+mut557658
D p=0,013 E [ p=0,031 F -p=0,002 deftmutssio
15+ 15=
15+
] [ @D 10
g g g
E " = E
= s =
z -4 =z
5 5
s
! 2 1 2 1 2
No presente pqsf7resente No presente Psr5e7$ente No presente Preggzpte

Figura 124: Relacion entre el numero de mitosis presente en los diferentes tumores con el tipo
de mutacion descrita (A), presencia de gen mutado (B), delecién codén 557 mas mutacion del
558 (C), presencia de la delecién 557-558 (D), alterado el codon 557 (E) y el 558 (F).

¢ Homocigotos

Los 5 casos mutados en homocigosis; a nivel histopatolégico presentan un
tamano mayor de 5cm (p=0,04), con un nimero de mitosis de mas de cinco
mitosis en 50 HPF (p=0,004), y ademas a nivel celular cuatro casos son

fusocelulares y el otro epitelial. Como queda reflejado en la figura 125
tienden a ser de mayor tamafio que el resto (p=0,05).
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Figura 125: Histograma en el que se representa la mediana del tamafio tumoral para aquellos

casos portadores de una mutacion en homocigosis con el resto de casos.

¢ Duplicacién de los codones 502-503 en el exén 9 de c-KIT.
De los nueve casos con duplicacion en el exén 9 de c-KIT, cinco corresponden
a localizacion intestinal (62,5%). Por el contrario, aquellos que no muestran la

duplicaciéon se localizan mas frecuentemente en el estomago (Fig.126)
(p=0.042).

8o P-0,042

No duplicacién Duplic.502-503

B Estomago EIntestino delgado O Otros organos

Figura 126: Distribucién de la duplicacién 502-503 en los érganos implicados en GIST.

e Marcador inmunohistoquimico c-KIT.
Al observar la relacion que existe entre el marcador inmunohistoquimico de c-
KIT y las mutaciones del gen, observamos que existe una asociacion directa

entre la intensidad del marcador inmunohistoquimico y la presencia de
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mutaciones en el gen (Fig.127 A) (p=0,003). Por el contrario, cuando se
observan los casos mutados en PDGFRa lo que se encuentra es una
asociacion inversamente proporcional entre la presencia de mutaciones de
PDGFRa vy la expresiéon de c-KIT (Fig.127 B) (p=0,062).

A
100 B 100 p=0,062
c-KIT p=0,003 PDGFRa
80 80-
60 60-
40+ 40+
20+ 204
0- c-KIT 0- c-KIT
No mutado Mutado No mutado Mutado
‘l-l+l++D+++‘ ‘l-l+l++D+++‘

Figura 127: Relacion que existe entre las mutaciones en el gen de ¢c-KIT (A) y la expresion de

c-KIT y las mutaciones en el gen PDGFRa y la expresion en c-KIT (B).

4.8.-CORRELACIONES DE LAS MUTACIONES DE c-KIT Y
PDGFRa CON LA PROGRESION TUMORAL

A continuacidn vamos a exponer los principales hallazgos entre la biologia

molecular y la progresién tumoral (Tabla 35).

o Presencia de la mutacion en el gen c-KIT.

Se observa una asociacion directa entre la presencia de mutaciones en el gen
c-KIT con la presencia de recaidas (p<0,0001), metastasis (p=0,002) y con la
progresion (p<0,0001). De hecho, los casos que recaen, metastatizan y
progresan presentan mutaciones en el gen c-KIT en mas de un 80% de los
casos (Fig. 128)
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p<0,0001 p=0,002 p<0,0001

Mutado c-KIT
No Mutado cKIT

No Recaidas Recaidas No metastasis Metéstasis No progresion Progresion

Figura 128: Representacién de la asociacion entre los eventos de progresion tumoral con el

estatus de mutaciones en c-KIT.

e Exén mutado de c-KIT

La presencia de un exén mutado u otro en el gen c-KIT también esta asociado
con la aparicion de recaidas (p=0,001), metastasis (p=0,003) y en definitiva con
la progresion (p<0,0001). Hay que destacar como queda reflejado en la tabla
35 que la significacidon de todos los casos se debe tanto a los casos no tratados
para recaidas y progresion; y a los casos tratados para metastasis y
progresion.

Como se puede apreciar en la figura 129 la incidencia de recaidas en los casos
no mutados es del 11,8%, todo lo contrario a lo que ocurre en los casos que se
encuentran mutados para el exdén 9 en los que la tasa de progresion es del
85,2%. En los casos con mutacion en el exén 11 se observa una frecuencia de

progresion de 49,2%.

100 ~ p=0,001 100 ~ p=0,003
80 80 41
60 6011
M
40 40
M
20- 20
0-
0- No mutado exoén 11 resto exon
No mutado exoén 11 resto exon
[ @No metastasis B M etastasis

B No recaida BERecaida
100 - p<0,0001
80

60 -

40

No mutado exoéon 11 resto exén

| B No progresién BProgresion |
Figura 129: Correlaciones entre las recaidas, metastasis y progresiéon con las mutaciones en
los distintos exones de c-KIT.
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° Tipo de mutacion presente en el gen c-KIT.

Ademas, se observa una asociacion directa entre el tipo de mutacion y la
presencia de recaidas (p=0,001), metastasis (p<0,0001) y progresién
(p<0,0001). Anteriormente ya se ha mencionado que aquellos casos no
mutados recaen, metastatizan y progresan en un bajo porcentaje. Hemos
encontrado una asociacion entre el tipo de mutacion y los eventos de
progresion, de modo que el 53% de los casos que recaen tienen mutaciones
del tipo de deleciones intersticiales, seguidos de un 20% de duplicaciones, que
contrasta con el grupo de pacientes que no recaen donde el porcentaje de
deleciones intersticiales es del 22% y el de duplicaciones del 17% (Fig.130 Ay
B) (p=0,001). Como se puede observar en la figura 130 se aprecia un

comportamiento similar en el caso de las metastasis y eventos de progresion.

=0,001
No recaen P=0: Recaen
A B
18; 22% 16; 53%
4;13%
41; 50% 6; 7%
2; 7%
12, 15% 2: 7%
5; 6% 6; 20%
B No mut B Del B dup @ mutpunt B del+mutpunt‘ ‘l No mut B Del B dup @ mutpunt B del+mutpunt
p<0,0001
C No metastatizan D Metastatizan

21; 25% 13; 43%

5;16%

41; 50%
7; 8%
. 6; 19% 5: 16%
13; 15% ’ ; o
2; 2% ° 2; 6%
B No mut B Del B dup & mutpunt @ del+mutpunt‘ ‘l No mut B Del B dup E mutpunt B del+mutpunt
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p<0,0001
E No progresan F Progresan
20; 449
15; 22% %
8;17%
37; 53%
4; 6%
6; 13%
. 0,
2. 3% 11; 16% 4; 9% 8;17%
‘l No mut B Del B dup @ mutpunt B del+mutpunt‘ ‘l No mut B Del B dup @ mutpunt B del+mutpunt‘

Figura 130: Relacion que existe entre el tipo de mutacion con los eventos de progresién

tumoral. Recaidas (A-B), metastasis (C-D) y progresion (E-F).

e Delecion 557-558

Cuando analizamos la presencia de la deleciéon 557-558 con la progresién de la
enfermedad observamos que un 455% de los casos que recaen son
portadores de la delecidn, frente al 21,2% de casos que no recaen y son
portadores de esta delecién (p=0,025). Cuando se analiza la progresion
respecto a la delecion, se puede apreciar como la presencia de estas
deleciones son mas frecuentes en los casos que progresan (Fig.131)
(p=0,022).

A B
100- 100 -
p=0,025 p=0,022

804

60+ |
40

20471 |

04

No progresion Progresién

No recaidas Recaidas

B No mutado B Del.557-558

||:| No mutado B Del.557-558 |

Figura 131: Representacion de los casos portadores de la delecion 557-558 y la asociacion

con las recaidas (A) y progresiones (B).

o Delecion 557
Al analizar la progresion de la enfermedad con los 28 casos que son portadores
de la delecion del codon 557 en el exén 11 de ¢c-KIT; se observa que los casos
que presentan dicha delecion recaen (p=0,060), metastatizan (p=0,019) y

progresan (p=0,010) en mas de un 35% de casos en los tres grupos;
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contrariamente mas de un 80% de casos que no presentan esta delecién no

evoluciona el tumor (Fig.132).

100 p=0,06 p=0,019 p=0,01

80 [

60 |
40 ]
20 (11

0
No recaidas Recaidas No Metastasis No Progresion
metastasis progresion
[ =@ No mutado = = ® Del.557 |

Figura 132: Histograma representativo de la asociacion de la delecién 557 y los eventos de

progresién tumoral.

o Delecion 558
Como ocurre en las deleciones del codon 557, se observa una asociacion entre
los casos con delecion del coddn 558 y la frecuencia de recaidas (p=0,025),
metastasis (p=0,008) y progresiéon (p=0,002). Asi pues, mas del 40% de
pacientes que recaen o presentan metastasis o progresan han tenido tumores
con alteraciones genéticas que afectan al codon 558. Sin embargo, los casos
que no presentan la delecién del codén 558 en un 78% de los casos no

evolucionan en ninguno de los tres eventos analizados (Fig.133).

100 p=0,025 p=0,008 p=0,002
80
60
40
20
0-

No recaidas Recaidas No Metastasis No Progresion
metastasis progresion
® O @ No mutado M E gpel.558

Figura 133: Asociacion entre la presencia de delecion en el codon 558 con los eventos de

progresién tumoral.
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o Delecion mas mutacion 557- 558.
En el analisis de los 34 casos que presentan la delecidn del codon 557 mas la
mutacion puntual del codon 558 se detecta la evolucion en recaidas (p=0,051),
metastasis (p=0,018) y progresiéon (p=0,008); con la presencia de dicha
mutacion (40%) y contrariamente, cuando no se encuentra presente esta

mutacion en mas del 75% de los casos no evoluciona la enfermedad (Fig.134).

100+ p=0,051 p=0,018 p=0,008

80

60 -

40

201

No recaidas Recaidas No Metastasis No Progresion
metastasis progresion
B O ONo mutado B B mDel+mut557-558

Figura 134: Asociacion entre la presencia de delecion en el codén 557 mas mutacion en el

558 con los eventos de progresion tumoral.

e Mutaciones en cualquiera de los tres codones mas alterados de la
serie (557/558/559).

Se ha estudiado la posible correlaciéon de los 41 casos que presentan alterados
alguno de los tres codones mas afectados en todo el estudio: 557 6 558 6 559
y los factores de progresion de la enfermedad; observando que existe una
asociacion entre aquellos casos que presentan mutados cualquiera de los
codones 557,558 6 559 y la presencia de recaidas (p=0,056), metastasis
(p=0,021) y progresion (p=0,009). En la figura 135 se observa que en aquellos
casos que muestran cualquiera de los tres codones alterados mas de un 50%

de los casos recaen; metastatizan y progresan.
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1004 p=0,056 p=0,021 p=0,009

No recaidas Recaidas No Metastasis No Progresion
metastasis progresion
B O ONo mutado W B W Mut.57658659

Figura135: Asociacion de la presencia de alguna alteracion genética en alguno de los codones

557,558 y 559 con los eventos tumorales de progresion.

. Duplicacién de los codones 502-503 en el exén 9 de c-KIT.

En el analisis de casos portadores de la duplicacién de los codones 502-503 en
el exon 9 con las recaidas y metastasis se detecta que los eventos de
progresion son mas frecuentes en aquellos casos con la mutacién. Obteniendo
significacidon tanto en las recaidas (p=0,038), metastasis (p=0,058), progresion
(p=0,011) y exitus (p=0,014). Hasta ahora no se habia encontrado ningun
parametro relacionado con el evento de exitus; sin embargo, el 13,3% de los

casos con la duplicacién de estos codones fallecen (Fig136).

100 - p=0,038 p=0,058 == p=0,01T1 p=0,012

80 1
60 -
40 -
20 -
04
No recaidas Recaidas No Metastasis No Progresion No exitus Exitus
metastasis progresion
P O B O No mutado B B E [NDupl502-503

Figura 136: Asociacion de la presencia de la duplicacion 502-503 del exén nueve de c-KIT con

los eventos tumorales de progresion.
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4.9-CASOS PARTICULARES
4.9.1-CASOS CON DOBLE MUTACION

En nuestra serie hay dos casos que han presentado una adquisicion de

mutacidn en el desarrollo de la progresion tumoral; estos dos casos han sido ya
mencionados anteriormente pero ahora realizaremos una breve descripcion.

El primer caso es una consulta externa de una mujer de 33 anos que presenta
un tumor localizado en el intestino delgado mayor de 10 cm, con morfologia
fusocelular y con recuento mitésico de 8 mitosis por 50HPF. El caso fue
remitido cuando a la paciente se le diagnostico metastasis en el higado catorce
afos después y al ser tratada con Glivec se observo que no habia respuesta.
La primera mutacidén ya descrita por el centro fue confirmada y en el tejido
metastatico se encontré una mutacion resistente a Glivec en el exdén 17 de c-
KIT.

El segundo caso es una mujer de 59 afos con un tumor localizado en el
epipléon con un tamano superior a 10 cm, con morfologia fusocelular, con
presencia de necrosis y con 5 mitosis en 50 HPF. El caso también fue remitido
cuando se detectd la presencia de metastasis al cabo de diez afios y se
procedié a realizar el estudio mutacional a esta pieza detectando duplicacion
de los codones 502-503 en el exdn 9 y delecion de los codones 551-556 mas
mutacion puntual con cambio de aminoacido de triptéfano a arginina en el exén
11 de c-KIT. El analisis mutacional no se habia realizado en el tumor primario
por diagndstico de leiomiosarcoma por lo que fueron remitidos los bloques mas
representativos del tumor primario y de la recaida (al cabo de cinco afos)
hallando que ambos casos unicamente presentaban la duplicacién del exén 9

pero no la mutacion del exéon 11; siendo esta la mutacién secundaria.

Tabla.36: Resumen de los datos méas relevantes de los dos casos que presentan doble

mutacion.
N° | Sexo Edad Edad Tamafo Organo Morfologia Mutacién Riesgo
22 mut
M 33 47 >10 cm Int.delgado Fusocelular | c-KIT ex.11: Del.554-559 Alto
c-KIT ex.17: V823D
M 59 69 >10 cm Int.delgado Fusocelular | c-KIT ex.9: Dupl.502-503 Bajo
c-KIT ex.11:Del.551-556 + W557R
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4.9.2-c-KIT NEGATIVOS
En la serie se han descrito 28 casos con ausencia de expresion del marcador

inmunohistoquimico c-KIT, entre los cuales 15 no han sido diagnosticados de
GIST, siendo en su mayoria leiomiosarcomas. Hay que destacar que en la
serie se ha hallado un caso negativo para c-KIT portador de una mutacion en el
exon 12 de PDGFRa, produciendo una delecion de los codones 567 al 571 y
una mutacion puntual en el codon 566 con cambio de aminoacido de Serina a
Arginina. Debido a que a nivel histologico se observo la presencia de capas de
cebolla entorno a los vasos y un gran numero de células inflamatorias, en su

mayoria neutréfilos, el caso fue diagnosticado de pdlipo fibroide inflamatorio 2%°.

I 1 o0 1 R
C C T T 4 T

T

564 565 566 572 573 574

TCA ATC AGA CCA GAT GGA

TCA ATC AGC TAT ATT TAT
s [ R - - .
P T

Figura 137: Delecion en el exon 12 de PDGFRa; afectando a los codones 567-571 mas

mutacion puntual del codon 566 de Serina a Arginina.

En definitiva, 13 casos c¢-KIT negativos fueron catalogados como GISTs. Cabe
destacar que 11 son casos de consulta externa y unicamente dos casos
pertenecen al Hospital Clinico de Valencia, se procede a hacer una breve

descripcidn de estos casos (Tabla 37):

De los trece casos, siete son hombres y seis mujeres con una media de edad
de 56 afos (rango 36-74). El tamafo tumoral varia entre casos menores de 2
cm (3 casos), un caso menor de 5 cm, cuatro entre 6 y 10 cm. y 5 casos
mayores de 10 cm. La mayoria de estos casos se encuentran localizados en el
estdmago (6), seguido de cuatro casos localizados en el intestino delgado, un

caso en el intestino grueso, uno extragastrointestinal y uno en el eséfago. Son
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clasificados segun el riesgo histolégico de Fletcher 9 alto riesgo, uno intermedio
y tres de bajo riesgo. Seis casos presentan necrosis y cuatro pleomorfismo.
Respecto al tipo histoldégico de los tumores: dos casos son epitelioides, 8
fusocelulares y tres poseen patron mixto. En este subgrupo se han reportado
cuatro recaidas, tres metastasis y dos exitus; siendo tratados con Glivec tres
pacientes de los cuales uno fallece. Se han encontrado 4 mutaciones en el gen
de c-KITy 2 en el PDGFRa. Las mutaciones en el gen c-KIT son deleciones de
mas de seis codones: delecion codones 553-572; mutacion puntual 567 Asn
(AAT)> Lys (AAG) + delecién 568-574+ mutacion puntual 575 GIin (CAA)> Glu
(GAA); mutacion puntual 567 Asn (AAT)>- His (CAT) + delecion 569-576 y por
ultimo, una mutacién puntual en el codon 816 (cambio de aminoacido de
aspartico a valina) en el exon 17. En el gen PDGFRa las dos mutaciones

halladas son la mutacién puntual en el codon 842 Asp (GAC)> Val (GTC).

Tabla 37: Principales datos de los GISTs negativos.

N° | Sexo | Edad | Tamafio | Organo Celularidad | Mutacién Riesgo

V 38 6-10cm Int.delgado Fusocelular | c-KiTex.11:delecién 553-572 | Alto

M 74 <5cm Int.delgado Mixta No mutado Bajo

M 50 6-10cm Estomago Fusocelular | c-KIT.ex.11:N567K+del. Alto
568-574+Q575E

V 70 6-10cm Int.grueso Epitelial c-KIT ex.17:D816V Bajo

V 67 6-10cm Estémago Epitelial PDGFRa: D842V Alto

V 37 >10cm Estomago Fusocelular | No mutado Alto

M 68 >10cm Estomago Mixta PDGFRa: D842V Alto

V 36 6-10cm Int.delgado Fusocelular | No mutado Alto

M 37 >10cm Int.delgado Fusocelular | c-KIT ex.11:N567H:Asn-His | Alto
+ Del. 569-576

M 48 >10cm Extragastroint | Fusocelular | No mutado Alto

V 63 <5cm Estémago Fusocelular | No mutado Bajo

M 48 >10cm Extragastroint | Fusocelular | No mutado Alto

V 62 <5cm Estomago Mixta No mutado Intermedio

Seguidamente destacaremos las asociaciones mas significativas entre los

GISTs negativos y los parametros clinico-histopatolégicos y moleculares:

e Edad: los casos que son negativos inmunohistoquimicamente se

concentran entre las edades de 36 a 70 afios y no se presenta ningun

caso en edades juveniles; siendo la distribucién diferente en los c-KIT

positivos, los cuales se concentran de los 51 anos en adelante
(p=0,018).
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100- p=0,018

80+

c-KIT negativo c-KIT positivo

H <35 B 36-50 B 51-70 O >71

Figura 138: Histograma con las edades distribuidas en los ¢c-KIT negativos y los ¢c-KIT positivos

inmunohistoquimicamente.

e CD34: el 70,3% de los casos c-KIT positivos presentan también
positividad para el marcador inmunohistoquimico CD34; no obstante
41,7% de casos c-KIT negativos son positivos para este marcador,

ayudando asi al diagndstico de GIST.

100 p=0,043
80
60
404

20+
04

c-KIT negativo c-KIT positivo

|l CD34 negativo B CD34 positivo |

Figura 139: Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos ¢c-KIT y CD34.

e Gen c-KIT: los casos negativos para c-KIT en un 69% no se encuentran
mutados, por el contrario 60,2% de los casos mutados muestran

expresion para c-KIT.
100- p=0,042
80-
60-
40-

20
04

KIT negativo KIT positivo

E No mutado B Mutado c-KIT

Figura 140: Representacion de los casos mutados para el gen ¢c-KIT y la asociacion con su

marcador inmunohistoquimico.
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e Exoén mutado del gen c-KIT: cuando analizamos los casos negativos,
observamos como se ha mencionado anteriormente que el 69,2% de los
casos no se encuentran mutados y las cuatro mutaciones se distribuyen
:tres en el ex6n 11 y una en el 17. Sin embargo, de los casos KIT
positivos el 52,8% presentan mutacion en el exon 11 y 39,8% no se

encuentran mutados.

100+
p=0,005

80+

601

40+

20+

04
c-KIT negativo c-KIT positivo

B No mutado @ Ex6n 11 O Exé6n 9 B Ex6n 17 E Mas de un exén

Figura 141: Histograma representativo de la distribucién de mutaciones en el gen c-KIT en los

casos negativos y positivos para el marcadores inmunohistoquimico.

e Mutacion en los codones 557-558-559: Como anteriormente se ha
mencionado, los exones mas mutados en la serie son los codones 557-
558 y 558; sin embargo en las mutaciones presentes en los casos c-KIT

negativos so6lo un caso es portador de estos codones.

100 p=0,032

80+

60

40-

20+

0

c-KIT negativo c-KIT positivo

@ No mutado B Mutado 5576 558 6 559

Figura 142: Asociacion entre los casos c-KIT negativos y los codones mas mutados de la

serie.
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e Gen PDGFRa: Los casos c-KIT negativos en un 23,1% presentan
mutacion en el gen PDGFRa, por el contrario los casos c-KIT positivos

presentan mutacion en dicho gen en un 6,7%.

100+

p=0,043

80
60
40 -

20

0-
c-KIT negativo c-KIT positivo

B No mutado B Mutado PDGFRa

Figura 143: Histograma representativo de la asociacién entre los casos c-KIT negativos y las
mutaciones en el gen PDGFRa.

e Progresion tumoral: Cuando se analizan la progresion tumoral en los
casos c-KIT negativos se observa como éstos presentan mayor numero
de recaidas (71,4%) y de progresion (77,8%); contrariamente los casos
positivos para el marcador recaen en un 24,5% y progresan en un
36,8%.

100 p=0,007 100- p=0,016

KIT negativo KIT positivo KIT negativo KIT positivo

E No recaidas H Recaidas | | O No progresion B Progresion

Figura 144: Histogramas representativos de la asociacion entre la positividad o negatividad de

c-KIT y los eventos de progresion: recaidas (A) y progresion (B).
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4.10-ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Se ha realizado el estudio de progresion y de supervivencia en todos aquellos

GIST de los que se disponia de la evolucién clinica del paciente, siendo éstos

un total de 111 casos. Por falta de seguimiento se han excluido 34 casos.

En la muestra total de casos diagnosticados de GIST, la mediana de
seguimiento ha sido de 52 meses, con un rango de entre 1 a 244,9 meses. Con

una supervivencia de la serie a los 5 afios del 45% de los casos.

4.10.1-FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA PARA EL INTERVALO LIBRE DE
PROGRESION
De los 111 GIST de la serie han recidivado 30, han metastatizado 32 y han

fallecido a causa del tumor 36.

En el intervalo libre de progresion se incluye el primer evento de progresion que
se manifiesta en el paciente, ya sea recaida o metastasis. En la tabla 38 que
sigue a continuacion también son anotadas las significaciones del intervalo libre

de recurrencia y de metastasis:

Tabla 38: Resumen de las principales significaciones en los eventos de progresiéon tumoral.
Parametros ILR p ILM p ILP p

0,2889 0,3033 0,1680
0,0297 0,5816 0,0654
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001

0,0736 0,1065 0,0181
0,0116 0,018 0,0017
0,6820 0,5515 0,4571
0,3911 0,3033 0,1888
0,5440 0,2320 0,3161
0,0014 0,5755 0,0014
0,0598 <0,0001 | 0,0002
0,0241 0,018 <0,0001
0,1784 <0,0001 | 0,0002
0,1328 0,0179 0,0224
0,0364 0,0001 0,0003
0,0001 0,0001 <0,0001
0,0069 <0,0001 | <0,0001

0,0484 0,0074 0,0027
0,7591 0,4447 0,2391
0,6322 0,8641 0,6842
0,0237 0,0237 0,0237
0,4542 0,0004 <0,0001
0,8014 0,4795 0,5804
0,8570 0,8570 0,2788
0,2281 0,3036 0,0534
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Tabla 38 (Cont.): Resumen de las principales significaciones en los eventos de progresion.

0,0041
0,0287
0,0103
0,0031
0,1678
0,3004
0,4804
0,1415
0,8517
0,2773
0,2431
0,1434
0,2473
0,2473

0,4996

0,0031
0,0287
0,0102
0,0008
0,7370
0,3018
0,079
0,0124
0,0306
0,0408
0,0349
0,1979
0,6729
0,6796

0,2484

0,0007
0,0159
0,002
0,0007
0,4735
0,1971
0,1005
0,004
0,0524
0,0369
0,0217
0,1050
0,4026
0,4026

0,2788

A) ASOCIACION DEL TIEMPO A LA PROGRESION CON LOS
PARAMETROS CLIiNICO-HISTOPATOLOGICOS:

En la tabla que sigue a continuacion se resumen los resultados obtenidos al

analizar los intervalos libres de progresion de los parametros clinicos vy

anatomopatoldgicos. Ademas quedan reflejados en la tabla 39 el numero de

casos analizados, los eventos en cada grupo de los parametros, la progresion

acumulada y la significacion estadistica de cada parametro estudiado:

Tabla 39: Resumen de las principales significaciones de

histopatolégicos.

38
63

74
25

80
82
53
49

los paréametros clinico-

0,1680

0,0654

0,0103

0,038

<0,0001

0,0163
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Tabla 39 (Cont.): Resumen de las principales significaciones de los parametros clinico-

histopatoldgicos.

32 6
84 41
57 16
29 13
13 7
16 10

1 0
57 16
29 13
29 17
100 37
16 10
67 16
21 12
24 8
67 16
45 27
63 16
49 27
63 20
49 23
12 2
81 30
19 13
34 2
18 4
62 39
20 1
16 1
18 5
44 30

49
27

58
35
14
15

58
35
11

42
15

55
12
19

55
16

39
35

37

70
29
11

83
44
10

86
92
44
15

81
52

72
55
38
37
100

72
55
41

63
38

76
43
33

76
38

75
45

69
53

83

32

94
78
37

95
94
72
32

0,0014

0,33

0,1888

0,3161

<0,0001

<0,0001

0,0001

0,032

0,0004

<0,0001

<0,0001

e Edad

Cuando se analiza la progresiéon en funciéon de la edad, se observa que el

mayor intervalo libre de progresiéon (ILP) se encuentra en aquellos pacientes

mayores de 70 anos como queda reflejado claramente en la figura 145. El resto

de grupos presentan intervalos muy similares.
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Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0654
6 1 42 67
23 9 21 39
49 18 25 51
38 7 77 82
0,0103
78 40 21 49
38 7 77 82
Edad
1,0

:§ 081 1 >70

5 S o

o T

_Z,'o,e— L.,

é LH <35

3 04 T+

E 50-69 o o

o 0,24

@

0.0 p=0,0654
O,IOO 50I,00 10(I),00 15(;,00 20(;,00 25(;.00
Meses

Figura 145: Representacion de Kaplan-Meier de los grupos de edades en relacion al ILP.

Debido a los resultados obtenidos anteriormente, dividimos los pacientes en los

grupos de edad tomando la edad de 70 afios como punto de corte. De esta

forma se observa que pacientes mayores de 70 afios muestran un menor

intervalo de progresién respecto a los casos menores de 70 (Fig.146).

Edad

1,0
S
‘o 987 >70
2
[=2]
o
S
o
@ 0,6
o
(]
S
=
©
S 04
c
[
2
5 <70
0. 0,2
=]
7]

0,0 p=0,0103

T T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
Meses

Figura 146: Representacion de Kaplan-Meier en funciéon de la edad, tomando 70 afos como

punto de corte y su relacion con el ILP.
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e Reseccion completa del tumor
En aquellos casos a los que se les realiza una reseccién completa el ILP es de
un 63% versus a los tumores irresecables que presentan el 38%, progresando
de 16 casos a 10 (Fig.147).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,038
16 10 13 38
99 37 35 63

Tumores irresecables

o
®
1

o
=)
1

o
~
1

Res.completa

Supervivencia libre de progresion
0
|

Res.no completa

00— p=0,038

T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Meses

Figura 147: Representacion de Kaplan-Meier en funcion de la reseccion completa del tumor y
el ILP.

e Tratamiento con Glivec
Existe una diferencia muy significativa entre los pacientes tratados con mesilato
de imatinib (25%) y los que no respecto (74%) al ILP (Fig.148).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
<0,0001

81 21 48 74

32 24 0 25
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Glivec
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Figura 148: Representaciéon de Kaplan-Meier en funcién de los casos tratados con Glivec y el

ILP, observando la rapida progresién de estos casos.

B) ASOCIACION DEL TIEMPO A LA PROGRESION CON LOS
HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOS:

Parametros macroscopicos

e Tamano

Aquellos casos con un tamano comprendido entre los 6 y 10 cm. no progresan
en el 53% y aquellos con mas de 10 cm. en el 49%. Contrariamente, los casos
inferiores de 5 cm. presentan mas de un 80% de ILP.

Lo que anteriormente se ha destacado respecto a los cuatro grupos de tamario
tumoral, al agrupar el tamafo tumoral en menor o mayor a 5cm observamos
que aquellos casos con tumores menores de 5¢cm tienen un intervalo libre de
progresion de mas del 80% respecto a los superiores de 5 cm en que es
inferior de 52% (Fig.149).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0163

10 2 0 80

22 4 66 82

45 21 20 53

39 20 30 49
0,0014

32 6 49 81

84 41 27 52
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A Tamano tumoral B Tamano tumoral
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Figura 149: Representacion de Kaplan- Meier en funcién de los diferentes grupos de los
tamafios tumorales segun los criterios de Fletcher respecto al ILP (A) y los casos que

presentan un tamafio mayor o inferior a 5¢cm con el intervalo libre de progresion.

Parametros microscopicos

e Mitosis
Cuando se analiza el numero de mitosis respecto al ILP, observamos que
presentan un elevado ILP aquellos casos con menos de cinco mitosis (un 76%
de casos libres de progresion) y contrariamente, el resto de casos manifiestan
menos del 40% de ILP (Fig.150).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
<0,0001
67 16 55 76
21 12 12 43
24 8 19 33
<0,0001

67 16 55 76
45 27 16 38
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Figura 150: Representacion de Kaplan-Meier del numero de mitosis respecto al ILP, primer
grafico en tres grupos (A) y el segundo en dos (B). En los que se observa que los casos con

menos de 5 mitosis no presentan mucha progresion.

e Necrosis
Un 75% de los casos que no presentan necrosis no progresan, mientras que

los casos con necrosis presentan un 45% de ILP (Fig.151).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0001
63 16 39 75
49 27 35 45
Necrosis
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Figura 151: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa la necrosis en relacion con el ILP.
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e Pleomorfismo
Cuando se analiza el pleomorfismo se obtiene un comportamiento muy
parecido a la necrosis. El porcentaje de ILP es superior en aquellos casos sin
pleomorfismo (69%) en comparacion a los casos que presentan pleomorfismo
(53%) (Fig.152).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,032
63 20 37 69
49 23 36 53
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Figura 152: Grafica de Kaplan-Meier que representa el pleomorfismo en relacién con el ILP.

e Tipo histologico.
Cuando se estudia la celularidad de los diferentes tumores respecto el ILP, se
observa que los GISTs de histologia epitelioide presentan el mejor ILP (83%),
en menor porcentaje se encuentra los GISTs fusocelulares (63%), seguida de
los mixtos (32%) (Fig.153).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0004
12 2 70 83
81 30 29 63

19 13 11 32
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Tipo histolégico
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Figura 153: Representacion de Kaplan-Meier de las diferentes celularidades respecto al ILP,

destacando la progresion de los casos con celularidad mixta.

e Grupo de riesgo segun Fletcher
En la clasificacion del riesgo patoldégico del tumor segun los criterios de
Fletcher se observa muy claramente como aquellos casos clasificados de muy
bajo y bajo riesgo se encuentran libres de progresiéon en un porcentaje muy
elevado (100 y 93% respectivamente), también los casos clasificados de riesgo
intermedio pero en menor numero (68%); sin embargo los tumores clasificados

de alto riesgo presentan ILP muy bajos (37%) (Fig.154).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
<0,0001
8 0 8 100
27 2 25 93
19 6 13 68
62 39 23 37
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Figura 154: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan los grupos de riesgo segun la

clasificacion de Fletcher con el ILP.

e Grupo de riesgo segun Miettinen
Se obtienen resultados muy similares de progresién a los del riesgo de Fletcher
como se puede ver en la figura 155. En la clasificacion del riesgo patologico del
tumor segun los criterios de Miettinen se observa muy claramente como
aquellos casos clasificados de muy bajo y bajo riesgo se encuentran libres de
progresion en un porcentaje muy elevado (95 y 94%), también los casos
clasificados de riesgo intermedio con un porcentaje superior al grupo de
Fletcher (72%); sin embargo los tumores clasificados de alto riesgo presentan

ILP muy bajos e inferiores a la clasificacion de Fletcher (32%).

Parametros N° Eventos %IP %ILP p
<0,0001
20 1 86 95
16 1 92 94
18 5 44 72
44 30 15 32
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Figura 155: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan los grupos de riesgo segun la
clasificacion de Miettinen con el ILP.

C) ASOCIACION DEL TIEMPO A LA PROGRESION CON LOS
HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS:

En la tabla 40 se recogen los principales hallazgos en cuanto a expresion de

inmunomarcadores y tiempo de progresion.

Tabla 40: Hallazgos obtenidos entre el intervalo libre de progresion y los marcadores IHQ.

0,0027

6 17 25

5 60 72

6 42 76

25 22 58
0,0318

7 17 22

36 38 65
0,7664

7 51 65

7 42 66
0,2707

17 30 47

23 67 68
0,0534

22 40 66

10 0 44

3 51 75

2 50 50
0,2773

22 40 66

15 33 56
0,0018

7 62 82

15 37 56

8 31 43
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Tabla 40(Cont.): Hallazgos obtenidos entre el intervalo libre de progresién y los marcadores HIQ.

o c-KIT

12
16

14
25

0,0046

62 82

33 52
0,5084

37 53

20 56
0,1353

39 62

37 47
0,3940

0 65

43 58
0,0744

30 58

72 83
0,3457

67 67

30 58
0,6275

36 57

43 54
0,3014

44 61

0 44
0,1915

50 50

65 72
0,0936

52 65

28 52

Aquellos casos negativos para el marcador presentan un 75% de progresion

tumoral; los tumores intensamente positivos casi la mitad de ellos progresan,

sin embargo los casos débilmente positivos o con positividad intermedia tienen

mas de un 70% de ILP (Fig.156).

18
25
59

102

17
60
42
22

17
38

0,0027
25
72
76
58
0,0318
22
65
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Figura 156: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el
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marcador c-KIT respecto al

ILP. En la grafica (A) se representan cuatro niveles de intensidades y en la (B) los casos

clasificados en positivos y negativos; presentando en ambas graficas la mayor progresion los

casos negativos.

o KI-67
Cuando se analiza el marcador de proliferacion celular

los casos negativos para dicho marcador presentan

Ki-67 se observa como
un ILP del 82%, sin

embargo el ILP disminuye considerablemente (56%) con una expresién inferior

al 5% de las células y a un 43% cuando la expresién es
(Fig.157).

positiva en mas del 5%

Parametros | N°  Eventos %PA %ILP p

7 62
15 37
8 31

0,0018
82
56
43
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Figura 157: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el marcador Ki-67 respecto al
ILP.

D) ASOCIACION DEL TIEMPO A LA PROGRESION CON LOS
HALLAZGOS DE BIOLOGIA MOLECULAR:

En la tabla 41 se recogen los principales hallazgos en cuanto a las mutaciones

de c-KIT y PDGFRa y el tiempo de progresion.

Tabla 41: Hallazgos obtenidos entre el intervalo libre de progresién y las mutaciones halladas.

0,0007
8 72 82
37 12 46
0,002
8 74 82
31 15 50
6 0 14
0,0007
8 74 82
19 0 43
8 0 33
4 58 73
6 25 25
0,4735
45 45 59
1 67 75
0,1235
32 44 65
13 14 41
0,0265
33 34 64
13 27 43
0,004
26 47 68
19 11 39
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Tabla 41(Cont.): Hallazgos obtenidos entre el intervalo libre de progresion y las mutaciones

halladas.

29
17

23
23

26
20

44
15

45
15

45
14

23
80

23
80

67
41

63
14

58
80

58
80

0,3926

0,3926

e Mutaciones en c-KIT.

Como se observa en la figura 158 aquellos casos que no presentan mutacién

en el gen c-KIT presentan un ILP mayor (82%), que los casos mutados. (46%).

44 8
70 38

72
12

Mutaciones en c-KIT

o o o
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Supervivencia libre de progresion
Y
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0,0+

No mutado

Mutado

p=0,0006
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T
0,00 50,00 100,00 150,00
Meses

T
200,00 250,00

Figura 158: Grafico de Kaplan-Meier en el que se representa el estatus mutacional de c-KIT y

el ILP.
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e Exones mutados en el gen c-KIT.
Como se ha comentado anteriormente, los casos que no se encuentran
mutados tienen un alto ILP. Por el contrario, los casos mutados en el exén 11
de c-KIT presentan un ILP del 50%. Aquellos casos que presentan alguna
mutacion en los exones 9, 13 6 17 de c-KIT son los que peor ILP presentan
(14%) (Fig.159).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,002
44 8 74 82
62 31 15 50
7 6 0 14

Exones de c-KIT

No mutado

Supervivencia libre de progresion

Mut.exén 11
-

Mut.exén 9,13y 17

004 p=0,002

T T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Meses
Figura 159: Grafico de Kaplan-Meier en el que se representa el estatus de mutaciones de c-

KIT en funcion de los exones mutados en relacion al ILP.

e Tipo de mutacion presente en c-KIT
Como se ha observado anteriormente, los casos no mutados son los que
presentan un mejor un mayor intervalo libre de progresion (82%); seguido por
las mutaciones puntuales (73%); los que peor prondstico presentan son
aquellos casos con deleciones intersticiales en el exon 11 (43%), con
duplicaciones (33%) y con delecion intersticial acompafiada de una mutacion
puntual (25%) (Fig.160).
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Figura 160: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan las diferentes mutaciones

respecto a su intervalo libre de progresion.

e Delecién 557-558
La presencia de la delecién intersticial 557-558 del exdn 11 de c-KIT no parece
tener un impacto estadisticamente significativo en el ILP. Sin embargo,

aquellos casos con esta alteracion genética muestran un ILP peor (Fig.161).

0,1235

91 32 44 65
22 13 14 41
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Figura 161: Grafica de Kaplan-Meier en la que se representan los casos con delecion 557-558

respecto a su ILP.

e Delecion 559
Los casos en los que se ha detectado una delecion del codon 559 del gen c-
KIT presentan un ILP menor (43%) al resto de casos (64%). (Fig.162).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0265

91 33 34 64

23 13 27 43
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Figura 162: Grafica de Kaplan-Meier en el se representan los casos portadores de la delecion

del codén 559 respecto al ILP.
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e Delecién 558
Se observa un comportamiento similar cuando analizamos los casos con
deleciones en el codon 558 con ILP al observado con el codén 559. De hecho,
de 31 casos portadores de la mutacion 19 progresan, en comparacion de
aquellos casos que no presentan la mutacion, 82 casos de los cuales

progresan 26 (Fig.163).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,004

82 26 47 68

31 19 11 39

Delecion 558

No delecion 558

o
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p=0,004
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Figura 163: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan los casos portadores de la

delecion del codon 558 respecto al ILP.

e Delecién 557
Se observa asociacion estadisticamente casi significativa entre la delecion del
codon 557 y el ILP. Se puede apreciar una acusada tendencia en el sentido en

el que los casos con delecion en el codén 557 presentan peor ILP (Fig.164).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0621

86 29 44 66

28 17 14 39
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Figura 164: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan los casos con delecion del

codén 557 en funcion del ILP.
e 557 6 558 6 559 afectados por mutacién.

Debido a que los codones 557, 558, 559 afectados por mutaciones presentan
una evolucion muy parecida, se analizé el comportamiento de éstos cuando se
encuentran mutados en cualquiera de los tres codones. Como ocurre en los
analisis individualizados, se observa que los casos con mutaciones en alguno
de estos tres codones presentan un peor ILP respecto al resto de casos
(Fig.165).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0240

73 23 45 68

41 23 15 44
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Mutado 557 6 558 6 559
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Figura 165: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan los casos mutados en alguno de
los codones 557,558 y 559 en funcién del ILP.

e Delecion 557 mas mutaciéon puntual del 558.
Debido a que en la serie se presentan muchos casos en los que se encuentran
implicados los codones 557-558 con una delecién intersticial seguida de una
mutacion puntual se analizdé si existia una significaciéon en la progresion;
observando que aquellos casos mutados presentan un ILP de 41% en

comparacién con los casos no mutados con un 67% (Fig.166).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,0127

80 26 45 67

34 20 14 41
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Figura 166: Grafica de Kaplan-Meier en la que se representan los casos con delecion mas
mutacién puntual en los codones 557-558 y el intervalo libre de progresion que presentan

respecto a los casos que no son portadores de dicha mutacion.

e Mutaciéon exé6n 9
Aquellos casos que presentan la duplicacion de los codones 502-503 en el

exon 9 excepto un caso todos progresan (86%).

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,1168
107 40 67 63
7 6 1 14

e PDGFRa gen
Debido a que el numero de casos mutados en el gen PDGFRa es bajo (5
casos) no se puede tener en cuenta la significacion positiva en un 80% de ILP
en aquellos casos con mutaciones en dicho gen versus el 58% del resto de
casos de la serie.

Parametros N° Eventos %PA %ILP p
0,3926

107 45 23 58
5 1 80 80
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4.10.2-ANALISIS MULTIVARIABLE DE SUPERVIVENCIA A LA
PROGRESION EN LA SERIE GLOBAL

Se ha realizado el analisis estadistico multivariable para saber qué parametros
significativos en el analisis univariable se comportan como factores pronésticos
independientes en la progresién tumoral de la serie global de los GIST. Por lo
tanto el analisis multivariable se realiza con los parametros reflejados en la
tabla 42.

De los 111 casos a los que se les realiza el estudio de progresion; un total de
84 casos presentan todos los valores de los parametros para poder realizar el

analisis multivariable.

Tabla 42: Parametros significativos en el ILP y utilizados en el analisis multivariable para la

supervivencia libre de progresion.

Parametros ILP p
0,0181
0,0017
0,0014
0,0002
<0,0001
0,0002
0,0224
0,0003
<0,0001
<0,0001
0,0027
0,0237
<0,0001
0,0007
0,0159
0,002
0,0007
0,004
0,0524
0,0369
0,0217

Se ha obtenido que los parametros que de manera individual presentan un
valor prondstico independiente en el tiempo de progresion han sido la
clasificacion de riesgo segun los criterios de Fletcher, la histologia fusocelular,
Ki-67 y mutacién en el gen c-KIT (Tabla 43).
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Tabla 43: Parametros significativos en el analisis multivariable para la supervivencia libre de

progresion.

Parametros

29,41
3,83

23,80
2,48

5,78
3,46
7,75

4,97

3,93-250
1,13-12,98

2,19-250
0,75-4,16

1,60-20,83
1,1

,18-10,10

1,7-14,49

0,001
0,001
0,031

0,010
0,006
0,034

0.019
0,007
0,023
0,003

*Hazard ratio.

4.10.3-FUNCIONES DE_SUPERVIVENCIA SEGUN LA SUPERVIVENCIA

GLOBAL

En la tabla 44 se recogen los principales hallazgos de los parametros clinicos,

anatomopatoldgicos y de biologia molecular con la supervivencia global de toda

la serie, de los casos tratados con glivec y de los casos no tratados con Glivec.

Tabla 44: Hallazgos obtenidos entre |la supervivencia global y los parametros de la serie.

0,2130
0,46

0,0002
0,0358

0,2086
0,0742

0,9912
0,7190
0,0002
0,0007
0,0134
0,0806
0,1050
0,0004
0,0237

0,1206
0,0062
0,9851
0,1339

<0,0001

0,4090
0,5264

0,4995
0,2334

0,0685 0,007

0,7929 0,3163
0,5139 0,2695
0,6425 <0,0001
0,4452 0,0403
0,2595 0,9409
0,3862 0,0051
0,1156 0,0036
0,2848 0,918
0,2719 0,0069
0,8871 0,2147
0,3160 0,0043
0,0482 0,7280
0,2217 0,1288
0,1589 0,1597
0,4444 0,7741
0,0116 0,2799
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Tabla 44 (Cont.): Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los parametros.

0,0679
0,2734
0,7529
0,8414
0,083

0,6772
0,6409
0,5146
0,5719
0,8431
0,1388
0,2053
0,8364
0,5037
0,8552
0,6488
0,3064
0,8213
0,8213

0,7959
0,7020
0,4312
0,3687
0,2848

0,0163
0,0661
0,0447
0,0757

0,0149
0,0506
0,2012
0,6086
0,1757
0,2257
0,8031
0,0002
0,0002

0,0465
0,333

0,7408
0,4812
0,1155

0,7318
0,8730
0,8367
0,8236
0,5505
0,6439
0,4191
0,8037
0,2172
0,7332
0,6367
0,6251
0,3509
0,3509

A) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS CLIiNICOS

En la tabla 45 se recogen los principales hallazgos de los parametros clinicos y

anatomopatolégicos con la supervivencia global de toda la serie.

Tabla 45: Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los parametros clinico-

histopatolégicos.

34
53

50

35
58

50
12

51
24

64
56
26
40

58
34

76
52

70
86
68
61

81
65

0,2130

0,46

0,0002

0,0358

0,2086

0,0742
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Tabla 45 (cont.): Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los parametros clinico-

histopatol dgicos.

15 51
9 39
3 41
6 39
1 0
16 36
13 52
10 39
28 44
6 39
11 67
13 0

9 39
11 67
22 21
12 61
20 29
13 65
19 28
3 76
21 30
9 29
4 84
1 80
29 21
3 82
1 75
3 69
20 24

73
67
77
60

73
67
66

71
60

83
35
59

83
48

80
57

78
60

77
72
53

88
94
50

84
94
84
50

<0,0001

0,9912

0,7190

0,0002

0,0007

0,0134

0,0806

0,1050

0,0004

0,0237

e Reseccion completa

En aquellos tumores en los que no se puede realizar la reseccion completa del

tumor la supervivencia global disminuye considerablemente (27%), por el

contrario los tumores resecables presentan un porcentaje de supervivencia del

76% (Fig.167).

15 11

95 23

50
12

0,0002

27
76
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Figura 167: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa la relacion entre la reseccion

completay la SG.

e Tratamiento con Glivec
Anteriormente al analizar el ILP entre los casos tratados y no tratados habia
una gran diferencia de significacidon, debido a que el grupo de casos tratados
con Glivec estda compuesto en su gran mayoria por aquellos que recaen y
metastatizan. Sin embargo, la diferencia en cuanto a la supervivencia no es tan
acusada entre los tratados y no tratados, siendo menor la supervivencia global
en los casos tratados (52%) (Fig.168).

Parametros N° Eventos %SA %SG p
0,0358

79 19 51 76
31 15 24 52
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Tratamiento con Glivec
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Figura 168: Grafica de Kaplan-Meier en la que se representan los casos tratados con Glivec y
la SG.

B) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS
ANATOMOPATOLOGICOS

En la tabla 45 quedan reflejadas las significaciones obtenidas entre los
parametros anatomopatolégicos y la supervivencia global. Destacando a
continuacion los hallazgos anatomopatoldgicos mas significativos.

Parametros macroscopicos

e Tamano
Se observa una tendencia hacia la significacién en los casos agrupados en un
tamano superior o inferior a los 5 cm.; donde aquellos tumores mayores de 5cm
tienen un peor prondstico.

Parametros N° Eventos %SA %SG p
0,0742

31 6 58 81

80 28 34 65
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Figura 169: Grafica de Kaplan-Meier en la que se representa los casos mayores o menores de

5cm respecto a la SG.

Parametros microscépicos (Mitosis, Necrosis, Pleomorfismo)

e Mitosis

Al analizar la supervivencia global respecto al indice mitosico, destaca que

aquellos casos con menos de 5 mitosis en 50 HPF muestran una elevada

supervivencia global (83%). Por el contrario, la supervivencia global disminuye

al 35% en los tumores con un indice mitésico entre 6-10 mitosis y 59% con una

presencia de mitosis mayor a 10 (Fig.170).

Parametros N° Eventos %SG p
0,0002
66 11 67 83
20 13 0 35
22 9 39 59
0,0007
66 11 67 83
42 22 21 48
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Figura 170: Graficas de Kaplan-Meier, en las que se representa el nimero de mitosis respecto

la SG. (A) Teniendo en cuenta 3 categorias. (B) Teniendo en cuenta dos. Se puede apreciar

que los casos con menos de 5 mitosis tienen buena supervive

e Necrosis

ncia en comparacion con el resto.

La supervivencia global es de un 80% en los casos que no presentan necrosis,

mientras que aquellos casos con necrosis presentan una supervivencia

acumulada del 29%. (Fig.171).

%SA %SG p
0,0134
61 80
29 57

Parametros N° Eventos
61 12
47 20
Necrosis

0,84

Ausencia de necrosis
0,6

0,44

Presencia de necrosis

Supervivencia global

0,2

00 p=0,0134
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0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
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Figura 171: Grafica de Kaplan-Meier que representan la n

ecrosis en relacion con la SG.
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e Pleomorfismo
Cuando se analiza el pleomorfismo obtenemos un comportamiento parecido al
de la necrosis aunque sin alcanzar la significacion estadistica. Sin embargo, en
la figura se puede observar como aquellos casos que no presentan

pleomorfismo muestran una supervivencia mayor (Fig.172).

Parametros N° Eventos %SA %SG p
0,0806

60 13 65 78

48 19 28 60

Pleomorfismo

Ausencia de pleomorfismo

Supervivencia global

Presencia de pleomorfismo
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Figura 172: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el pleomorfismo en relacién con
la SG.

¢ Riesgo histolégico segun los criterios de Fletcher
Al estudiar el riesgo tumoral segun la clasificacion de Fletcher se puede
observar en el figura 173 como manifiestan una mejor supervivencia aquellos
tumores clasificados de muy bajo riesgo (75%), riesgo bajo (92%) y riesgo
intermedio (94%).Por el contrario, el 52% de los pacientes con tumores

clasificados de alto riesgo fallecen.

Parametros N° Eventos %SA %SG p
0,0023
8 2 70 75
26 2 89 92
19 2 69 89
58 28 22 52
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Riesgo histolégico segun Fletcher
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Figura 173: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el riesgo de nuestra serie tumoral

respecto a la SG segun el tratado de Fletcher.

¢ Riesgo histolégico segun los criterios de Miettinen

La supervivencia global de los casos segun los criterios de Miettinen es muy

similar a los resultados obtenidos en el riesgo de Fletcher. Menos del 50% de

los casos clasificados de alto riesgo sobreviven, a diferencia de los casos de

intermedio, bajo y muy bajo riesgo que presentan una supervivencia superior al

84% (Fig.174).

Parametros N° Eventos %SA %SG p
0,0237
19 3 82 84
16 1 75 94
19 3 69 84
40 20 24 50
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Figura 174: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el riesgo segun la clasificacion de

Miettinen respecto a la SG.

C) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS IHQ.
A continuacion destacamos los principales resultados obtenidos entre los

diferentes marcadores inmunohistoquimicos y la supervivencia global.

Tabla 46: Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los marcadores IHQ.

0,7332
2 64 71
5 39 69
0,0062
4 62 79
3 50 77
5 0 58
4 44 67
0,8202
12 35 60
19 59 74
0,1379
15 64 76
14 19 59
0,033
6 63 84
11 42 67
6 20 54
0,057
6 63 84
17 35 63
0,7224
6 28 68
6 32 76
0,8414
11 43 66
9 39 69
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Tabla 46(cont.): Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los marcadores IHQ.

0,2595
8 53 79
21 38 63

0,2935
21 42 72
8 42 56

0,0024
2 0 33
16 33 75

0,1975
16 43 67
7 20 46

0,6491
15 48 69
4 0 56

0,3008
0 0 100
9 44 52

0,2569
7 57 68
11 27 65

e KI-67
Al estudiar el marcador de proliferacion celular respecto a la supervivencia
global observamos que los casos negativos presentan mejor supervivencia que

los que presentan hasta un 5% o mas de un 5% de nucleos tefidos (Fig.175).
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Figura 175: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el marcador Ki-67 respecto a la
SG.
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D) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS DE
BIOLOGIA MOLECULAR
A continuacion destacamos los principales resultados obtenidos entre los

diferentes parametros de biologia molecular y la supervivencia global.

Tabla 47: Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los parametros de biologia molecular.

0,6772
13 52 70
20 36 70
0,6409
13 52 70
16 42 72
4 0 43
0 100
0 100
0,5719
13 52 70
11 41 67
5 0 58
1 93 93
3 42 57
0,8431

25 41 72

8 46 62
0,8864

22 39 72

11 45 63
0,2053

26 34 69

7 59 73
0,8582

20 38 71

13 49 67
0,6488

23 36 70

10 53 69
0,3064

0,8213
31 37 70
1 75 75
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e Exones mutados del gen c-KIT.
No existen diferencias en cuanto a la supervivencia global segun el exén
afectado, aunque el exdn nueve presenta el intervalo de supervivencia menor
de todo el grupo con un 43%; el resto de exones se encuentran en

supervivencias superiores al 70%.

e c-KIT mutacién
Tampoco se observan diferencias de la supervivencia segun el tipo de
mutacion presente en los tumores, cabe destacar el hecho de que
practicamente todos los grupos muestran el mismo porcentaje de supervivencia
por debajo del 70%; a diferencia de las mutaciones puntuales que presentan un
93%.

4.10.4-ANALISIS MULTIVARIABLE DE SUPERVIVENCIA EN LA SERIE
GLOBAL

A continuacion se realiza el analisis de la regresiéon de Cox a aquellos

parametros que han sido significativos en el andlisis univariable en la serie
global (Tabla 48); para averiguar cual de ellos por si solo es un parametro de
supervivencia. Obteniendo de los 111 casos analizados, el indice mitésico
superior a 5 mitosis en 50 HPF y la reseccién no completa del tumor como

factores adversos en el analisis multivariable en la supervivencia global.

Tabla 48: Parametros significativos en el analisis univariable y empleados en el multivariable.

Parametros SG p SG no tto. p SG tto. p
0,0002 0,007 0,0685
0,0358 _ _

<0,0001
0,0403
0,0002 0,0051
0,0007 0,0036
0,0134
0,0069
0,0004 0,0043
0,0237 0,0482
0,0062
0,0116
0,0679 0,0465
0,0163
0,0661
0,0447
0,0757
0,0149
0,0506
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Tabla 49: Parametros significativos para el analisis multivariable.

2,12 |0,91-5,37
0,44 |0,186-1,07

3,68 | 1,46-6,36

0,001
0,078
0,072
0,003

*Hazard ratio.

4.10.5.-SUPERVIVENCIA DE LOS CASOS NO TRATADOS

Debido a que al realizar el analisis multivariable observamos diferencias

significativas entre los casos tratados con Glivec versus los no tratados

realizamos la supervivencia global de ambos grupos y comentamos los

hallazgos mas significativos.

A) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS

CLINICOS.

A continuacién se destacan los principales hallazgos clinicos con la

supervivencia global (Tabla 50).

Tabla 50: Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los parametros

anatomopatolégicos en los casos no tratados con Glivec.

12 51
53

0

3 55
6 33
10 61
9 50
10 61

14 56

3 64
2 82
6 30
8

5 75
14 36

0,4995
73
80

0,2334
100
67
84
67

0,0461
82
67

0,0070
80
27

0,3163
70
88

64

0,2695
82
73,

clinicos vy
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Tabla 50 (Cont.): Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los parametros clinicos y
anatomopatoldgicos.

<0,0001
7 74 83
5 33 M
3 40 75
3 44 62
1 0 0
0,6403
7 42 84
5 74 71
7 33 67
0,9409
16 52 77
3 44 62
0,0017
6 74 88
7 0 42
5 54 64
0,0036
6 74 88
12 34 54
0,0918
9 64 83
9 51 65
0,0069
5 78 88
13 38 63
0,2147
2 82 82
13 37 78
4 55 60
0,0043
3 88 90
1 75 93
15 26 55
0,0482
3 82 84
0 0 100
1 93 93
11 27 54

e Edad
En los casos con edades superiores a los 70 afios muestran una supervivencia
global del 67% sin embargo aquellos pacientes con una edad inferior a los 70
presentan un 82% (Fig.176).
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Figura 176: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan los grupos de edad en funcion
de los 70 afios y su relacién con la SG.

e Reseccion completa
Hay una diferencia muy significativa en términos de SG entre los casos en los
que se ha podido realizar la reseccion completa del tumor con una SG del 80%,
y aquellos casos en los que no se ha podido realizar una reseccion 6ptima que

tienen una supervivencia del 27% (Fig.177).

Parametros N° Eventos %SA %SG notto. p
0,0070
71 14 56 80
7 5 19 27

Reseccion completa

06— Res.completa
L e

Supervivencia global

Res. no completa
e —

| p=0,007

T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Meses

Figura 177: Grafica de Kaplan-Meier en funcién del tipo de reseccién y la SG de los casos no
tratados con Glivec.
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B) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS
ANATOMOPATOLOGICOS DE LOS CASOS NO TRATADOS.

A continuacion se destacan los principales hallazgos anatomopatolégicos con

la supervivencia global de los casos no tratados con Glivec; todas las

significaciones quedan reflejadas en la tabla 50.

Parametros microscopicos

¢ Mitosis
El analisis de supervivencia con el nimero de mitosis muestra que los casos
con menos de 5 mitosis presentan una mejor supervivencia en comparacion
con los casos de mas de 5 mitosis por 50 HPF (Fig.178).

Parametros N° Eventos %SA %SG no tto. p
0,0017
52 6 74 88
12 7 0 42
14 5 54 64
0,0036
52 6 74 88
26 12 34 54

Recuento mitésico

1,0
084 <5 mitosis
+—
©
2
o
0,6
)
[%}
c
[}
2
E 0.4 >5 mitosis
o
=]
7
0.2
00| 0=0,0036
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Figura 178: Grafico de Kaplan-Meier en el que se representa el numero de mitosis respecto a
la SG.
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e Pleomorfismo
En cuanto al pleomorfismo, aquellos tumores que presentan este parametro
histolégico muestran una peor SG (63% frente al 88% de los casos con

pleomorfismo) (Fig.179).

Parametros N° Eventos %SA %SG notto. p
0,0069

43 5 78 88
35 13 38 63

Pleomorfismo

1,0
08 Ausencia de pleomorfismo
’ +——
©
o
]
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o
c
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5 H h }
o
=
)
0,2
0.0 p=0,0069
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0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Meses
Figura 179: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el pleomorfismo de los casos no
tratados con Glivec en relacion con la SG.

e Grupos de riesgo segun los criterios de Fletcher.
Cuando se estudia el riesgo tumoral en funcién de la SG, se observa como los
casos de bajo y riesgo intermedio manifiestan un porcentaje de supervivencia
mayor del 90%. Sin embargo, aquellos casos clasificados de alto riesgo
fallecen el 45% (Fig.180).

Parametros | N° Eventos %SA %SG notto. p

0,0043
30 3 88 90
14 1 75 93
33 15 26 55
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Riesgo histolégico segun Fletcher
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Figura 180: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan los grupos de riesgo segun los

criterios de Fletcher con la SG.

e Grupo de riesgo segun los criterios de Miettinen.

El grupo de riesgo segun la clasificacion de Miettinen presenta resultados muy

similares a los obtenidos en el grupo de riesgo de Fletcher en los pacientes no

tratados con glivec. Un 46% de los casos clasificados de alto riesgo fallecen,

mientras que mas del 80% de los casos clasificados en los otros tres grupos de

riesgo sobreviven (Fig.181).

Parametros

N° Eventos %SA %SG notto. p
0,0482

19 3 82 84

11 0 0 100

15 1 93 93

24 11 27 54
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Riesgo de Miettinen

I Bajo riesgo
L‘T{ Riesgo intermedio

, . Muy bajo riesgo

0,84

0,6

0,4

Supervivencia global
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0,0-{ p=0,0482
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Figura 181: Representacion del riesgo de nuestra serie tumoral respecto a la SG segun el

tratado de Fletcher en los casos no tratados con glivec.

C) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS IHQ DE LOS

CASOS NO TRATADOS CON GLIVEC.

A continuacién comentaremos los hallazgos significativos entre los marcadores

IHQ y la supervivencia global en los casos no tratados con Glivec. Sin

embargo, excepto el marcador Ki-67, no hay mas marcadores significativos en

la supervivencia global de los casos no tratados con glivec por lo que se

resumen en la tabla 51 siguiente.

Tabla 51: Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los marcadores IHQ.

Parametros N° Eventos %SA %SGnotto. p
0,2505
4 0 - 100
73 18 50 75
0,0991
16 2 78 87
26 8 33 69
0,4493
21 7 45 67
53 10 72 81
0,1440
48 9 72 81
24 8 32 67
0,6362
13 2 61 85
15 1 87 93
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Tabla 51 (Cont.): Hallazgos obtenidos entre la supervivencia global y los marcadores IHQ.

4 70
4 76
5 20
8 48
3 78
5 68
12 53

88
80
44

69
82

83
71

0,0228

0,4812

0,4551

o KI-67

Existe una diferencia entre los casos negativos o con muy poca actividad para

el marcador Ki-67 y los casos con un indice proliferativo superior al 5% de

positividad. Mientras que los dos primeros grupos superan el 80% de

supervivencia, el tercer grupo muestra una SG del 44% (Fig.182).
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Figura 182: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representa el marcador Ki-67 respecto a la

SG.
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D) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS DE BIOLOGIA
MOLECULAR EN LOS CASOS NO TRATADOS CON GLIVEC.

Al analizar la significacion de la supervivencia global respecto a los parametros
de biologia molecular; observamos que no existen diferencias de supervivencia
entre los casos mutados y los no mutados, como tampoco existen diferencias
en el resto de parametros estudiados como son el exén implicado, el tipo de
mutacion, los casos homocigotos o el tipo de mutacion estudiada.

Seguidamente se resumen en la tabla 52:

Tabla 52: Significacion obtenida entre la supervivencia global y los parametros de biologia
molecular.

0,7318
9 59 76
9 42 77,50
0,8730
9 59 76
8 60 79
1 0 0
0 - 100
0,8236
9 59 76
6 43 71
1 0 80
1 90 90
1 67 75
0,5505
17 51 77
2 38 50
0,6439
15 51 77
3 62 77
0,2172
15 54 80
3 46 62
0,8037
13 53 78
5 52 72
0,4191
15 49 76
3 68 80
0,7332
11 53 79
7 53 71
0,6367
14 50 76
4 66 79
0,6251
17 60 78
1 0 O
0,3509
12 43 77
0 - 100
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Figura 183: Graficos de Kaplan-Meier en el que se representan la presencia de alteraciones
genéticas en los codones 557-558 de c-KIT (A) y la presencia de mutaciones en alguno de los
codones 557, 558 6 559 con la SG.

4.10.6-ANALISIS MULTIVARIABLE EN LOS CASOS NO TRATADOS CON
GLIVEC.

Al realizar el analisis multivariable a los casos no tratados con Glivec

observamos como los dos parametros que por si solos presentan un factor
adverso son las resecciones no completas del tumor y la presencia de mas de
5 mitosis (Tabla 53 y 54).

Tabla 53: Pardmetros significativos en el analisis univariable y empleados en el multivariable en

el grupo de pacientes no tratados con Glivec.

Parametros

0,007
<0,0001
0,0403
0,0051
0,0036
0,0069
0,0043
0,0465
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Tabla 54: Parametros significativos en el analisis multivariable en el grupo de pacientes no

tratados con Glivec.

Parametros

4,1 1,33-12,5

3,48 | 0,93-12,98

0,014

0,063

4.10.7-SUPERVIVENCIA DE LOS CASOS TRATADOS CON GLIVEC

Como se ha comentado anteriormente realizamos el anadlisis de supervivencia

global en los casos no tratados y tratados con Glivec por separado. Por lo que

a continuacion se destacaran los principales hallazgos de los casos tratados

con Glivec con la SG

A) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS

CLiNICOS

A continuacion se destacan los principales hallazgos clinicos con la

supervivencia global (Tabla 55).

Tabla 55 Significaciones entre la supervivencia global y los parametros clinicos y

anatomopatoldgicos de los casos tratados con Glivec.

1"

N~NO=—-

00 - 0O

48
60

67
55
42
60

61
25

67
43
57

67
50

0,4090

0,5264

0,0685

0,7924

0,5139
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Tabla 55(Cont.): Significaciones entre la supervivencia global y los parametros clinicos y
anatomopatoldgicos de los casos tratados con glivec.

0,6425
8 12 43
4 43 56
0 - 100
3 31 57
0 0 0

0,4452
8 12 43
4 43 56

31 62

0,2595
12 21 50
3 31 57

0,22
5 40 o4
6 0 25
4 0 50

0,1156
5 40 o4
10 0 38

0,2848
3 43 67
11 12 45

0,2719
8 26 50
6 17 54

0,8871
1 50 &0
8 18 56
5 0 44

0,3160
1 0 50
0 - 100
14 19 44
0,7280

1 0 75
0 37 50
14 16 44

e Edad
No hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a la SG segun los
grupos de edad. Sin embargo, el menor rango de supervivencia se encuentra
entre los casos de 51-70 (41,67 %).

e Reseccion completa
Los casos tratados con glivec con una reseccion completa del tumor presentan
una supervivencia global de un 61%; sin embargo, aquellos casos tratados con
Glivec pero con una reseccidn incompleta del tumor presentan una

supervivencia del 25% (Fig.184).
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Parametros N° Eventos %SA %SGtto. p
0,0685
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Figura 184: Grafica de Kaplan-Meier en el que se representan la reseccion completa y la SG

de los casos tratados.

B) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS
ANATOMOPATOLOGICOS DE LOS CASOS TRATADOS CON
GLIVEC.

A continuacion se destacan los principales hallazgos anatomopatolégicos con
la supervivencia global. Las significaciones de todos los parametros quedan

reflejadas en la tabla 54.

Parametros microscoépicos

e Mitosis
Al analizar las mitosis en los cuatro grupos se destaca como los casos con mas
de 5 mitosis tienen un 25% de supervivencia; pero se observa una mayor
tendencia aunque no sea significativa cuando se diferencia el grupo de mitosis

en menor de 5 mitosis y superior de 5 mitosis.
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Parametros N° Eventos %SGtto. p
0,22
14 5 40 64
8 6 0 25
8 4 0 50
0,1156
14 5 40 64
16 10 0 38
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Figura 185: Grafico de Kaplan-Meier en el que se representan el nimero de mitosis respecto a
la SG.

C) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS DE LOS CASOS TRATADOS CON GLIVEC.

A continuacion destacamos las significaciones de la supervivencia global en
los casos tratados con Glivec respecto a los marcadores inmunohistoquimicos
(Tabla 56). No obteniendo ningun marcador significativo para los casos
tratados, excepto la actina de musculo liso.

Tabla 56: Significaciones entre la supervivencia global y los marcadores inmunohistoquimicos
de los casos tratados con Glivec.

Parametros N° Eventos %SA SGtto. p
0,6334
3 2 0 33
26 13 12 50
0,8251
3 2 0 33
11 4 27 64
0,2271
9 5 19 44
19 9 22 53
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Tabla 56 (Cont.): Significaciones entre la supervivencia global y los marcadores IHQ de los casos
tratados con Glivec.

0,3095
6 19 57
6 0 40

0,7627
4 0 33
5 0 50

0,3687
3 25 50
6 0 50

0,7959
2 33 60

17 46

1 67 75

0,016
3 0 70
3 28 50
5 0 37
1 0 0

e AML
En la actina del musculo liso se observa como ha medida que aumenta la
expresion del marcador disminuye considerablemente la supervivencia de los

Casos.
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Figura 186: Grafica de Kaplan-Meier que representa el marcador AML respecto a la SG en los
casos tratados con Glivec.
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D) FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA EN LOS HALLAZGOS BIOLOGIA
MOLECULAR EN LOS CASOS TRATADOS CON GLIVEC.

A continuacion destacamos las significaciones de la supervivencia global en los
casos tratados con Glivec respecto a los hallazgos de biologia molecular (Tabla
57).

Tabla 57: Significaciones entre la supervivencia global y los hallazgos moleculares los casos
tratados con glivec.

0,0163
5 0 20
26 11 28 58
0,0661
5 4 0 20
19 8 25 58
6 3 27 50
0 0 0
1 0 0 100
0,0447
5 0 20
20 8 32 60
27 50
0,0757
5 4 0 20
12 5 42 58
7 4 21 43
4 0 - 100
3 2 0 33
0,0149
23 13 0 44
8 2 64 75
0,6086
23 12 19 48
8 3 42 62
0,2912
19 9 0 53
12 6 38 50
0,0506
20 11 0 45
11 4 49 64
0,1757
16 9 0 44
15 6 40 60
0,2257
18 9 0 50
13 6 40 54
0,8031
25 12 26 52
6 3 27 50
0,0002
30 14 25 53
1 0 0
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e Presencia de mutaciones en c-KIT.
Aquellos casos que no se encuentran mutados en ¢c-KIT muestran una menor
supervivencia (20%). Por el contrario, aquellos casos mutados presentan una

mayor supervivencia (58%) (Fig.187).

Parametros N° Eventos %SA %SGtto. p
0,0163
4 0 20
11 28 58
GEN c-KIT
'E 0,4
3 Mutado
(2]
No mutado
007 h=0,0163
T

T T T !
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
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Figura 187: Grafica de Kaplan-Meier que representa los casos tratados y su supervivencia

segun la presencia o ausencia de mutaciones.

e Exones agrupados
Cuando se analizan todos los exones del gen c¢c-KIT por separado (No mutado,
exon 11, 9, 13 y 17) se observa una tendencia hacia la significacion estadistica
(p=0,0661), pero debido a que unicamente hay un caso mutado con doble
mutacion y ninguno en el exén 17; se procede a agrupar los exones en tres
grupos. Se puede observar como los casos no mutados presentan muy baja
supervivencia, seguido de los casos con mutaciones en los exones 9, 13 6 17
con un 50% de supervivencia; y aquellos casos con menor numero de

fallecidos son los que presentan mutacion en el exén 11 (Fig.188).
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Parametros N° Eventos %SA %SG p
0,0447
5 4 0 20
20 8 32 60
6 3 27 50

Exén mutado de c-KIT
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Figura 188: Grafico de Kaplan-Meier respecto a los casos no mutados, exon 11 y los

agrupados con la SG.

e c-KIT mutaciéon
Debido a que el numero de casos es bajo no se observa ninguna significacion
estadistica en cuanto a SG. No obstante cabe destacar que la mayor
supervivencia la tienen los casos que presentan mutaciones puntuales (100%),
seguidas de los casos con deleciones (58%), ya en menor numero siguen las
duplicaciones (43%) y aquellos casos tratados con glivec con menor

supervivencia son las deleciones mas mutaciones puntuales (33%) (Fig.189).

Parametros N° Eventos %SA %SGtto. p
0,0757

5 4 0 20

12 5 42 58

7 4 21 43

4 0 - 100

3 2 0 33
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Mutaciones de c-KIT
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Fig.189: Grafico de Kaplan-Meier que representa las diferentes mutaciones respecto a su

supervivencia en los casos tratados.

e Delecion 557-558
Los casos portadores de la delecidn de los codones 557-558 en el exon 11 de

c-KIT muestran una mayor supervivencia respecto al resto de casos que no la
presentan (Fig.190).

Parametros N° Eventos %SA %SGtto. p
0,0149

23 13 0 44

8 2 64 75

Delecién 557-558

1,0

0,8+

Del.557-558

0,6

0,44

Supervivencia global

0,24

00 No delecién 557-55 p=0,0149
T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
Meses

Figura 190: Grafica de Kaplan-Meier que representa los casos con delecién 557-558 y el resto
respecto a su SG.
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e Delecién 557
Se observa el mismo comportamiento que los casos anteriores; casos tratados
con glivec portadores de la delecién del codén 557 tienen una mayor

supervivencia respecto al resto de casos tratados (Fig.191).

Parametros N° Eventos %SGtto. p
0,0506
20 11 0 45
11 4 49 64

Delecion 557

o
®
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o
=)
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—

Supervivencia global
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0.0 p=0,0506 No delecion 557
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0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
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Figura 191: Grafica de Kaplan-Meier que representa los casos portadores de la delecion del

codoén 557 respecto a la SG.

e PDGFRa gen
Debido a que unicamente se presenta un caso con tratamiento y mutado,
aunque salga significativo no se puede tener en cuenta. El unico caso mutado y

que no sobrevive es una mutacion puntual en el codéon 842.
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4.10.8-ANALISIS MULTIVARIABLE EN LOS CASOS TRATADOS CON

GLIVEC.
En 31 casos tratados con Glivec el parametro obtenido en el analisis

multivariable es la presencia de delecion de los codones 557-558.

Tabla 58: Parametros significativos en el analisis univariable y empleados en el multivariable en

el grupo de pacientes tratados con Glivec.

Parametros

Tabla 59: Parametros significativos en el analisis multivariable en el grupo de pacientes

tratados con Glivec.

Parametros

0,168 | 0,035-0,80

*Hazard ratio.
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5.1 EN RELACION A LOS HALLAZGOS CLINICOS.

Los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) son las neoplasias
mesenquimales mas comunes del tracto gastrointestinal. Durante décadas por
desconocimiento de su etiologia fueron clasificados erréneamente como
sarcomas musculares o de origen nervioso. En este sentido, resultaron
determinantes los estudios realizados en el campo de la patobiologia donde se
recogen las observaciones morfolégicas e inmunohistoquimicas de similitud de
estas neoplasias con las células intersticiales de Cajal, y en concreto en lo
referente a la deteccidn del receptor tirosina quinasa c-KIT tanto en las células
CIC como en las tumorales GIST * "% y la activacion constitutiva del receptor
como consecuencia de las mutaciones en el gen c-KIT, que juega un papel
temprano e importante en el desarrollo de estos tumores '+ 147 153187 Egtog
hallazgos condujeron al desarrollo de nuevas terapias dirigidas como el
Glivec? (mesilato de imatinib), que inhibe la actividad del receptor tirosina
quinasa c-KIT entre otros y que ha resultado ser muy eficaz en pacientes con
GISTs avanzados 2+ 112 113. 192194 "o todo ello hemos planteado un estudio
retrospectivo de las posibles asociaciones entre la presencia o ausencia y el
tipo de mutacidn con los parametros clinicos e histopatolégicos en una serie de
GIST que incluye. El objetivo de nuestro estudio ha sido establecer las posibles
asociaciones entre la presencia o ausencia y el tipo de mutacion con los
parametros histopatologicos y la evolucidn clinica en una serie retrospectiva de
GIST que incluye un gran numero de casos recogidos del Hospital Clinico
Universitario de Valencia, de la Fundacion del Instituto Valenciano de
Oncologia y casos consulta remitidos desde otros centros. Se registraron un
total de 175 casos diagnosticados como posibles GISTs, siendo diagnosticados
definitivamente como tal después de los estudios anatomopatoldgicos vy

moleculares 145.

En la literatura se recogen existen series mas largas, especialmente los
trabajos llevados a cabo por el grupo de Miettinen y Lasota que han analizado
por ejemplo series de 1765 casos localizados en el estdmago o 906 casos en el
intestino delgado; siendo posiblemente el grupo que cuenta con las series mas
largas de GISTs en diferentes localizaciones %42 47 5% 108. 195 " Otros como

Nilsson y cols. realizaron un estudio de 1460 casos diagnosticados entre 1983
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y 2000 basada en la poblacion de Suecia,, de los cuales sélo 288 fueron
finalmente verdaderos GISTs ?°. Otros estudios destacados fueron los de De
Matteo y cols. que realizaron un estudio de 200 casos para analizar los
parametros prondstico y la progresién tumoral **.También algunos estudios
poblacionales de GIST que se han realizado en Italia (124 casos)?®, Noruega
(434)%", Méjico (275)*, Espafia (162)'® en los que se analiza la incidencia y
principales hallazgos clinico-histopatologicos.

La mayoria de los tumores mesenquimales del tracto gastrointestinal
(exceptuando el esdéfago) son GIST; pero, hasta hace poco tiempo, estas
neoplasias eran diagnosticadas fundamentalmente como tumores del musculo
liso: leiomiomas, leiomiosarcomas o leiomioblastomas. Para establecer su
diferenciacién fue primordial el descubrimiento por parte de Hirota y cols. Y de
la hiperexpresion del receptor de membrana c-KIT (CD117) que se detecta
inmunohistoquimicamente en un 95% de los GIST y que en un 85% de los
casos es consecuencia de las mutaciones activantes en los exones de c-KIT
que codifican para la regiéon yuxtamembrana y dominios tirosina quinasa del
receptor. Dentro de nuestra serie se han incluido un total de 40 tumores
mesenquimales de tracto gastrointestinal, todos ellos diagnosticados como
leiomiosarcomas, leiomioblastomas o schwannomas con anterioridad a 1998,
con el objetivo de reclasificarlos en la funciéon de los conocimientos actuales.
Finalmente, fueron nuevamente diagnosticadas como GIST 31 casos (77%),
con la ayuda tanto del marcador c-KIT tanto a nivel inmunohistoquimico como
molecular #% 46:197.28. 78,198 A (iferencia de otras, hemos obtenido un porcentaje
de GISTs rediagnosticados en una serie retrospectiva mucho mayor al de otros
grupos, posiblemente debido a que se realizé un primer cribado de aquellos
posibles GISTs segun la histologia y la localizacion del tumor, reduciendo el

grupo significativamente.

La verdadera incidencia y prevalencia de los GIST esta siendo revisada en la
actualidad, ya que hasta hace unas pocas décadas mas del 60% de los GIST
habian sido diagnosticados como tumores benignos o tumores con un potencial

incierto de malignidad, por lo que no eran incluidos en los registros de cancer
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nacionales. En los ultimos afos se han realizado estudios de largas series y se
ha intentado unificar criterios para determinar la incidencia, la cual se estima
que se encuentra entre 10-20 casos por millén de habitantes 2 3% % de los
que el 20-30% son malignos, lo que representa el 1% de todos los tumores
gastrointestinales. Estimaciones no oficiales han detectado que la incidencia
anual en Estados Unidos ha aumentado de 300-500 casos a 5000-6000 por
afio desde que se han establecido los criterios de diagnéstico de los GISTs *.
Por otra parte, un estudio basado en la poblacién de Suecia sugiere una
incidencia de 14,5 casos por milldn de personas por afio 2. Mientras que en

Islandia un estudio retrospectivo estima una incidencia de 11/10° 2%

31,201

y en

Espana es de 7-15 casos por millon de habitantes al afio

Por lo que respecta a la edad de diagndstico, en nuestra serie hemos
observado una mayor frecuencia de GIST en individuos entre la quinta y la
séptima década de vida, con una mediana de edad que en nuestro caso ha
sido de 63 afos y en otras series entre 55-65, observandose un rango entre 24-
86 afos siendo infrecuente hallar un GIST por debajo de los 40 afios y ninguno
en nifos; datos todos ellos en consonancia con lo recientemente publicado 27,

28, 30

Los GIST infantiles han sido descritos como casos aislados o series de

202-205

pequefo numero o asociados al Sindrome de Carney o al Sindrome

GIST paraganglioma "% 2%: a3 excepcidn de un trabajo de Miettinen y cols.'®
en el que se recoge una serie de 44 casos infantiles destacando que la mayoria
de ellos se localizan en el estbmago, con predominancia de la morfologia
epitelioide, ausencia de mutaciones en c¢c-KIT o PDGFRa y con un curso
evolutivo incierto % 41 43 8. 207 En nyestra serie no ha habido ningtin paciente
menor de 24 afos y solo 11 casos en el momento del diagndstico presentaban

una edad inferior a los 40.

Hemos observado ademas una asociacion entre los casos con edad mas
avanzada y parametros de buen prondstico como son el tamafio inferior a 5 cm.
(p=0,043), <5 mitosis en 50HPF (p=0,001), ausencia de metastasis (p=0,055) y
una clasificacion en el grupo histolégico de bajo riesgo (p=0,004). De hecho, en

el grupo de pacientes con una edad superior a los 70 afios se ha observado un
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menor numero de recaidas (8,1%) (p=0,007) y progresiones (18,4%) (p=0,002);
siendo el grupo de edades comprendidas entre los 36-50 afios el que presenta
mayor numero de recaidas (42,9%) y progresion (60,9%), que estd en

consonancia con lo recogido por otros autores %% 200208,

Hemos apreciado una mayor prevalencia de GIST en el sexo masculino (1,43),
no obstante, en la literatura se recogen series tanto con resultado similar al

nuestro como con una distribucidn equivalente por sexos ** 299213,

Los GIST son tumores esporadicos y unicos, excepcionalmente, se han
descrito multiples GIST asociados a la Neurofibromatosis tipo | (enfermedad de

3. 214" 3| Sindrome de Carney '% ?'° y a los GIST

von Recklinghausen)
multiples en forma de sindrome familiar hereditario descrito en familias
portadoras ***°. De los 145 GIST estudiados Unicamente uno se ha
correspondido con un GIST asociado a una neurofibromatosis tipo | con
hiperplasia en las CIC sin mutacién en los genes c-KIT y PDGFRa, ya que esta
enfermedad se caracteriza por la mutacién en el gen NF1 que codifica para la
neurofibromina. Son multiples los estudios que confirman que las
neurofibromatosis con multiples GIST de pequefio tamafio en el intestino
delgado no presentan mutaciones ni en ¢-KIT ni en PDGFRa, demostrando una
patogénesis diferente a los GIST esporadicos ** *’. Se cree que para el
desarrollo de un GIST es necesaria la mutacion en ¢c-KIT o PDGFRa 2'®; sin
embargo, en la NF1 no son estos genes los que se encuentran mutados sino
NF1#'7 28 parece ser que las alteraciones tanto en c-KIT, PDGFRa o NF1,
afectan a la cascada de senalizacion intracelular de ras-MAP quinasas lo que

104, 219

explicaria una posible via de desarrollo comun . Sin embargo son

necesarios mas estudios para clarificar todo lo relacionado con el desarrollo de

los GIST esporadicos y asociados a NF1 27218,

Segln un estudio basado en la poblacion de Suecia % aproximadamente un
70% de los GISTs debutan con sintomatologia clinica, un 20% sin ella y un
10% se detectan en la autopsia. Todos nuestros casos han presentado clinica,
excepto un pequeio numero que son hallazgos incidentales durante revisiones

ginecoldgicas o intervenciones quirurgicas por otros procesos. La presentacion
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mas frecuente de los GIST esporadicos es el sangrado por la ulceracion de la
mucosa, dolor, obstruccién o fiebre; siendo los dos primeros sintomas los mas

comunes en nuestra serie %% 100:220,

La primera opcién de tratamiento con intencion curativa es la reseccién
quirdrgica, la cual ha de ser completa, con bordes amplios y libres ?*'. No se
suelen tomar biopsias debido al riesgo de rotura, sangrado o extravasacién del
tumor, ni tampoco se suelen asociar linfadenectomia ya que las metastasis en
los ganglios linfaticos son muy infrecuentes. Unos margenes claramente
afectos se asocian a supervivencias globales de 9 y 12 meses y una rotura del
tumor durante la cirugia se ha considerado un factor de prondstico adverso por
el riesgo de diseminacion que supone 2. En nuestra serie, no se pudo realizar
la reseccion completa en 19 casos, debido fundamentalmente al gran tamafio
de los tumores. De hecho, solo tres presentaban un tamafio entre 6-10 cm, 7

de mas de 10 cm. y nueve median mas de 20 cm (dos con mas de 40 cm.).

Como hemos comentado, los tumores irresecables tienden a recaer y
metastatizar mas rapidamente que aquellos con reseccion completa, sin
hemorragias, ni rupturas (en los casos que sucede la ruptura uno de cada

43221 En comparacion con los

cuatro pacientes muere por la enfermedad)
tumores que se han resecado por completo, los tumores irresecables
presentaron un mayor numero de casos con recaidas (p=0,002), progresiéon
(p=0,054) y muerte (p<0,0001) confirmando los hallazgos anteriores. Hemos
observado una asociacion entre la reseccion incompleta del tumor y el tamano
tumoral mayor de 10cm (p=0,00026) y la localizacién extragastrointestinal
(p=0,026). Como era de esperar, mas del 80% de los tumores irresecables se
clasificaron en el grupo de alto riesgo de Fletcher (p=0,005) y el 66,7% en el
grupo de alto riesgo de Miettinen (p=0,05), valores todos ellos similares a los

obtenidos en otros estudios > %% %%,

Los GIST tienden a metastatizar en la cavidad peritoneal en forma de multiples
nédulos, también en higado y con menor frecuencia en hueso®?*. En nuestro
estudio, 30 de los 145 casos han recaido y han desarrollado metastasis 32,

localizandose todas en el higado a excepciéon de una en hueso (zona sacra) y
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otra en pulmén. Los GIST de alto riesgo pueden desarrollar metastasis entre
uno o dos afios después de la reseccion completa; sin embargo, la literatura
recoge que algunos GISTs desarrollan metastasis pasados cinco o hasta

quince afios desde la primera intervencion ' 102 211

. De los 32 casos que han
presentado metastasis, exceptuando los nueve casos que en el momento del
diagnostico ya se consideraron enfermedad diseminada y han sido excluidos, la
mediana de aparicion fue de 23 meses, muy similar a la observada en otras
series (donde la mediana es de 20 meses) ?%. Por el contrario, sélo dos casos

han desarrollado metastasis pasados los diez anos.

El Glivec (STI571, imatinib mesilato, Farmacéuticas Novartis, Basel, Suiza) es
un farmaco inicialmente disefiado para el tratamiento de la leucemia mieloide
crénica #*> #° Una vez descubiertas las mutaciones en los genes c-KIT y
PDGFRa se penso que este farmaco, que actua en las uniones de ATP de los
dominios cataliticos con actividad tirosina quinasa, podria ser utilizado en los
GIST ya que los intentos de tratamiento con quimioterapia o radioterapia eran y
son poco eficaces en estos tumores %% %% Asi en febrero del 2000 fue testado
en un paciente con metastasis en Finlandia 2! y en junio del 2000 se trataba al
primer paciente con GIST metastasico en Estados Unidos. En febrero del 2002
el Glivec fue aprobado por la FDA para tratar tumores irresecables en GIST %27,
En nuestra serie, los casos tratados con este farmaco son aquellos que no son
operables o que progresan rapidamente con metastasis *2%°. En total 32
casos, de los cuales 10 se trataban de tumores irresecables, siendo
administrado preoperatoriamente en 5 casos por la localizacion y el tamafo

tumoral.

En las diferentes series analizadas, encontramos que la localizacion mas
frecuente es el estbmago (60-70%), seguido por el intestino delgado (20-30%),
intestino grueso (5%) y eséfago (5%)* ****. En raras ocasiones, los GISTs se
desarrollan fuera del tracto gastrointestinal (EGIST) como en el mesenterio,
omento o retroperitoneo * *®. En estos casos, se hace necesario valorar que
los EGISTs no sean en realidad una localizacion primaria sino la metastasis de
un GIST gastrico o intestinal 8 De manera excepcional se pueden presentar

GIST en el apéndice, pancreas, Utero, vagina o vesicula biliar %> 231 232 Ep
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nuestra serie 71 tumores (49,57%) se han localizado en el estbmago, seguidos
por 36 en el intestino delgado (25'2%); y en menor numero 15 casos en el
intestino grueso (10,5%), 3 en el esofago (2,1%) y 18 extragastrointestinales
(12,5%) en el peritoneo, retroperitoneo y mesenterio, ademas de tres casos
localizados en la pared del utero (12,5%). Cabe destacar que la gran mayoria

de los EGISTs fueron casos consulta para confirmacion diagnostica.

Los GISTs localizados en el es6fago no superan mas del 2% del total de
GISTs, siendo mas comun en esta localizacion el diagndstico de leiomioma*?.
En nuestra serie cuatro neoplasias se han localizado en el eséfago siendo una
un leiomiosarcoma y las otras tres GISTs. Debido al pequefio numero de casos
no hemos podido asociar ningun parametro de prondstico pero cabe comentar
resumidamente que los tres GISTs esofagicos han sido diagnosticados entre
los 68 y 71 anos, presentando diferentes tamafos desde 1 a 6 cm, dos con
histologia fusocelular y uno mixto presentando ambos menos de dos mitosis
por 50 HPF. Se encuentran mutados dos de ellos en el exdn 11 de ¢c-KIT con
delecién de los codones 557-558 y 558-559 respectivamente. Los hallazgos
obtenidos son similares a los casos aislados que se presentan en la literatura o

a series con pocos casos por lo infrecuente de esta localizacion % 23323,

Los GISTs gastricos son los mas frecuentes de todo el tracto gastrointestinal
por lo que han sido bien estudiados en amplias series basadas en las
diferentes localizaciones % %' 20 26 Confirmando los resultados recogidos en
la literatura, nuestra mediana de edad en los GISTs gastricos ha sido de 67
afnos (rango:36-86), con una ligera predominancia por el sexo masculino (63%
de los casos), siendo estimada una frecuencia de malignidad inferior al 25%*"
%3 238 E| tamafio tumoral, segln se indica en la literatura, puede variar de
nddulos de pequenos milimetros a mas de 40 cm, siendo la mediana de
tamario en largas series de 6 cm 23 41200236, hresentando un indice mitdsico en
la mayoria de los casos inferior a 5 mitosis por 50HPF; datos que confirman
nuestros resultados ya que las medianas son de 8 cm. de tamafo tumoral y 4
de mitosis (65% de nuestros casos presentan menos de 5 mitosis) . La
histologia mas frecuente en los GISTs gastricos en el estudio de Miettinen *' de

1765 casos es la fusocelular con un porcentaje del 61% y la epitelioide (39%);
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en nuestros resultados los porcentajes varian siendo de 68% para la histologia

fusocelular, mixta (18%) y epitelioide (14%).

Los resultados obtenidos en la localizacion intestinal se asemejan a los

obtenidos en el estudio de mas de 906 casos localizados en el intestino de
Miettinen y cols.®’. En esta serie existe una leve predominancia del sexo
masculino (55%) y la mediana de edad de presentacién del tumor es de 59
afnos (rango: 24-82); mientras que en nuestro caso se observa una
predominancia masculina (58%) y una mediana de edad de 55 anos. Los
tamanos varian desde 0,3 a mas de 40 cm con una mediana de 7cm, nuestra
mediana de tamafno ha sido la misma y el rango de tamafio también. El indice
mitosico también ha sido similar a la serie de Miettinen donde un 45% de los
casos han presentado mas de 5 mitosis a 50 HPF. La histologia mayoritaria en
el estudio de Miettinen de localizacion intestinal, es la fusocelular con el 86%,
seguida en menor numero por el patron mixto en el 9% y epitelioide en el 5%;
observandose en nuestra serie una distribucion similar (81% fusocelular, 13%

patron mixto y 6% epitelioide).

Los estudios con mas casos localizados en el intestino grueso, que no

presentan una incidencia mayor al 6%, son dos series del grupo de Miettinen >°,
una que consta de 144 casos de localizacién rectoanal y una segunda de 44
casos en el colén. Nuestra casuistica ha mostrado resultados muy similares a
los recogidos en estas series con una predominancia masculina del 69% y una
mediana de edad de 65 afos (rango: 34-82). El tamafio puede variar igual que
en el resto de localizaciones desde minusculos pedunculos a grandes tumores,
en nuestra serie la mediana ha sido de 8 cm con un rango de 1 a 34 cm. El
indice mitosico en nuestros casos no coincide con el sefialado en el articulo
mencionado anteriormente, en su serie hay un elevado numero de casos con
mas de 5 mitosis, sin embargo en la nuestra la mediana de mitosis ha sido de 3
(rango de 0 a 20) con un 60% de los casos con menos de 5 mitosis en 50HPF.
La histologia mayoritaria es la fusocelular que supone el 67%, seguida de un

20% mixta y un 13% epitelioide.
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Por ultimo, la localizacion extragastrointestinal la hemos considerado de

manera detenida debido a la mala evolucion que han presentado estos casos.
Hay tres series de 26 *7, 39 2% y 48 casos *® que han analizado la localizacién
extragastrointestinal y los resultados obtenidos en estos estudios y el nuestro
han sido muy similares. Al contrario que en el resto de localizaciones ha habido
una clara predominancia del sexo femenino, siendo en nuestra serie del 61%,
con una mediana de 55 afios en nuestra serie y de 58 en las otras tres
recogidas en la literatura. El rango del tamafio ha sido amplio de 2 a 40 cm con
una mediana de 8 cm. En la serie de Reith y cols. la mediana es de 13 mitosis
en 50 HPF (rango de 1 a 113)*; nuestros resultados han sido inferiores con

una mediana de 5 mitosis y un rango de 1 a 50 mitosis.

No hemos hallado asociaciones que impliquen a la localizaciéon y a los
parametros clinico-histopatologicos, a excepcion, obviamente, de Ia
clasificacion de riesgo de Miettinen (p=0,0002). En dicha clasificacion destaca
el riesgo de malignidad de los casos localizados en el intestino y los
extragastrointestinales. Estas asociaciones han sido confirmadas en varios
estudios donde se analizan las diferentes localizaciones y su prondstico de
progresion, destacando que a igual tamafo la localizacion del intestino delgado
presenta peor pronostico que la del estobmago, siendo consideradas las
localizaciones del intestino delgado, colén y extragastrointestinales las de peor
prondstico y las esofagicas y gastricas las de mejor prondstico “04% %2 23° Ep
nuestra serie las localizaciones que han presentado mayor numero de recaidas
(p=0,054) han sido el intestino grueso y los casos extragastrointestinales, sin
embargo el intestino delgado y el estbmago han recaido en poco mas del 20%
y ninguno localizado en el eséfago lo ha hecho. Estos resultados se asemejan

mas a los articulos publicados #%* "%

cuando se observa la progresion de la
serie (p= 0,032), donde han progresado mas del 60% de los casos localizados
en el intestino grueso y extragastrointestinales, el 44,8% del intestino delgado y

ya en menor numero el estbmago (27,6%) y ninguno en el eséfago.

Debido a la mala evolucién que presentan los casos EGISTs se quiso analizar

su potencial de malignidad de manera mas detenida en funcién de lo publicado

48, 72,102, 240

previamente , asi como su posible implicacion como un factor de mal
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prondstico. Como en el articulo de Reith y cols *® hemos analizado las posibles
asociaciones entre los 18 EGISTs y todos los parametros clinicos e
histopatolégicos de los que disponiamos, observando que se asocian a un
mayor tamafo tumoral respecto al resto de casos (p=0,054) con un 30% de los
casos irresecables, y una asociacién con la progresion de la enfermedad

(p=0,05) y desarrollo de metastasis (p=0,049).

5.2- EN RELACION CON LOS HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOS

Los GISTs presentan un amplio rango de tamafo desde unos pocos milimetros
a mas de 40 cm *', con una mediana de 5 cm a 7 cm **" #*%; siendo nuestra
mediana de tamano de 7,5 cm con un rango comprendido entre los 0,3 a los 42
cm. Hemos obtenido valores similares al resto de grandes series cuando
clasificamos el tamafo tumoral segun los criterios de Fletcher siendo los
tamanos mas frecuentes aquellos comprendidos entre 6-10 cm y mas de 10
cm. En nuestro estudio el tamafio comprendido entre 6-10 cm ha sido el mas
frecuente con 48 casos (34%); seguido de 47 tumores que han medido mas de
10 cm (33,3%); 32 casos (22,7%) han presentado un tamafio tumoral menor de
5 cmy 14 casos (9,9%) han sido menores de 2 cm. Los casos con un tamano
pequefo presentan una clinica mas favorable debido a que generalmente se

1

practica una reseccidén completa como confirma Bucher y cols.’!. Entre

nuestros casos ha habido muy pocos tumores menores de dos centimetros.

El tamafno tumoral junto con la actividad mitdésica son los principales
parametros relacionados con el prondstico por lo que son los seleccionados,
dada su adversidad, para la clasificacién de riesgo de Fletcher . El tamafio
tumoral es el factor prondstico mejor definido, de forma que la supervivencia a
5 afios para tumores que no superen los 5cm oscila en torno al 60%. Esta cifra
desciende al 20% si el tamafio tumoral es mayor de 10 cm. *>*'. En nuestro
estudio ha sido uno de los parametros con mayor numero de correlaciones
clinico-histopatolégicas. Asi se ha asociado a: necrosis (p<0,0001),
pleomorfismo (p=0,008), localizaciéon extragastrointestinal (p=0,054), actividad

mitosica (p<0,0001) y reseccion incompleta (p=0,00026). Aquellos casos con
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un tamano superior a los 5 cm han presentado en mas del 46% de los
pacientes progresion y los tumores mayores de 10 cm. en mas del 50%
(p=0,006), confirmando los resultados de otros autores 2° **. En nuestra serie,
cuatro casos menores de 5 cm. han recaido y cuatro mas han metastatizado, lo
que indica que ademas del tamano hay otros factores que favorecen la
malignidad de los GIST.

El indice mitésico es muy variable y oscila entre ausencia de mitosis y mas de
150 mitosis cada 50 campos de gran aumento; con una mediana en nuestra
serie de 4 mitosis en 50 HPF con un rango de 0-80 mitosis. La distribucién de
nuestra serie segun los criterios de Fletcher ' ha sido similar a otros estudios
previos 2% la presencia de menos de 5 mitosis ocurre en la mayoria de nuestros
casos (61%), seguida de la de mas de 10 mitosis (22,8%) y de entre 6-10
mitosis (16,2%). Como en la mayoria de los estudios realizados, hemos
obtenido una asociacion entre el indice mitésico, la aparicidon de progresion
(p<0,0001) y de fallecimientos (p<0,0001).

La histologia predominante en los GIST es la fusocelular con porcentajes
superiores al 70% 2% 30:40.41.46. 244 "Eny nestra serie la presentacion fusocelular
ha constituido el 71%, en menor numero se encuentra la morfologia epitelioide
y mixta; que dependiendo de los articulos es mayor un tipo u otro 2% 30 40. 41. 46,
44 En nuestra cohorte encontramos mayor nimero de casos mixtos (18%) que
epitelioides (11%), pero en definitiva muy pocos estudios encuentran

asociaciones entre el tipo histoldgico y el prondstico®”.

En la serie también se han evaluado los parametros de necrosis y
pleomorfismo. Hemos observado que un 40,7% de GIST han presentado
necrosis; al igual que otras series que también tienen en cuenta este parametro
40,41, 200, 237,222 Ademas, hemos visto una asociacion directa entre la necrosis y
el tamano tumoral y el numero de mitosis (p<0,0001). A mayor tamafo y mayor
numero de mitosis mas presencia de necrosis en el tumor; como consecuencia
de estas dos asociaciones se encuentra una asociacion directa con la
clasificacion de riesgo de Fletcher y de Miettinen (p<0,0001) resaltando que no

ha habido ningun caso clasificado de muy bajo riesgo que haya presentado
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necrosis y practicamente el 60% de los casos de alto riesgo en las dos
clasificaciones la han presentado. Este parametro en nuestra serie también se
ha asociado al desarrollo de metastasis (p<0,0001) y al exitus (p=0,025), el
46% de los pacientes con necrosis han desarrollado metastasis y el 42,6% con
presencia de necrosis tumoral fallecen por cancer. Hay que destacar que no se

ha encontrado una asociacion de las recaidas con la necrosis.

Por su parte, el pleomorfismo se describidé en el 45,9% de los casos. Muchos
articulos destacan que el pleomorfismo puede presentarse de forma focal o
difusa y suele ser muy raro o poco marcado, tratdndose de una caracteristica
mas comun en los tumores del musculo liso (leiomiosarcoma) que en los GIST
38,245 No hemos tenido en cuenta el diferenciar la presencia de pleomorfismo
focal o difuso, simplemente la presencia o ausencia de este parametro; de
todos modos el porcentaje tan elevado de pleomorfismo recogido en nuestra
serie en comparacion con otras puede deberse a que muchos de nuestros
casos se encuentran en estadios tumorales muy avanzados en el momento del
diagndstico. Al analizar las asociaciones clinico-histopatoldgicas con el
pleomorfismo, hemos obtenido resultados muy similares a los hallados con la
necrosis pero con una menor significacién; encontrando una asociacién a
mayor tamafo tumoral (p=0,008) y a mayor indice mitésico (p=0,016), asi como
con las clasificaciones del grupo de riesgo de Fletcher y Miettinen (p<0,0001).
Por consiguiente, este parametro también se encuentra asociado a la presencia

de metastasis (p=0,018) y al exitus (p=0,048).

Los GIST representan un amplio espectro de tumores en funcién de su grado
de malignidad. Sélo el 30% de los GIST son considerados malignos segun los
criterios clasicos; sin embargo, la tendencia actual es considerarlos todos como
potencialmente malignos y clasificarlos de acuerdo al riesgo de
comportamiento agresivo. El potencial maligno de los GIST depende
principalmente de factores como el tamano tumoral, la actividad mitdsica y la
localizacion %% '8 Los criterios de riesgo establecidos en la tltima reunién de
consenso en el NIH se basan en el tamafio tumoral y el numero de mitosis,
clasificandose en cuatro grupos de riesgo *®. Sin embargo, recientemente el

grupo de Miettinen ha establecido una nueva clasificacion de riesgo afadiendo
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al tamafo y mitosis la localizacién tumoral. Se sabia, aunque no se incluia
dentro de los criterios de Fletcher (NIH), que la localizacion intestinal confiere

18

mayor potencial agresivo respecto a localizaciones gastricas 3 por lo que

Miettinen y cols.'®

rehacen la clasificacién a partir del tamafio y las mitosis
pero teniendo en cuenta la localizaciéon son clasificados en un grupo de riesgo

u otro.

Los casos incluidos en este estudio han sido clasificados siguiendo los
criterios de Fletcher, 11 han sido clasificados de muy bajo riesgo (8%), 32
casos clasificados de riesgo bajo (22%), 22 de riesgo intermedio (15%) y 79 de
alto riesgo (55%). Teniendo en cuenta la segunda clasificacion de riesgo
segun Miettinen los casos se reagruparian de la siguiente forma: 24 casos de
muy bajo riesgo (17%), 24 de bajo riesgo (17%), 30 de riesgo intermedio (21%)
y 65 de alto riesgo (45%). De este modo se discriminan mejor poblaciones de
riesgo que con el indice de Fletcher, especialmente entre el riesgo intermedio y
el de bajo riesgo, si bien, ambas clasificaciones se asocian a eventos de

progresion y muerte (p<0,0001).

53- EN RELACION CON LOS HALLAZGOS DE LOS
MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS.

Para el correcto diagnostico de un GIST, ademas de su morfologia, es
imprescindible realizar una bateria de marcadores inmunohistoquimicos que
estan establecidos segun las caracteristicas especificas de estos tumores y su

diagndstico diferencial con otras neoplasias.

El marcador por excelencia que consiguio diferenciar a los GISTs del “cajon de
sastre” de neoplasias huérfanas en el que se encontraba incluido hasta 1998
fue c-KIT ', La utilidad de este marcador ha ayudado a solidificar y unificar
criterios diagndsticos y comparativos de estos tumores, sin embargo, ningun
marcador inmunohistoquimico es perfecto, y la dependencia tan acusada de los
GISTs sobre la inmunotincion de c-KIT ha generado algunos problemas. El mas

relevante es que comercialmente existen muchos anticuerpos frente a c-KIT, y
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éstos se han aplicado utilizando diferentes protocolos en diferentes
laboratorios, generando como resultado una discrepancia en cuanto a la
especificidad de este marcador en GIST, fundamentalmente en lo relativo a
otros tumores mesenquimales en el abdomen, incluyendo fibromatosis (tumor
desmoide), sarcoma sinovial, y leiomiosarcoma ''°. Se puede sefalar que no
existe un protocolo unificado y consensuado en la determinacion de c-KIT, y
que en la actualidad, sobretodo después de ver el papel que juega c-KIT en la
patogénesis de los GIST y posiblemente en otras neoplasias, se deberia hacer
un esfuerzo por consensuar y validar los procedimientos de analisis. En nuestro
estudio se ha realizado la inmunotincion con el ¢c-KIT (CD 117) de DAKO
Cytomation, el cual fue el que mejores resultados aportd en una evaluacion de
los anticuerpos de c-KIT de unos laboratorios privados (NordiQC) llevada a
cabo en 56 centros, en el que ha proporcionado una tincion mas especifica.
Esta debe de ser por lo general intensa, citoplasmatica y membranosa, sin
embargo también se pueden presentar tinciones débiles y difusas con
acumulos perigolgianos . De cualquier modo, entre el 90 y el 100% de los
GISTs son positivos para este marcador, siendo la positividad en nuestra serie
del 91% pero con diferentes intensidades: el 54% de los casos (79) han
presentado una tincibn muy intensa, seguida en un numero menor por una
intensidad moderada (22%) y una intensidad débil en el 15%. Estas dos
ultimas categorias que pueden ser muy débiles o s6lo membranosas y con una
distribucion irregular de la positividad de las células; deben de ser evaluadas de
un modo muy riguroso y con el procedimiento de tincién sin modificaciones
(mismo anticuerpo, misma dilucion y mismo método) para la correcta
evaluacion del anticuerpo, ademas de considerar los controles externos e
internos (fibroblastos y estroma peritumoral y los mastocitos intratumorales).
Ademas, en la histologia epitelioide en GISTs la tincion de c-KIT suele ser
menos intensa que en la fusocelular, en nuestra serie el 55,8% de los casos
fusocelulares han sido intensamente positivos para el marcador y sélo el 27,8%
de los epitelioides se han marcado; sin embargo aquellos casos con una
histologia mixta presentan una intensa positividad en el 65,2%. Hay autores

& que ya admitian que podia existir un pequefio grupo de

como Medeiros
tumores negativos, no siendo un requisito imprescindible la positividad para c-

KIT para diagnosticar un GIST. Mas que las tinciones débiles, el mayor
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problema con este marcador y el diagnéstico de los GISTs son ese pequefio
grupo de casos negativos para dicho marcador, los cuales necesitan de otros
marcadores como el CD34 y del estudio mutacional de c-KIT y PDGFRa para
confirmar su diagnéstico. Ademas, hay que tener una consideracion con estos
casos debido a que las tinciones se realizan en tumores incluidos en parafina y
la negatividad se puede deber a otras circunstancias externas que alteran el
resultado dando un falso negativo. Los problemas mas frecuentes pueden ser
debidos a: una mala fijacion del tumor en el formol, biopsias endoscopicas
donde el tejido es limitado y se produce una difusion de la inmunotincidén, o una
real negatividad debida a una mutacion que bloquea la expresion de la proteina
o por una mutacién en otro receptor tirosina quinasa como el PDGFRa. En
nuestra serie de 145 casos trece han sido negativos para c-KIT confirmandose
el diagndstico de GIST por otros marcadores inmunohistoquimicos y el analisis

mutacional.

En el diagndstico diferencial de los GISTs se deben de incluir: los tumores del
musculo liso (los cuales son positivos para actina de musculo liso y desmina) y
los schwannomas (positivos para la proteina S-100), ambos negativos para c-
KIT, asi como otros como son el dermatofibrosarcoma protuberans,
hemangiopericitoma, el liposarcoma esclerosante bien diferenciado, el
angiosarcoma y el sarcoma de Kaposi que pueden ser positivos focalmente
para c-KIT. Otros tumores positivos para c-KIT son los melanomas y sarcomas
de células claras, el carcinoma pulmonar de células pequefas, el sarcoma de
Ewing, el linfoma anaplasico de célula grande, seminoma, leucemia mieloide
aguda, gliomas y carcinoma endometrial ' 2%°.

Ademas de la expresion de c-KIT, se observa positividad caracteristica para
otros marcadores, si bien cabe sefialar que ninguno de ellos es especifico para
los GISTs . En el diagnostico de los GISTs se considera basico ademas del
examen histologico, el analisis inmunohistoquimico de los marcadores c-KIT,
CD34, S-100, desmina y actina 2*’.

El segundo anticuerpo en importancia para el diagnéstico de los GISTs es el

marcador CD34 '*; no es especifico para GISTs ya que es positivo en un
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amplio rango de tumores, en especial en los tumores de musculo liso 2*%; sin
embargo, conjuntamente con c-KIT y S-100 puede ser util para diferenciar un
GIST de otros tumores mesenquimales del tracto gastrointestinal > ™. CD34 es
positivo en el 60-70% de los GISTs con una tincion muy similar a la de c-KIT,
mayormente en casos esofagicos y rectales (casi 90% de ellos) '. Los GIST
intestinales ya sean benignos o malignos muestran la mas baja positividad al
CD34 (50%) *>*'. En nuestra serie la positividad frente a este marcador ha sido
del 67,7% de los casos; los localizados en el estbmago han sido los que han
presentado mayor numero de casos con maxima intensidad para el marcador
CD34 (49,2%) (p=0,009), seguido por los casos con localizacion en el intestino
grueso donde 6 casos de 15 presentan maxima tincion, sin embargo 8 casos
en dicha localizacion han sido negativos para el marcador. Ademas, debido a
que solo hay tres casos en nuestra serie localizados en el eséfago no se han

obtenido resultados representativos y por tanto no deben ser valorados.

La actina del musculo liso segun recoge la literatura se expresa entre el 20 al
40% de los GISTs ' ?’. En nuestra serie la tincién ha mostrado un porcentaje
superior que en el resto de series siendo del 58,3%, y ademas, no destaca
como en otras series una mayor intensidad en el intestino delgado frente al
estbmago 97 Estas discordancias puede deberse a que nuestra serie no es
homogénea, ya que en ella se incluyen los casos del estudio retrospectivo, que
habian sido en un primer momento diagnosticados como leiomiosarcomas,
leiomiomas o leioblastomas y que han sido positivos para la actina del musculo
liso. En este sentido, en nuestra serie, de los 30 casos antiguos
rediagnosticados, excepto 3 casos, todos han sido positivos para este
marcador. Por el contrario, el resto de GIST han sido en mas del 48%

negativos para la actina del musculo liso.

Al comparar nuestra positividad para el marcador desmina con otras series
hemos observado un comportamiento muy similar al de la actina de musculo
liso. La positividad de dicho marcador es del 1 al 2% ' y en nuestra serie
asciende al 20%. Siendo la diferencia entre los casos retrospectivos y los
actuales aun mas acusada porqué el 88,5% de los GIST no antiguos han sido

negativos para el marcador y por el contrario, el 44,8% de los casos de la serie
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retrospectiva han sido positivos para la desmina. Otro hecho por el que se
podria justificar en nuestra serie tantos casos positivos para desmina es el
tratamiento con este farmaco, ya que se ha observado que el tratamiento con
Glivec puede inducir a posteriori la positividad en GIST para este marcador®’;
sin embargo, no hay un mayor numero de casos tratados con Glivec positivos

para la desmina.

Como es de esperar mas del 95% de los GISTs de nuestra serie son positivos

a Vimentina dado el origen mesenquimal de los GISTs.

El marcador neuroendocrino S-100 es positivo en un 5 a 10% de los GIST %;
en nuestra serie la positividad observada también ha sido mayor al resto de
grupos con un 36,5% de casos positivos para S-100, siendo la tincion en la
gran mayoria muy débil o moderada. De los 44 casos positivos para el
marcador S-100 unicamente 4 han sido diagnosticados como GANTs (9%).
Como ya ha sido descrito en otras series*’, hemos encontrado una asociacion
entre la expresion del marcador S-100 y la localizacidn del tumor, siendo
mayoritaria su positividad en la localizacion del intestino delgado (67,9%) frente
al estomago (29,5%) (p<0,0001).

En 2003 Heinrich y cols.? hallaron que ademas de las mutaciones en el gen c-
KIT, habia un porcentaje de GIST con mutacion en el gen PDGFRa; por
consiguiente, se empez0d a realizar la inmunohistoquimica de la proteina. Si en
c-KIT ha habido problemas en cuanto al marcador empleado y su especificidad,
no han sido menores los problemas con el marcador PDGFRa, ya que todavia
no existe consenso ni por lo que respecta a la casa comercial ni en las
concentraciones o0 métodos empleados para su determinacién
inmunohistoquimica. En nuestro caso se llevaron a cabo diversas pruebas para
evaluar distintos anticuerpos, siendo finalmente aceptado para nuestros
analisis el anticuerpo policlonal de Santa Cruz (sc-338). A pesar de ello,
muchos estudios cuestionan la utiidad de PDGFRa como un marcador
diagndstico para GISTs ?*’. En nuestra serie un 61,9% de los casos han sido
positivos para PDGFRa. Rossi afirma que los GIST negativos para c-KIT son

siempre positivos para PDGFRa, excluyéndose mutuamente los dos
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marcadores a nivel inmunohistoquimico igual que en biologia molecular "°. Sin
embargo, nuestros resultados no confirman estos hallazgos ya que en nuestra
serie de siete casos negativos para c-KIT, cinco son positivos (71,4%) y dos
negativos para PDGFRa. Del mismo modo, de los 31 casos negativos para
PDGFRa 29 son positivos (93,5%) para c-KIT y s6lo dos casos son negativos,
no pudiéndose, por tanto, excluir la positividad de PDGFRa en aquellos casos
negativos para c-KIT ni a la inversa.

En los estudios previos que analizan la expresién inmunohistoquimica de
PDGFRa ?* %7 se observa que la positividad se asocia a la histologia epitelial,
a la localizacion del tumor en el estbmago y a las mutaciones en el gen
PDGFRa. En nuestra serie, los casos positivos para PDGFRa han presentado
como histologia mas frecuente la epitelial, seguida por la mixta y
posteriormente la fusocelular, pero no ha habido diferencias significativas entre
el tipo histoldgico y la positividad del marcador. Tampoco hemos obtenido una
asociacion directa entre la positividad del marcador inmunohistoquimico
PDGFRa y la localizacion del tumor; siendo la localizacion mayoritaria con

positividad la extragastrointestinal, seguida del estémago.

Un buen marcador inmunohistoquimico de la proliferacién celular es Ki-67 2.

En nuestra serie el 15% de los tumores han presentado positividad para él en
mas del 5% de las células y un 39% en menos del 5%, siendo el 46% positivos
en un porcentaje inferior al 1% de células. Nuestra serie incluye esencialmente
GISTs en un estadio muy avanzado de enfermedad por lo que los porcentajes
son superiores a otras series.

Varios estudios han analizando el papel prondstico del marcador de
proliferacion Ki-67 3> ??°. Aunque es un excelente marcador nuclear de las
células en ciclo proliferativo, los estudios comparativos frente al indice mitésico
evaluado en tincibn con Hematoxilina-Eosina, no ofrecen resultados
ventajosos, superponiéndose ambos entre si por lo que puede ser un medio de
confirmacion en aquellos casos en que el recuento del indice mitdsico presente

173 el

dificultades. Sin embargo, en estudios como el de Nilsson y cols.
marcador Ki67 si tiene un valor pronostico independiente y también existen

estudios donde este marcador tiene mas fuerza diagndstica que el indice
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230 231 v en otros todo lo contrario °” ?*2. En nuestra serie hemos

mitosico
observado una asociacion directa entre la expresion de Ki-67 y el indice
mitosico (p<0,0001). Es decir, aquellos casos con una positividad inferior al 1%
para el marcador presentan menos de 5 mitosis en 50 HPF en el 84% de los
casos, los tumores positivos al marcador en menos del 5% de las células han
presentado en el 63% menos de 5 mitosis y los GIST positivos para Ki-67 en
mas del 5% han presentado mas de 5 mitosis a 50 HPF en el 85,7% de los
casos; por lo que segun nuestros resultados el marcador Ki-67 podria aportar
informacion en aquellos casos en los que no se pudiera realizar un correcto
contaje o fuera necesario con el indice proliferativo del indice mitdsico. Ademas
hemos observado que a mayor tamafio tumoral mayor ha sido la expresion de
Ki-67 (p=0,035) y por consiguiente aquellos casos clasificados de alto riesgo
expresan en mas del 75% el marcador KI-67 en un 5% de las células tumorales

249 obtienen asociaciones

(p=0,001). Un estudio realizado por Gumurdulu y cols.
muy similares a las nuestras. En un estudio realizado sobres 288 GIST
obtuvieron como factores prondstico independientes el tamafo tumoral y el Ki-
67; proponiendo los autores la suma de estos dos parametros para un indice
de pronostico 2.

Otro marcador inmunohistoquimico empleado en la evaluacién de los diferentes
tumores es p53 2. En nuestra serie el 42,3% de los casos han sido positivos
para dicho marcador. Hemos hallado una asociaciéon directa entre el marcador
inmunohistoquimico p53 y el recuento mitdsico, aquellos casos que expresan
p53 presentan mayor numero de mitosis (p<0,0001). También hemos
encontrado una asociacion directa con Ki-67, el 83% de los casos que son
positivos para p53 expresan Ki-67 en mas del 5% de las células, reflejando la
proliferacion descontrolada de las células tumorales (p=0,005). Ademas hemos
observado una asociacion directa entre el riesgo histologico de Fletcher
(p=0,02) y Miettinen (p=0,023) con la expresion de p53, un 72% en la
clasificacion de Fletcher y un 58% en la de Miettinen de los casos que han
expresado p53 han sido clasificados de alto riesgo. Parte de nuestros
resultados son confirmados por Gumurdulu y cols. ?*°; los cuales encuentran
asociaciéon entre p53 con el recuento mitdsico y con el riesgo histologico, pero
no con el marcador Ki-67. Ademas, en los estudios realizados por Meara y cols.

8y Al-Bozom 8, p53 se considera un marcador prondstico debido a que hay
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una diferencia de expresion muy significativa entre los casos agresivos y no
agresivos, resultados que son confirmados con otros estudios %°'.Sin embargo
otros autores no han podido demostrar la asociacion de p53 con la

supervivencia del paciente ® 2°2,

Dentro del panel inmunohistoquimico también se realizé el estudio de MDM2.

233 v en nuestro caso ha

Este marcador en GIST no ha sido muy testado
supuesto alguna dificultad en cuanto a la especificidad del anticuerpo. No
obstante, un 43,1% de los 59 casos valorados en nuestra serie han sido
positivos para dicho marcador y hemos encontrado una asociacion significativa
directa entre el marcador MDM2 y p53 (p=0,012). MDM2 inhibe la expresion de
p53 por lo tanto cuando hay sobreexpresion de p53, MDM2 se expresa y la
inhibe. En un estudio realizado por Haller y cols. %** han demostrado mediante
el analisis de expresion génica que la elevada expresion de MDM2 junto con
otros genes reguladores del ciclo celular, especialmente los responsables de la
transicion de las fases G1 a S del ciclo celular, como son p53, p16, p14, CDK4
y RB1 revela una clinica muy adversa. Nosotros no hemos podido comprobar
estos hallazgos en nuestra serie.

A nivel de correlaciones con los marcadores inmunohistoquimicos y los
eventos de progresion, en nuestro estudio no hemos hallado practicamente
significaciones, puede deberse a la poca homogeneidad de nuestros casos ya
sea por el incluir casos muy antiguos y muy recientes o por aquellos casos de
consulta generalmente de mala evolucidon y patron histopatolégico anomalo).
En diferentes estudios se han identificado marcadores inmunohistoquimicos
adversos y con mal prondstico; como puede ser el caso del marcador S-100, en
el cual se considera que a mayor positividad mas adversidad excluyendo el
intestino delgado '%2. También se ha publicado que una positividad elevada
para Ki-67 & p53 supone peor pronostico & %24 |ncluso se ha confirmado con
resultados estadisticamente significativos que la positividad para SMA es un
factor prondstico adverso tanto en GIST gastricos como en intestinales “°.

En nuestra serie las correlaciones directas con los eventos de progresion las
hemos observado con los marcadores c-KIT, CD34 y KI-67.

A nivel del marcador inmunohistoquimico c-KIT, los casos negativos han

presentado un elevado porcentaje de recaidas (p=0,026) y progresion
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(p=0,045). Este hecho puede deberse a que aquellos casos negativos para c-
KIT no entraban dentro del protocolo de tratamiento con Glivec. También
hemos encontrado una asociacion inversa (p=0,054) entre la negatividad del
marcador inmunohistoquimico CD34 y los casos no tratados con Glivec que
presentan recaidas, reafirmando los hallazgos de la negatividad de c-KIT y el
no tratamiento de Glivec. Sin embargo, al analizar las metastasis destaca que
los casos con metastasis en un 71,4% expresan intensamente c-KIT (p=0,07);
que nos indica la sobreexpresién de la proteina en las células tumorales y por
consiguiente la progresién del tumor.

Como en muchos otros articulos ® 24% 23 |3 expresién del marcador Ki-67 se
ha asociado con una mayor presencia de metastasis (p=0,010) y de progresion
tumoral (p=0,008). No obstante en nuestra serie no ha habido una correlacién

entre la expresion de dicho marcador y la presencia de recaidas.

5.4- EN RELACION A LOS HALLAZGOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

El descubrimiento por parte de Hirota y cols.'®” de la presencia de mutaciones
en el exén 11 del gen c-KIT en GIST fue determinante en las investigaciones
de este tumor. Desde entonces, son muchos los trabajos que se han dedicado
a estudiar las mutaciones de c-KIT en los GIST y actualmente dependiendo de
los procedimientos empleados, la incidencia de mutaciones es de entre 21 y un
92% 20 9% 142,145, 146 Eqta discrepancia se debia, fundamentalmente a que
muchos estudios sélo analizaban el exdn 11 de c-KIT; hasta que Rubin y
cols.'? demostraron, analizando los 21 exones de c-KIT, que se encontraban
mutaciones también en los exones 9, 13 y 17. Asimismo, Heinrich y cols.?
postularon, que en aquellos GIST con c-KIT nativo y con expresién débil o
ausente del marcador inmunohistoquimico, debia de haber otros receptores
tirosina quinasa implicados en la patogénesis de estos tumores, encontrando la
expresion primero y posteriormente las mutaciones en los exones 12 y 18 del
gen PDGFRa.

En nuestra serie hemos hallado un total de 96 mutaciones entre los 145 casos
(66%), las cuales se distribuyen 87 en c¢-KIT (91%) y 9 (9%) en PDGFRa. Las
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diferencias de porcentajes con respecto a otros estudios, depende, ademas del
estudio de unos exones u otros, de las series analizadas y de los
procedimientos empleados. Aquellas series, como la nuestra, que analizan el
estado mutacional a partir de tejido incluido en parafina obtienen porcentajes
mutacionales inferiores a las series que analizan tejido en fresco 2% 9% ™42 145,
46. yva que puede ocurrir la fragmentacion y degradacion de ADN en los
tumores incluidos en parafina. En nuestra serie destaca que hemos hallado un
caso mutado en la recaida pero no en el tumor primario, sin embargo no se ha
descrito ningun caso que no presente mutacién y posteriormente la adquiera %
por lo que debemos pensar que este hecho se debe a la escasez de material
tumoral o a la mala fijacion del tumor primario. Ademas, la antigiedad de los
bloques también puede influir en los resultados como en el caso de Andersson

y cols.?*

en los que el porcentaje de mutaciones es inferior en los casos mas
antiguos (32%) en comparacién con los mas recientes (67%) a pesar de que en
nuestra serie no obtenemos una gran diferencia entre el grupo antiguo (48%) y
el de casos recientes (66%). Otro motivo puede ser el método empleado para
la deteccién de las mutaciones, para nuestro estudio, en un principio se
empez6 haciendo un cribado de mutaciones mediante polimorfismos de
conformacién de cadena sencilla (SSCP); sin embargo, se cambio a la
secuenciacion directa de todos los exones a estudiar debido a que un
porcentaje de mutaciones no eran detectadas por los SSCP, como confirma el
estudio de Kinoshita y cols.”. Un método que puede aumentar el porcentaje
de mutaciones es la microdiseccion del tejido tumoral, ya que se estudia
exclusivamente el tejido tumoral y no hay falsos negativos *'. Ademas, la no
homogeneidad de la serie puede hacer variar los porcentajes de mutaciones.
Se sabe que las mutaciones en c-KIT son un evento temprano en la
patogénesis de los GIST '’; sin embargo, las series como la nuestra basadas
en casos de varios centros, en diferentes estadios de progresién y tratados con
Glivec conlleva mas mutaciones en c¢-KIT unidas a GIST mas malignos vy
menos mutaciones en PDGFRa tipico de GIST epitelioides gastricos
esencialmente benignos %173 17¢,

Como en otras series no hemos obtenido ningun caso que sea portador de una
mutacion en c-KIT y PDGFRa a la vez, por consiguiente las mutaciones

activantes en c¢c-KIT o de PDGFRa son acontecimientos mutuamente
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excluyentes, pero con consecuencias biologicas similares en la patogénesis de
los GIST?. Ademas, al realizar el estudio retrospectivo de los casos
diagnosticados antes de 1998, confirmamos los resultados de otros autores no

observando ninguna mutacion ni en los leiomiosarcomas ni en los leiomiomas
39, 151

Las mutaciones de c-KIT se localizan fundamentalmente en los exones 9, 11,
13 y 17; siendo los exones 11 y 9, que codifican para las regiones
yuxtamembrana, donde se observan con mayor frecuencia %> ¥ %°  En
nuestra serie las mutaciones se han localizado mayoritariamente en el exén 11
con un total de 76 mutaciones (80% del total de mutaciones), seguidas de las 8
encontradas en el exén 9 de c-KIT (8% del total de mutaciones), dos en el
17(2%) y una en el exon 13(1% del total de mutaciones). Las frecuencias de
mutaciones en el gen PDGFRa en los diferentes estudios se encuentran entre
un 7-10% 2% 1% 2% |ocalizandose fundamentalmente en los exones 12 y 18,
equivalentes a los exones 11 y 17 de c-KIT. En nuestra serie Unicamente

hemos encontrado nueve mutaciones en el exon 18 (9%).

Como en la mayoria de estudios, el exén 11 ha sido el mas mutado de c-KIT
con un total de 76 mutaciones (88% del total de mutaciones en c-KIT), en otras
series los porcentajes se situan aproximadamente en un 75-80% del total de
casos mutados en c-KIT 23 21257 | a5 mutaciones en el exén 11 originan una
activacion constitutiva del receptor; siendo las alteraciones mas frecuentes
descritas en el exén 11 deleciones intersticiales, mutaciones puntuales,
duplicaciones en tandem; ademas de estos tres tipos de mutaciones, de
manera excepcional se han llegado a describir inserciones o inversiones de
codones % 2. 2%8. 259 En nuestro estudio en el total de 145 casos mutados
hemos observado los tres tipos de mutaciones mas frecuentes en el exén 11:
45 casos han presentado deleciones intersticiales (59%), diecisiete mutaciones
puntuales (22%), nueve deleciones mas mutaciones puntuales (12%) y cinco

duplicaciones (7%).

Las deleciones intersticiales son la mutacion mas comun en GIST,

localizandose fundamentalmente en la region 5’ del exén 11 de ¢-KIT, (entre los
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codones 550 y 561) especialmente los codones 557 y 559, siendo la delecion
mas frecuente la que comprende los codones 557 y 558 (Trp557_Lys558del).
En la regién 3’ el codon mas afectado por deleciones intersticiales es el 579.
Las deleciones intersticiales pueden abarcar desde un uUnico codén a mas de
30, eliminando parte del dominio yuxtamembrana que inhibe la activacion de la
quinasa en ausencia del ligando ?*°. Nuestra serie ha confirmado los resultados
de otras series " 19 2% donde se han visto afectados desde los codones 550
al 572, siendo los codones mas frecuentemente afectados el 557, el 558 y el
559 con una gran diferencia respecto al resto. Eventualmente también hemos
hallado deleciones en los codones 573-577 y 579; presentando deleciones
intersticiales que pueden afectar un unico codon o hasta 20 codones, siendo el

numero de codones delecionados mas frecuente el de dos.

Las mutaciones puntuales son la segunda mutacion mas frecuente en GISTs,
afectando gran parte de ellas al exdn 11. Los codones que se encuentran mas
afectados son el 557, 559 ,560 y 576; no obstante se han identificado
mutaciones en otras localizaciones #'°.
frecuentes son Val559Asp, Vals560Asp, Trp557Arg, Val559Ala, Val559Gly y

Leu576Pro 2% 9 %' Algunas de estas mutaciones han mostrado una

Las mutaciones puntuales mas

fosforilacion constitutiva de c-KIT %2, Las mutaciones puntuales que hemos
observado en nuestra serie han sido similares al resto de series,
concentrandose en los codones mas frecuentes (557, 559, 560 y 576), siendo
el codén mas afectado por las mutaciones puntuales el codon 559. Ademas
hemos observado una mutacién poco frecuente Asn567His y una mutacién que
ha dado lugar a un coddén STOP (Trp557STOP). Las mutaciones puntuales
dando lugar a un codén STOP han sido reportadas ocasionalmente en GISTs
primarios y metastaticos, y pueden reflejar cambios secundarios relacionados
180, 196, 263, 264,

con la progresion del tumor ; en nuestro caso el GIST con la

mutaciéon STOP no presenta recaidas ni metastasis.

En este estudio hemos querido diferenciar aquellos casos que presentan una
delecion seguida o precedida de una mutacion puntual. En otras series este
grupo se une a las deleciones *> *'; pero queriamos ver si presentaban

diferencias con respecto al resto de mutaciones y en concreto con las
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deleciones. Hemos detectado deleciones en todo el exdn, siendo mas
frecuentes en la regibn comprendida entre los codones 550-572 y las
mutaciones puntuales se concentran en los codones 553, 557, 559, 565, y
575. De todos estos codones los que se encuentran mas afectados son los
codones 557 y 5509.

La tercera mutacion mas frecuente en los GISTs son las duplicaciones en

tandem las cuales abarcan de uno a 18 codones en la regién 3'del exén & '°":

2% |as duplicaciones halladas en nuestros estudios, al igual que otros
estudios, se concentran en los codones 573-591, implicando cualquier coddn
de esta regidn. De las cinco duplicaciones, una se encuentra unida a una
mutacion puntual Thr574Pro, pero por tratarse de un unico caso se agrupa

dentro de las duplicaciones.

Observando los resultados obtenidos en el exon 11 en nuestra serie y en otros
estudios previos podemos distinguir dos regiones, una primera que abarcaria
desde el codon 550 al 572 y una segunda regién entre los codones 573 y 591;
concentrandose, en la primera region las deleciones y mutaciones puntuales, y
en la segunda todas las duplicaciones mas alguna delecion o mutacién puntual.
Esta diferencia de mutaciones en una region u otra condiciona un
comportamiento distinto de los GISTs segun el tipo de mutacion, por lo tanto
los mecanismos implicados han de ser también diferentes aunque aun no se
conozcan del todo.

Cabe destacar que, como en otras series 2% %° 151, 196, 256, 261

, los codones que
con mas frecuencia se ven afectados por mutaciones son el 557, 558 y 559;
destacando que en la nuestra tanto en el codon 557 como en el 559 se han
descrito mutaciones puntuales y deleciones pero en el codéon 558 solo ha
habido deleciones; en otros estudios como el de Martin y cols. '*® el codén 558,

aunque no es frecuente, también presenta mutaciones puntuales.

La gran mayoria de las mutaciones en c-KIT se presentan en heterocigosis; sin
embargo, existe un pequefio porcentaje (aproximadamente un 4% 2 2%°) de

casos que se detectan en homocigosis en la secuenciacién directa de los
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productos amplificados. Hay varias explicaciones para este resultado en la
secuenciacion, una de ellas es que podria darse el caso de que ambos alelos
presentaran la mutacion (verdadera mutacion en homocigosis). También se
podria dar por la presencia del alelo mutado pero con la pérdida del alelo no
mutado (mutacién en hemicigosis) o una amplificacion selectiva del locus

mutado en c-KIT 25°

0 mas probablemente la homocigosis se deba a una
pérdida del alelo no mutado y posteriormente una duplicacion de la regidn
mutada en la evolucion de la progresion tumoral %°. En nuestra serie se han
descrito cinco mutaciones en homocigosis y todas ellas corresponden a la
primera region del exon 11 de c-KIT. Hay otras series como la de Lasota y

cols.?®

con un gran numero de casos en homocigosis descritos, donde se
encuentran descritas la gran mayoria de las mutaciones que hemos hallado en
nuestro estudio. De las cinco mutaciones halladas, dos han correspondido a la
delecion de los codones 557-558, otra ademas de ser portadora homocigota de
esa delecion ha presentado una mutacion puntual del codén 559 Val (GTT)>
Phe (TTT); otro de los casos ha presentado una delecion desde el codén 554 al
559 y la quinta mutacion en homocigosis encontrada ha sido una mutacién
puntual sin cambio de aminoacido (mutacién sinénima) del 558 mas delecién
de los codones 559 al 573. Cabe destacar que no se ha hallado ningun caso en
homocigosis con mutacion puntal ni duplicacion ni en otro exon que no sea el
11 de c-KIT; contrariamente en la serie de Lasota y cols. si que observan
mutaciones puntuales e incluso duplicaciones en la segunda region del exén 11
pero no encuentran ninguna mutacién en homocigosis localizada fuera del exén
11. La inmensa mayoria de las mutaciones en GISTs ocurren en heterozigosis
pero existen verdaderos homocigotos o hemicigotos por pérdida del segundo
alelo, que se pueden dar hasta en un 15% %°°. Se ha visto que este cambio de
heterocigosis a hemicigosis podria producirse en la progresion de las lesiones
durante el tratamiento con Glivec %°%; por nuestra parte no podemos confirmar
estos hallazgos debido a que los casos que hemos analizado son, en su

mayoria, de tumores previos al tratamiento con Glivec.

Las mutaciones en el dominio extracelular se producen en el exén 9, la

frecuencia de dichas mutaciones se encuentra entre el 9-20% dependiendo de

154, 261, 267

los estudios , siendo en nuestra serie del 9%. De forma mayoritaria se
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encuentra una insercion de seis nucleétidos siendo esta mutacion la descrita en
nuestros casos, produciendo la duplicacion de los aminoacidos Ala502 y
Tyr503; sin embargo, duplicaciones en Phe506 al Phe508 han sido descritas en

tres casos hasta la fecha '8% 26,

Las mutaciones en el exén 13 (dominio TK1) y exén 17 (lazo de activacién) se
presentan en una baja frecuencia de 0,8-4,1% para el exén 13 y no llega al 1%
para el exon 17 en diferentes series "% 8% 261 267 En npyestro estudio, solo
hemos encontrado una mutacion en el exdén 13 (1%) y dos en el exon 17 (2%).
La mutacion encontrada en el exdn 13 corresponde a una mutacién puntual
dando a nivel proteico el cambio de aminoacido de Lys642Glu, siendo esta
mutacion la mas representativa del exon 13 %%, Recientemente se han
reportado seis mutaciones nuevas en el exdon 13: Glu635Lys, Leu641Pro,
Val643Ala, LeuB47Pro, Met651Val y Asn655Lys '®' 162 269. 270. inclyso se ha
llegado a describir una doble mutacién en dicho exén Lys642Glu y Val643lle
268

En el exdn 17 las mutaciones mas frecuentes son Asn822Lys y Asn822His; sin
embargo, hay otras descritas aunque en muy pocos casos como Asp816Phe,
Asp816Tyr, Asp820Tyr (descrito en GIST familiares), Asp820Val, Asn822His,
Tyr823Asp "% 8 En nuestra serie hemos encontrado dos mutaciones
puntuales en el Asp816Val y la otra Tyr823Asp (la cual corresponde a una
mutacion secundaria a una delecién en el exén 11). Cabe destacar que el exén
17 de c-KIT se encuentra mutado en otras neoplasias, sobretodo el codén 816,
como la mastocitosis, el seminoma, disgerminoma, leucemia mieloide aguda y

linfoma T 1% 1%

Este hecho demuestra que se requieren diferentes
condiciones de transformacién en las diferentes neoplasias aunque presenten

mutaciones en el mismo exdén o el mismo gen.

Ademas de las mutaciones en c-KIT, un 7-10% de GISTs se encuentran
mutados en el gen PDGFRa; estas mutaciones se concentran sobretodo en el
exon 12 y el 18. En nuestra serie no hemos detectado ninguna mutacion en el
exén 12 pero si en el 18. De las nueve mutaciones que se han encontrado en
PDGFRa (9%), la que mas se ha repetido en nuestra serie (6 casos) ha sido la

mutacién en el exdn 18 Asp842Val 22 199 271. 272 pAdemas de esta mutacion
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hemos encontrado una delecién de los codones comprendida entre el 842 y el
845, otra entre los codones 844-846 y por ultimo una delecién entre los
codones 844 al 846 mas una mutacion puntual en el codon Ser847Pro. La
mayoria de deleciones en PDGFRa ocurren en la region que abarcan los
codones 840 al 848 22 109271, 272 ' astando todas nuestras deleciones dentro del
rango; por el contrario la mutacion en el codon 847 unida a una delecion no la
hemos encontrado previamente descrita por ningun otro autor; si que se han
descrito mutaciones puntuales en el codon 842 con cambios de aminoacidos
diferentes a la valina (tirosina e isoleucina), ademas de los codones Asp846Tyr
y Tyr849Cys 248273,

En nuestra serie no hemos encontrado ninguna mutacion en el exén 12 pero
suelen ser habituales las deleciones entre los codones 559-572, mutaciones
puntuales en el codén 561 e incluso duplicaciones #* %% 271. 272, 274 gg han
descrito también mutaciones puntuales en el exén 14, pero su frecuencia es
minima, por lo que no ha sido estudiado en nuestra serie "% 171271,

Hay controversia sobre el valor pronéstico de las mutaciones del gen c-KIT.
Estudios como los de Ernst y cols. *°, Lasota y cols.?’, Taniguchi y cols.®,

275 y Kim y cols.”™ han indicado que los GIST portadores de

Nihisida y cols.
mutaciones en el exén 11 de c-KIT presentan peor evolucion que los no
mutados; sin embargo, estudios como los de Andersson y cols.®?, Sakurai y

cols.?’®

y Wardelmann y cols.”” no encuentran dicha asociacion.
Adicionalmente, Corless y cols."” han reportado una alta frecuencia de
mutaciones de c-KIT en aquellos GIST de pequefio tamafo hallados
accidentalmente; sugiriendo que las mutaciones en c-KIT son un evento

temprano en el desarrollo de los GIST.

En nuestra serie hemos confirmado la asociacién de un determinado tipo de
mutaciones a parametros anatomopatoldgicos, encontrando una asociacion

entre el tipo de mutacion presente y el indice mitdsico (p=0,0001). Asi, las

deleciones mas mutaciones puntuales se asocian en un 86% de casos con mas
de 5 mitosis por 50HPF (siendo mas de 10 mitosis en un 71,4%), le siguen las
deleciones en un 50% y por el contrario, el 94% de casos con mutaciones
puntuales se asocian a menos de 5 mitosis en 50HPF, seguidas por las

duplicaciones y casos no mutados en un 66% (p=0,001). Hay series como la de
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2

Andersson y cols. 2!y Steigen y cols. ?® que encuentran resultados muy

similares a los nuestros.

Ademas de encontrar una asociacion directa entre el tipo de mutacion y el
indice mitdsico, también hemos encontrado asociaciéon con el tipo de codon
implicado en la mutacion. Estudios como el de Wardelmann y cols.'? o Martin
y cols.'® observan un mayor indice mitésico en los casos portadores de la
delecién de los condones 557-558. Hemos confirmado estos resultados, ya que

un 59% de los casos portadores de la delecidon 557-558, en nuestra serie, han

presentado mas de 5 mitosis en 50 HPF (p=0,012) (siendo un 39% mas de 10
mitosis, p=0,024). También encontramos un mayor indice mitdsico en casos
portadores de la delecién del coddn 559 (57%, p=0,05), un 55% de casos con
delecion en el 557 (p=0,027); y un 61% cuando se encuentra implicado el
codon 558 (p=0,01). Los resultados obtenidos anteriormente, al analizar el
numero global de mitosis observamos los mismos resultados. Hay mayor indice
mitosico en los casos que presentan delecidn versus los no mutados (p=0,047),
los tipos de mutaciones con mas numero de mitosis han sido las deleciones y
las deleciones mas mutaciones puntuales. Por el contrario, los casos que
menos mitosis han presentado han sido los portadores de las mutaciones
puntuales seguidas de las duplicaciones y los no mutados (p=0,002). También
cabe destacar que los casos con presencia de la delecion 557-558 o delecién
557 mas mutacidén puntual 558 o mutaciones en los codones 557y 558 han
presentado un mayor numero de mitosis.

Contrariamente al estudio de Andersson *** no hemos obtenido una

significacion estadistica entre la presencia de mutaciones en c-KIT y el tamafio

tumoral, este hecho puede deberse a que muchos de los GIST analizados en la
serie se encuentran en un estadio tumoral muy avanzado y son de gran

24 ancuentran una asociacion directa entre la

tamafno. Andersson y cols.
presencia de mutaciones en c-KIT y un mayor tamafio en los tumores; sin
embargo, no encuentran practicamente mutaciones en los tumores de pequefio
tamano; estos resultados quizas se pueden deber a que la proporcién de
células tumorales es inferior a las normales y no llega a amplificarse la

mutacidon. Estos resultados son discordantes con los nuestros, ya que en
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nuestra serie ha habido tres casos de bajo riesgo (tamafo inferior a 5cm) de los
que dos de ellos han presentado recaidas e incluso el tercero ha fallecido por la
enfermedad; encontrandose los tres casos mutados, 2 en c¢-KIT y uno en
PDGFRa. Por lo que al igual que en las series de Corless y cols."*”, Ernst y
cols.™ y Wardelmann y cols.' no hemos encontrado una asociacion entre el

tamafio tumoral y la presencia de mutaciones.

Pero en nuestro estudio si existe una correlacion entre el tipo de mutacién y la

clasificacidon de riesgo sequn Fletcher, donde todos los casos con una delecidn

mas mutacién puntual y el 61% de los casos portadores de delecion han sido
clasificados en el grupo de alto riesgo. Por el contrario, el 78% (14 de 18 casos)
con mutacion puntual han sido clasificados en los grupos de muy bajo, bajo y
riesgo intermedio obteniendo resultados muy similares a otras series * 2. Sin
embargo, al analizar las duplicaciones y los casos no mutados observamos
porcentajes inferiores en los grupos de muy bajo, bajo y riesgo intermedio en
comparacion con otras series ; obteniendo un 49,2% (29 de 59 casos) en los
casos no mutados y un 38% (5 de 13) en las duplicaciones (resultado similar al

grupo de Andersson®*)

. Este bajo porcentaje de incluidos en los grupos de
menor riesgo puede deberse a que en nuestra serie muchos de los casos
estudiados pertenecen de entrada al grupo de alto riesgo por tratarse de
estadios avanzados; aunque no obstante hemos podido confirmar que los
casos con mutacién puntual presentan factores de prondstico favorables y las
deleciones mas mutacién puntual desfavorables (p=0,033). Ademas, hemos
hallado una asociacién directa con los codones mas mutados en nuestra serie;
aquellos casos que han presentado delecion en el codén 558 han sido
clasificados en el grupo de alto riesgo en un 79% (p=0,005); igual ha ocurrido

en aquellos casos con delecion mas mutacién en los codones 557-558 en un

70%(p=0,017). No hemos obtenido wuna asociacidon estadisticamente

192,19 pero el 68% de los casos

significativa como en otros articulos
portadores de delecion de los codones 557-558 han sido incluidos en el grupo

de alto riesgo.

Tampoco hemos obtenido asociacion entre el grupo de riesgo de Miettinen y

las mutaciones. Ello puede ser debido a que un parametro empleado para esta
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clasificacion es la localizacion tumoral, que tampoco ha sido significativa en
nuestra serie, aunque si que hemos visto una asociaciéon en aumento entre

aquellos casos portadores de la delecion 558 y el grupo de alto riesgo de

Miettinen (p=0,040). Sin embargo, hay varios estudios previos que si han
obtenido una asociacion entre la localizacion del tumor y el tipo de mutacién.
Aquellos GISTs con duplicacion en el exén 11 de c-KIT tienden a localizarse en

el estémago *! 6 201

al igual que aquellos que se encuentran mutados en el
gen PDGFRa % 2™ 2'"- nor el contrario, los casos mutados en el exén 9 de c-
KIT tienden a localizarse en el intestino delgado %" 2. Estas asociaciones
podrian explicar la distinta respuesta a la terapia y la variacion clinica. En
aquellos casos mutados en el exén 9 de c-KIT si que hemos encontrado una
asociacién con la localizacion en el intestino delgado (5 casos de 8 se localizan
en el intestino, p=0,042). A pesar de que no hemos obtenido significacion en
nuestra serie por lo que a la localizacién tumoral y la mutacion presente se
refiere, si que hemos visto que de las cinco duplicaciones presentes en el exon
11 de c-KIT tres se localizaron en el estbtmago y de las 9 mutaciones
encontradas en el gen PDGFRa siete se localizaron en el estbmago, resultados
que estan en consonancia con lo descrito anteriormente. En nuestra serie
hemos encontrado ademas una correlacidén entre la presencia de delecion del

coddén 558 y la localizacion del tumor (p=0,043), siendo el estdmago (60%) la

mas frecuente entre los casos portadores de la mutacién, ademas de ser la

localizacion mas frecuente en general de las deleciones en el exén 11 de c-KIT.

En el estudio realizado por Lasota y cols.?’ no encuentran una correlacion entre

las mutaciones en ¢-KIT exén 11 y el marcador inmunohistoquimico; debido a

que la mutaciéon no provoca la expresion de c-KIT pero si que modifica su
funcion ?’°, a pesar de lo cual en nuestra serie si que se ha observado una
asociacion directa entre la presencia de mutaciones y la maxima expresion de
c-KIT (p=0,003). Del mismo modo, hemos visto una asociacion, esta vez
inversa, entre la presencia de mutaciones en PDGFRa y la expresion de c-KIT,
que ya habia sido confirmada en otros trabajos ?°. También, se ha estudiado el
marcador Ki-67 en varias series, encontrando una alta significacion entre la
T 151, 254;

expresion del marcador y la presencia de mutaciones en c¢c-KIT en GIS

sugiriendo que la presencia de la activacion constitutiva del receptor c-KIT
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puede producir un aumento en la actividad proliferativa en las células de GISTs
191,288 En nuestra serie no hemos encontrado esta asociacion, pero un 60% de

los casos mutados en c-KIT han sido positivos para el Ki-67.

Como se ha mencionado anteriormente, del total de mutaciones cinco casos se
encuentran en homocigosis; siendo estas mutaciones un 60% deleciones y un
40% deleciones mas mutacion puntual, sin que se haya observado ninguna
mutacion puntual ni duplicacion en homocigosis en nuestra serie; a pesar de lo
observado en otras series ''°?%?° Ademas de estos cinco casos, en cuatro
estan implicados los codones 557-558 delecionados; todos los casos en
homocigosis tienen implicado el codon 558 y tres de ellos el codon 559. Esto
significa que todos los casos en homocigosis han presentado implicados los
tres codones que se encuentran mutados con mayor frecuencia en nuestro
estudio CD557-558-559 y también cabe destacar que no se ha hallado ningun
caso en homocigosis en otro exon que no sea el 11 de c-KIT. Ademas se ha
observado una asociacién significativa entre las mutaciones y los parametros

de mayor riesgo; los 5 casos presentan un tamafno superior a 5cm (p=0,04) y

tienden a ser de mayor tamaino comparado con el resto de casos, con un

numero de mitosis de mas de cinco mitosis en 50 HPF (p=0,004), y ademas, a

nivel histolégico cuatro casos han sido fusocelulares y el otro epitelial. La
literatura recoge articulos que ya confirman esta asociacion a parametros de

mayor riesgo 16:26:265,

Ademas de los criterios clasicos que diferencian los tumores benignos de los
malignos (tamafo, mitosis y localizacién), se ha intentado encontrar nuevos
marcadores prondstico y comportamiento bioldgico como factores predictivos
de respuesta al tratamiento, especialmente en tumores pequefios con escaso
numero de mitosis y poder metastatizante. Muchos de estos estudios se
concentran en el analisis de las alteraciones genéticas de los genes c-KIT y
PDGFRa y en otras alteraciones cromosomicas. Las mutaciones pueden
afectar a diferentes exones (11, 9, 13y 17 de ¢c-KITy 12 y 18 de PDGFRa) y
varios autores han descrito una relacion entre la presencia de mutaciones en el

20, 95, 145, 159, 280

gen c-KIT y un peor prondstico , relacion cuestionada por otros

%47 Las mutaciones en el exon 11 '® se asociarian con una mejor respuesta al
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tratamiento y en el exdn 9 con una mayor agresividad; aunque sigue habiendo
resultados discordantes 2 14% 193. 267,

En varios estudios se ha analizado la influencia y la localizacion de las
mutaciones en c-KIT con respecto de la supervivencia libre de recurrencias
192,19 aquellos tumores GIST que se encuentran mutados suelen ser de mayor
grado y se caracterizan por una recurrencia mas frecuente y un ratio de
mortalidad mas elevado que en GIST con un c-KIT normal. Las mutaciones
activantes de c-KIT en la regidon “hot spot” del exén 11 no parece que estén
asociadas con un fenotipo clinico-patolégico especifico, pero la presencia de
deleciones, antes que las substituciones, predice una conducta mucho mas

agresiva 159, 183, 196

, en especial las deleciones que afectan a los codones 557-
558 indican un peor pronéstico % % E| potencial bioldgico de las mutaciones
puntuales en el exén 11 de c-KIT es desconocido, asociandose por lo general a
un mejor pronostico. Entre los GIST gastricos, aquellos tumores con deleciones
suelen ser mas agresivos que los que tienen mutaciones puntuales; sin
embargo este hecho no se da en GIST intestinales.

En nuestro estudio se han confirmado los resultados obtenidos en otras series
2095145 an primer lugar hemos observado asociacion directa entre la presencia

de mutaciones y los eventos de recaida (p<0,0001), metastasis (p=0,0002) y

progresion (p<0,0001); presentandose dichos eventos en mas del 80% de los
casos portadores de mutaciones en el gen c-KIT. Al analizar la posible

implicacion de los exones de c-KIT en la progresién, hemos observado

resultados similares al resto de series %" 2" 2’8 donde los GIST portadores de
mutaciones en el exén 9 han progresado en un 86%, seguido por el exon 11
con casi la mitad de casos (49%) vy en un porcentaje minimo los casos no
mutados. Aunque no es significativo debido al escaso numero de casos
mutados en el gen PDGFRa, en éstos solo ha metastatizado un caso y no ha

recaido ninguno.

Al analizar el tipo de mutacion mas implicado en la progresidon hemos obtenido

diferencias con respecto al resto de series descritas ** 2. En nuestra serie los
casos portadores de delecibn mas mutacién puntual han sido los que han
presentado una mayor frecuencia de progresion (75%), seguidos de las

duplicaciones (67%). Si analizamos unicamente el exdén 11 de c-KIT
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(eliminando las duplicaciones del exén 9) de un 67% de progresion pasamos al

40% con valores similares a otras series % %'

. El siguiente tipo de mutacion
con mayor progresion en nuestra serie han sido las deleciones y los casos con
mutacion puntual han presentado un 27% de progresion (p<0,0001). No hemos
podido confirmar los resultados de otros autores donde asocian mayor
agresividad a las deleciones vs. las mutaciones puntuales en el estbmago pero

no en el intestino delgado 2% ® 2** Al igual que el grupo de Miettinen *% **

que
al analizar por separado la localizacion en el estbmago e intestino delgado
tampoco muestran diferencias significativas por lo que respecta a las

mutaciones y la localizacion.

También hemos querido analizar la asociacién entre la presencia de la delecién
557-558 en el exén 11 de c-KIT y una peor progresidon como reflejan

152,196 Agi hemos

Wardelmann y Martin en sus respectivos articulos
encontrado que un 46% de los casos con delecidn 557-558 han progresado
(p=0,022), ademas, de manera aislada, también se ha observado una
significacién directa entre la progresion y la presencia de dichos codones
(p=0,010 y p=0,002); y los casos que han presentado delecién en el codén 557

mas la mutacion puntual en el codén 558 tienden a una mayor progresion

(p=0,05). En base a estos hallazgos podriamos defender que mas que la
presencia de delecion 557-558, lo que se asocia a una mayor progresion
tumoral, seria la alteracion en alguno de estos dos codones. Incluso al analizar
la progresion de los casos con cualquiera de los tres codones mas afectados
(557,558 y 559) se encuentra un 50% de progresion (p= 0,009).

No obstante en estos Ultimos afios la EORTC 6" 28128 antre otros 2°7

, esta
realizando ensayos con diferentes grupos de GIST; ya que hasta ahora el
Glivec se da en estadios muy avanzados de la enfermedad con metastasis o
recaidas no operables y quizas no resulta tan efectivo como si se utilizara como
un farmaco adyuvante que pudiera incluso llegar a evitar posibles recaidas o
metastasis antes de que se produjeran. Hay ademas que tener en cuenta que
el tratamiento con Glivec es relativamente frecuente y aun no se conocen muy
bien las consecuencias de su uso a largo plazo, esta clara la toxicidad, pero al

ser un farmaco de ultima generacion no se sabe que ocurrira con pacientes que
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lleven mucho tiempo en tratamiento; lo que si se sabe con seguridad en los
pacientes que tienen que abandonar el Glivec los tumores progresan muy
rapidamente. Un tratamiento alternativo al Glivec es un nuevo farmaco llamado
Sunitinib, que ya se esta utilizando en pacientes que no toleran el Glivec o que
presentan mutaciones resistentes a Glivec. En nuestra serie cuatro pacientes
debieron abandonar el Glivec por intolerancia al farmaco; dos de los cuales
fueron tratados con Sunitinib, sin embargo los cuatro pacientes fallecieron a

causa de la enfermedad.

Se ha analizado tanto en estudios in vitro como en series clinicas la eficacia del
Glivec segun el gen mutado, el exén y el tipo de mutacion 2 24 283
Observandose, en general, una mejor respuesta en los casos mutados en c-

161, 180

KIT en el exén 11 vs. el exén 9 y los no mutados ; incluso se ha

documentado que pacientes con una duplicacion en el exén 9 de c-KIT podrian

8" En nuestra serie no

necesitar una mayor dosis de Glivec (800mgr/dia)
hemos podido diferenciar una mejor respuesta en el exén 11 vs. el 9 o casos
no mutados, debido a que la serie se compone de casos tratados en fases muy
avanzadas del tumor por lo que no podemos apreciar diferencias significativas
de respuesta. No obstante, comparativamente, aquellos casos con duplicacién
en el exén nueve han presentado peor evolucion y peor respuesta al Glivec que
los casos mutados en el exon 11. También hemos observado muy poca
respuesta al Glivec en los casos no mutados, de un total de cinco casos no
mutados tratados con Glivec cuatro han fallecido. Recientemente, un estudio in
vitro muestra que mutaciones extrafas como Val559lle inducen, en contraste
con la mutaciéon comun Val559Asp, activacion constitutiva de c-KIT resistente a

Glivec 2%,

Un caso nuestro ha presentado una mutacion poco frecuente
Val559Gly, este caso habia sido clasificado de bajo riesgo pero fallecio al poco
tiempo, por lo que aunque no podemos confirmar la no respuesta al Glivec del
estudio in vitro ya que este paciente no recibié tratamiento, pero si podemos
constatar un comportamiento clinico adverso de un GIST de muy bajo riesgo,

con la mutacion Val559Gly.

Se ha descrito que los casos portadores de la mutacion Asp842Val en el gen

161, 176,

PDGFRa son resistentes al tratamiento con Glivec 80 En nuestros
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casos un unico portador de dicha mutacion ha sido tratado con Glivec,
confirmando los hallazgos de otros autores, ya que en menos de un afo fallecio
sin responder al tratamiento. La mutacion Asp842Val es equivalente en ¢c-KIT a
la Asp816Val, la cual también es resistente al Glivec y ha sido descrita, ademas
de en los GISTs, en la mastocitosis "> 227, Ambas mutaciones conservan el
mismo residuo de acido aspartico en el loop de activaciéon de la quinasa,
sugiriendo una base comun en la resistencia al Glivec en ¢-KIT y PDGFRda?® .
Las mutaciones en los exones 13 de c¢c-KIT y 12 de PDGFRa son sensibles a
Glivec in vitro y se ha demostrado una respuesta clinica’’; no contando en

nuestro estudio con ningun caso mutado en estos exones y tratado.

Ademas de las mutaciones primarias con resistencia adquirida a Glivec, la
principal causa de la ineficacia del Glivec es la adquisicion de mutaciones
secundarias en el transcurso del tratamiento con dicho farmaco. La gran
mayoria de estas mutaciones se localizan en c-KIT sobretodo en los dominios
TK 172174 288, 289 oo dificados por los exones 13 y 17; pero también se han
descrito mutaciones secundarias en el gen PDGFRa, sobretodo la mutacion
puntual Asp842Val '"®. En nuestro estudio ha habido dos casos que han
adquirido una mutacién secundaria durante el tratamiento con Glivec. Uno con
una mutacion en el exon 11 de c¢-KIT (delecion de los codones 554 al 559) que
adquirié la segunda mutacion en el exén 17 (mutacién puntual en el coddn
823D con cambio de aminoacido de valina a acido aspartico), siendo una de las
mutaciones secundarias mas descritas en la literatura > 73 28. 289 gjp
embargo, el segundo caso se encontraba mutado en el exén 9 de c-KIT
(duplicacion del codén 502-503) y posteriormente, adquirié una mutacion en el
exon 11 de c-KIT (delecidn de los codones 551 al 556 mas mutacién puntual
del codon 557 con cambio de aminoacido de triptéfano a arginina), no siendo
nada habitual en la literatura esta mutacién secundaria. Estudios estructurales
han demostrado que tanto las mutaciones primarias como las secundarias en
c-KIT se encuentran en el mismo alelo * '®. En nuestra serie no podemos
confirmar estos hechos debido a que para la deteccion realizamos una PCR y
posteriormente secuenciamos bidireccionalmente sin saber cual es el alelo
portador de la mutacion. En nuestro estudio ha habido un posible tercer caso

de doble mutacion, que presentd en el exdn 11 de c-KIT una delecion que
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abarca desde los codones 553 al 555 y una posterior delecién en el codén 561.
Este caso podria presentar cada mutacion en un alelo diferente y por eso se
observan las dos mutaciones o incluso podria haber adquirido una segunda
mutacion en la evolucién del paciente ya que recay6 y metastatizé en poco

tiempo, siendo tratado con Glivec y respondiendo parcialmente.

De toda la serie global de 175 casos, 28 no han expresado c-KIT a nivel
inmunohistoquimico, no siendo GIST finalmente 15 de ellos. Entre estos casos
que han sido descartados de GISTs, se encuentra un polipo fibroide
inflamatorio (PFI) al cual se le realiz6 el estudio de mutaciones en PDGFRa y
c-KIT, detectando una delecion de los codones 567-571 mas una mutacion
puntual en el codén 566 con cambio de aminoacido (serina-arginina) en el exén
12 de PDGFRa, después de un exhaustivo estudio tanto a nivel
inmunohistoquimico como de biologia molecular se concluy6 que era un polipo
fibroide inflamatorio con una mutacién en el exén 12 de PDGFRa **. Este
resultado se confirma con una serie de 23 PFls, donde incluso se encuentra
descrita la misma mutacion ?°' y un caso aislado de otro autor 2*? . Ademas, en
la literatura encontramos entidades diferentes a los GIST portadoras de
mutaciones tanto en PDGFRa como en c-KIT, como por ejemplo sarcomas

294 5 210

sinoviales 2%, disgerminomas ?**, sarcomas de Ewing °®°, melanomas ?'° y

seminomas 2%

entre otros. Estos hallazgos nos demuestran que dado las
diferencias de progresion y malignidad entre las neoplasias mutadas en
PDGFRa y c-KIT debe haber otras alteraciones genéticas implicadas en las
vias de progresion tumoral 4627 291,

El marcador mas sensible que diferencia a los GISTs de otras neoplasias
gastrointestinales mesenquimales es c-KIT (CD117)"" “®. Sin embargo, un
pequefo grupo de GISTs no expresan inmunohistoquimicamente c-KIT (4-6%)
63.297. 298 En nuestra serie ha habido trece GISTs negativos para c-KIT (9%),
siendo el porcentaje superior a otras series a causa de los casos consulta, y en
los que ha sido posible un diagndstico diferencial con otras neoplasias gracias
a la histologia y el empleo de los marcadores complementarios (CD 34, SMA,
S-100, desmina) ?* %. Recientemente, se estan utilizando nuevos marcadores
como el PKCB 8 299300y poG1 828 39 |05 cuales son mas especificos y

sensibles que c-KIT, pudiendo incluso llegar a substituirlo segun algunos
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autores. En nuestro estudio no han sido empleados pero puede ser muy
interesante su utilidad en los GISTs c-KIT negativos de dudoso diagndstico.
Pero ademas, el analisis mutacional ha sido determinante en algunos casos
para el correcto diagnéstico de GIST como ya habia ocurrido en otros estudios
20,22, 187 En npuestra serie de los 13 casos c-KIT negativos 7 eran pacientes
masculinos y seis femeninos, mientras que en series como la de Medeiros hay
una predominancia masculina ®* 2%, Obtenemos una mediana de edad de 56
afios (rango de 36-74), como el resto de series %% 2°7: 298.302 A comparar las
edades entre los casos negativos y positivos para c-KIT se observa como los
casos c-KIT negativos se presentan en edades comprendidas entre los 36-70,
no presentandose ningun caso en edades inferiores a 36 y muy pocos casos en
edades superiores a 71 (p=0,018), hallazgos que no hemos podido confirmar
con otros estudios. La localizacién mayoritaria ha sido el estdmago como en

63, 298

otras series y aunque Medeiros ademas observa que un porcentaje

elevado de casos negativos presentan una localizacidn extragastrointestinal 63

297, 298, 302 | 5 mediana de

no es asi ni en nuestra serie ni en otras previas
tamafo en nuestra serie ha sido de 9 cm (Rango: 1-18) coincidiendo con la
serie de Medeiros ® y una mediana de indice mitdsico de 4 (Rango de 0-53)
similar a los resultados obtenidos por el grupo de Kontogianni-Katsarou 298,
Presentando, tanto en nuestro estudio como en otros, histologia indistinguible
de los GISTs positivos ' . No obstante y contrariamente al resto de series
donde la gran mayoria de casos presentan histologia epitelioide & 2%7: 2% 302: |5
histologia predominante en nuestro estudio ha sido la fusocelular con 8 casos,
seguida del patron mixto con tres y dos epitelioides y al igual que la serie de
Medeiros ®, la gran mayoria de casos (9 de 13) han sido clasificados de alto
riesgo. Del total de los 13 casos negativos, cuatro han presentado recaidas,
tres metastasis y dos han fallecido. Ademas, en nuestra serie cuando hemos
comparado los casos c-KIT negativos con los casos positivos, hemos
observado como los casos c-KIT negativos han progresado en un 78% en
comparacién con los positivos (37%) (p=0,016), hecho que puede deberse a
que los casos c-KIT negativos no eran tratados con Glivec por la ausencia de

expresion proteica '’

, otro de los motivos que justifica el analisis mutacional.
Estos resultados son totalmente contradictorios a los observados por

Kontogianni-Katsarou y cols. ?*® donde observan factores de buen prondstico,
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menor progresion y una mayor supervivencia en los casos c-KIT negativos.
Hemos observado como los casos c-KIT negativos han expresado en menor
proporcion, en comparacion con los casos c-KIT positivos, el marcador CD34
(42% vs. 70,3%) (p=0,043); por lo que es fundamental ademas de un estudio
exhaustivo con marcadores inmunohistoquimicos, el analisis mutacional de c-
KIT y PDGFRa e incluso si es necesario el inmunoblotting, FISH o cariotipo. En
nuestros casos negativos para c-KIT se han descrito 6 mutaciones, cuatro en c-
KIT y dos en PDGFRa; a diferencia de los resultados obtenidos en las series de
Medeiros ®° y Debiec-Rychter ?*” donde la inmensa mayoria de mutaciones se
localizan en el gen PDGFRa. En la serie hay dos mutaciones puntuales en el
codon 842 en estos casos, la no expresién de c-KIT podria deberse a la
substitucién oncogénica de PDGFRa por c-KIT, produciendo una regulacion
negativa hacia la expresiéon de c-KIT. Lo que no esta claro es la ausencia de
expresion de los casos mutados en c-KIT, como puede ser que las células de
los GISTs seleccionen la mutacion gendmica de c-KIT en ausencia del
producto de la proteina funcional del gen. Cabria la posibilidad de que la
delecion del C-terminal, que contiene el epitopo de union del anticuerpo de c-
KIT de DAKO, produzca un falso negativo; en nuestra serie las tres deleciones
descritas en el exén 11 de c-KIT implican muchos codones por lo que podrian
estar en consonancia con esta hipétesis si no fuera porque en otras series se
ha demostrado la negatividad también en el inmunoblotting. En nuestra serie ha
habido siete casos negativos para c-KIT que han sido GISTs sugiriendo que
tiene que haber otros mecanismos oncoldgicos alternativos. No se sabe a qué
puede deberse esta negatividad por lo que son necesarios mas estudios y
analisis exhaustivos de mas genes para saber que mecanismos alternativos
usan los GIST en ausencia de la expresion de c-KIT; recientemente se ha

demostrado la implicacién de IGF1R en los GISTs “wild type” 107303304,
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5.5- EN RELACION CON LOS HALLAZGOS DEL ANALISIS DE
SUPERVIVENCIA.

Hemos realizado el analisis de supervivencia en aquellos casos en los que
disponiamos de toda la evolucion del tumor, siendo finalmente un total de 111
enfermos. Hemos obtenido una supervivencia a los 5 afios del 45% de casos y
con una mediana de seguimiento de 52 meses y un rango de 1 mes a 244,9
meses. De los 111 GIST de la serie han recidivado 30 (27%), han
metastatizado 32 (29%) y han fallecido a causa del tumor 36 (32%).

En los estudios poblacionales de un gran numero de casos, los valores de
supervivencia y seguimiento varian mucho segun la serie seleccionada. Por
ejemplo la serie de 200 casos de De Matteo presenta una supervivencia a los 5
afios inferior a la nuestra (35%) y un tiempo de seguimiento de 14 meses **; no
siendo ningun caso tratado con Glivec. Un estudio islandés realizado por
Tryggvason y cols. presenta una mediana de seguimiento (51 meses) y una
supervivencia a los 5 afios (53,9%) muy parecidas a las nuestras 2%°. Sin
embargo, el estudio poblacional de lItalia realizado por Mucciarini y cols.
presentan un mayor numero de meses de seguimiento (63 meses) y una mayor

supervivencia a los 5 afios (65,8%) %°.

En la mayoria de los estudios se analiza la supervivencia pero no el intervalo
libre de recaidas, metastasis o progresion. En nuestro estudio queriamos
realizar un analisis detallado de todos los parametros de los que disponiamos y
su posible implicacion en la evoluciéon tumoral. Anteriormente han quedado
reflejados los resultados mas significativos obtenidos para el intervalo libre de
progresion (ILP), pero también se ha realizado el analisis del intervalo libre de
recaidas (ILR) y metastasis (ILM). Practicamente los parametros significativos
en ILR también lo han sido para ILM y por consiguiente son englobados dentro
del ILP (el cual tiene en cuenta el primer evento que se produce en la evolucion
del tumor). Sin embargo, cabe destacar que la edad de diagndstico (p=0,0297)
y la reseccion completa del tumor (p=0,0014) han sido parametros significativos
en ILP pero no en ILM. Y por el contrario, parametros como la necrosis
(p<0,0001), el pleomorfismo (p=0,0179) y el marcador Ki-67 (p=0,0004) han

sido significativos para el ILM pero no para el ILR. A nivel de biologia molecular
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la presencia de delecién de los codones 558 (p=0,0124) y 559 (p=0,0306),
ademas de la presencia de mutaciones en los codones 557,558 y 559
(p=0,0408) y la mutacion puntual del codén 557 mas delecidon del codén 558

(p=0,0349) han sido significativos en el ILM pero no en el ILR.

En la mayoria de series no se observa una influencia del sexo, raza o edad con
respecto al intervalo libre de progresion (ILP); a excepcion de algun articulo

%95 6 Tryggvason y cols. 2°° y nuestra serie.

aislado como el de Steigen y cols.
Observando en nuestros resultados un mayor porcentaje de ILP en aquellos
casos con edades superiores a los 70 afos (p=0,0103); siendo el rango
comprendido entre 35 a 50 afos el que mayor numero de progresiones ha

presentado.

Uno de los parametros mas importantes para la no progresion del tumor es la
exéresis quirurgica completa del tumor; pudiendo realizarse en casos con
enfermedad localizada; pero no en aquellos que presentan metastasis de inicio.
No obstante entre el 10 al 50% de los pacientes con una reseccién completa
progresan, dependiendo mucho de la cohorte de estudio ** 2'2 3% En nuestro
trabajo el intervalo libre de progresion en los casos en los que se sabe
ciertamente que no se ha realizado la reseccion completa ha sido del 38% en
comparaciéon con el 68% de ILP en los casos con reseccion completa del tumor
(p=0,038). Ademas cabe destacar que hemos obtenido una gran significacién
entre los casos tratados con Glivec y los que no respecto al ILP (p<0,0001), ya
que los casos que progresan son tratados con Glivec desde la introduccién de
éste como inhibidor de la actividad tirosina quinasa 2" 247 397 308. v en nuestro
estudio hemos incluido casos anteriores a la era del Glivec por lo que el
porcentaje de progresion en el grupo de no tratados puede ser superior a lo

esperable.

El parametro prondstico por excelencia consensuado por la “Nacional Institute
of Health” (NIH) es el tamafio tumoral conjuntamente con las mitosis 7,
Constituyéndose estos dos parametros los mas faciles en cuanto a criterios
patoldégicos para predecir el riesgo de recurrencia al combinarlos. Hay un gran

numero de estudios que observan un mayor porcentaje de progresion en
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aquellos casos que presentan un gran tamafo; ya sea en tumores mayores de

199, 309311 5 de 10 cm. 43 196200, 312,313 Ademas el tamafio tumoral es un

5 cm.
factor de prondstico en la supervivencia en el analisis multivariable y los
pacientes con tumores mayores a los 10 cm. tienen un riesgo de 2,5 mayor
(95% confidence interval 1,2-5,5) y sélo una supervivencia del 20% en 5 anos.
En otras series como las del M.D Anderson Cancer Centre con seguimientos

314 En nuestro estudio

mucho mas largos los hallazgos son similares
analizamos el tamaio en una distribucion de cuatro grupos (<2cm./5¢cm./ 6-
10cm. />10cm.)(p=0,0163) y de dos (<5¢cm. / >5cm.) (p=0,0014); observando
que el punto de corte mas significativo seria el de mayor vs. menor de 5cm. ya
que por debajo de 5 cm. el ILP es superior al 80% y disminuye al 53% en los
casos con un tamafio comprendido entre los 6-10cm y a un 49% en casos
superiores a los 10cm.

Debido a que hay tumores menores de 5cm que pueden llegar a metastatizar,
se debe de tener en cuenta el segundo parametro consensuado por el NIH: es
decir el numero de mitosis presentes en el tumor. Hay un gran numero de
estudios que han analizado las posibles implicaciones del numero de mitosis en
la progresion tumoral, presentando diferentes puntos de corte segun el estudio.
Trabajos como los de Kim y cols.'®, Steigen y cols.**®, Mucciarini y cols.? y
DeMatteo y cols.** observan como un indice mitdsico superior a las 5 mitosis
en 50 HPF es un parametro asociado a la progresion tumoral. Sin embargo, en

311 Martin y cols.'® y Langer y cols.?>* detectan

series como las de Ryu y cols.
que el punto de corte en la progresion tumoral se encuentra en indices
mitdsicos superiores a las 10 mitosis por 50 HPF e incluso Singer y cols.®?
observan que aquellos casos que presentan menos de 25 mitosis en 50 HPF
recurren en menor porcentaje. En nuestra serie siguiendo tanto la clasificaciéon

" como por Miettinen *' (p<0,0001) han

de mitosis utilizada por Fletcher
presentado un intervalo libre de progresion del 76% cuando en la muestra
tumoral habia un indice mitésico inferior a 5 por 50 HPF, y éste disminuye a
poco mas de la mitad al presentar mas de 5 mitosis en 50 HPF. Por lo que se
puede considerar que un elevado indice mitésico predice una mayor malignidad

en el tumor y un bajo indice mitésico no siempre garantiza un curso benigno
315
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Con los dos parametros anteriores, tamafo y mitosis se consensudé una

" que la inmensa mayoria de estudios se analiza en

clasificacion de riesgo
relacion con la progresion tumoral. Hay seis series de diferentes paises de mas
de 100 casos que han encontrado una asociacion entre la clasificacion de

Fletcher y el prondstico tumoral 28 29 60, 316318

No se obtienen grandes
diferencias entre los grupos de muy bajo, bajo y riesgo intermedio pero si con
el grupo de alto riesgo en series como la de Tryggvason y cols.?®, Martin y
cols.'® y Steigen y cols.*®. Discrepando con los anteriores estudios, hemos
obtenido unos intervalos libres de progresion practicamente del 100% de los
casos en el grupo de muy bajo y bajo riesgo; sin embargo, disminuye al 68% en
el grupo intermedio y se observan grandes diferencias con respecto al grupo
de alto riesgo donde es del 37%, lo que denota que al considerar la progresion
la hemos de tener en cuenta en la clasificacion de muy bajo/ bajo riesgo,

intermedio y alto riesgo.

Recientemente en la clasificacion de Miettinen se han unificado tres parametros
con un gran peso en la progresion tumoral: indice mitdésico, tamafo y
localizacion tumoral *® #' para poder afinar en el pronéstico de los GISTs. En
nuestra serie tanto el grupo de muy bajo como el de bajo riesgo han
presentado un ILP cercano al 95%, el intermedio un 72% vy el alto riesgo un
32%; sin que se hayan observado diferencias tan significativas entre los grupos
de muy bajo y bajo riesgo y el intermedio, posiblemente porque los casos
intestinales que en la clasificacion de Fletcher han sido incluidos como de
riesgo intermedio en la clasificacion de Miettinen pasan al grupo de alto riesgo.
No obstante no se han observado grandes diferencias entre estas dos

clasificaciones, sin poder decantarnos por ninguna de las dos.

Los GISTs son en buena medida impredecibles por lo que se les ha
denominado de “potencial maligno incierto” ya que se ha demostrado que
casos clasificados de muy bajo o de bajo riesgo acaban progresando. Esto ha
llevado a intentar encontrar otros parametros que puedan aportar mas
informacion para la clasificacion de malignidad.

Entre los nuevos parametros que han sido estudiados por su posible

implicacién prondstica se encuentra la localizaciéon tumoral, incluida como ya
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29, 43, 200, 311 Los

hemos comentado en la clasificaciéon de riesgo de Miettinen
GISTs de menor tamano suelen darse en el recto y estbmago; mientras que los
GISTs en el intestino delgado y colon se encuentran en estadios muy

avanzados 8% 220,

La localizacion en el esofago suele ser maligna pero
fundamentalmente por el avanzado estado en el que se diagnostica; sin
embargo, GISTs esofagicos de pequefio tamafio con una escision completa
presentan muy buen prondstico “*), mientras que la localizacién
extragastrointestinal, debido a su dificultad a la hora de extirpar el tumor
completamente, tiende a progresar *® ?”. En nuestra serie no hemos obtenido
una significacion entre la localizacion del tumor y el intervalo libre de
progresion; no obstante las localizaciones que mas han progresado han sido la

extragastrointestinal y el intestino grueso.

Otro parametro que ha sido analizado en muchos estudios ha sido la
histologia del tumor. Singer y cols.®? encuentran que la histologia que presenta
mayor recurrencia es la mixta, seguida de la epitelioide, y por ultimo la que
mayor ILR presenta es la fusocelular. Del mismo modo, Fujimoto y cols.?*
observan que la histologia epitelioide es un factor prondstico adverso. En
nuestra serie hemos obtenido resultados diferentes ya que la histologia que
menor ILP presenta ha sido la mixta (32%), seguida de la variante fusocelular
(63%) y la variante epitelioide que ha presentado mas de un 83% con
pronéstico favorable (p=0,0004), por lo que se comprueba que no hay un
consenso en la literatura, a la hora de determinar qué tipo histolégico es el mas
adverso por lo que se refiere a la progresion del tumor.

La necrosis en los GISTs también ha sido analizada por varios grupos 2% 243
280.3% sjendo un factor adverso en nuestra serie para la progresion tumoral ya

que el ILP ha sido del 45% en los casos que la han presentado (p=0,0001).

El pleomorfismo nuclear es otro parametro analizado en nuestra serie,
presentando los casos con pleomorfismo mas progresion (p=0,032). No ha sido
un parametro tan estudiado como los anteriores pero hay algunos estudios que
confirman nuestros hallazgos %?*. Sin embargo, en otros el pleomorfismo no se

considera un factor predictor de malignidad en GISTs *.
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En la literatura encontramos que c-KIT es un marcador inmunohistoquimico de
diagndstico sensible para GISTs ya que es negativo para otros tumores
mesenquimales incluidos los leiomiosarcomas y schwannomas; que sin

7,241 "En nuestra serie

embargo no se puede usar como un indice prondéstico
se ha observado como los casos negativos para el marcador
inmunohistoquimico c-KIT han presentado un ILP del 25% y por el contrario los
casos positivos un 65%. Este hecho puede deberse, como ya se ha comentado
anteriormente, a que en un principio los GISTs negativos
inmunohistoquimicamente para c-KIT no eran tratados con Glivec presentando
un mayor porcentaje de recaidas y de ahi la importancia de realizar el analisis

molecular de los genes ¢-KIT y PDGFRa.

Una expresion elevada de Ki-67 predice una mayor agresividad en GIST ° 24"
252, ademas hay muchas series que observan una asociacidn entre la expresion
de Ki 67 y la disminucién del tiempo libre de progresion "* 252319320 En nyestra
serie se ha confirmado dicha asociacién entre Ki-67 y el porcentaje libre de
progresion: los casos negativos para el marcador han presentado mas de un
82% de ILP; sin embargo, los casos con un indice proliferativo inferior al 5%
han presentado un 56% de ILP y los casos con mas del 5% de células tefiidas
un 43% (p=0,0018).

La expresion de p53 ha sido también ampliamente estudiada en muchas

neoplasias humanas incluidos los GISTs, pero con conclusiones variadas >* %

68, 252, 321, 322 5in que podamos apoyar ningln resultado anterior porque no
hemos obtenido una significacion en nuestro estudio empleando dicho

marcador.

Se han realizado gran cantidad de estudios de los genes ¢-KIT y PDGFRa en
GISTs, estableciendo las correspondientes asociaciones prondsticas de

progresion y observando que los casos portadores de mutaciones en c-KIT

presentan un mayor porcentaje de progresion °% 9% 145152159, 1%  Aynque

2

también hay estudios como el de Corless y cols. '*” y Rubin y cols.' en los

que no encuentran una asociacion entre las recurrencias y la presencia o tipo
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de mutacién. Los resultados obtenidos en nuestra serie confirman un mayor
porcentaje de progresion en los casos mutados versus los no mutados
(p=0,0007); esta asociaciéon podria deberse como sugieren Kim y cols.”® y
Lasota y cols.  a que los GISTs mutados en c-KIT representan formas mas
agresivas, lo cual podria explicar la asociacion con la progresion. Ademas, al
analizar los exones mutados hemos apreciado un menor ILP en el exén 9
(14%), seguido de lejos por el exdn 11 (50%) y con un gran ILP los casos no
mutados (82%) (p=0,002), ademas hay trabajos que confirman nuestros
resultados con un mayor potencial de progresion en el exén 9 de c-KIT,
seguido por el exdén 11 194 180. 261, 267. 313 " giy embargo, hay un estudio de 145
casos de GIST con localizacion intestinal donde no se observan diferencias
prondsticas entre los casos mutados en el exén 9 o el exén 11 de ¢-KIT, si bien
este hecho puede deberse a la alta probabilidad de recaida y mortalidad segun

algunos autores de los pacientes con GIST localizados en el intestino delgado
40, 41

41, 159, 183, 196, 254, 323

La mayoria de estudios observan que los casos portadores

de deleciones en el exdon 11 de c-KIT presentan menor porcentaje libre de
8 152, 196, 323 y

y de mutaciones

progresion, mas en concreto la delecion de los codones 557-55
por el contrario, los casos portadores de duplicaciones %% %'
puntuales en el exén 11 de c-KIT son los de mayor porcentaje libre de

62,199, 313 Nuestros resultados difieren de estudios anteriores

progresion
porque las deleciones mas mutaciones puntuales en nuestra cohorte presentan
un ILP del 25%, seguido de las duplicaciones 33%, y en tercer lugar las
deleciones 43%, mientras que los casos con un mayor ILP han sido las
mutaciones puntuales (73%) (p=0,0007). Estas diferencias respecto a otros
estudios puede deberse a que en nuestra serie hay un gran numero de casos

en estados muy avanzados de la enfermedad.

Ademas, no hemos obtenido una significacion de progresion en los casos
portadores de la delecion de los codones 557-558 pero si en aquellos casos
que han presentado delecion del 557 mas mutacion puntual 558 (p=0,0127),
delecion 559 (p=0,0265), delecion 558 (p=0,004), delecion 557 (p=0,0621) y
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por consiguiente en los que han presentado mutacion en cualquiera de los tres
codones anteriores (p=0,0127).

Tampoco hemos obtenido una asociacion entre el intervalo libre de progresion
y los casos mutados en homocigosis como cabria esperar si se tiene en
cuenta la teoria de que en la evolucion tumoral (metastasis o recaidas) se
produce la pérdida de un alelo o la ganancia de mutacion en los dos alelos y
por consiguiente la pérdida del alelo normal presentandose la mutacién en
homocigosis, en otras series si que han observado una peor progresion en

estos casos 6% 173,266

Dependiendo del estudio realizado y del numero de casos analizados se
obtienen diferentes parametros en el analisis multivariable para la progresion
tumoral. DeMatteo y cols. *'* han encontrado que el indice mitdsico y la
localizacion son parametros independientes que predicen la recurrencia en los

casos con reseccién completa. Martin y cols.'®

apuntan como factores
independientes de recurrencia el indice de alto riesgo, la elevada celularidad y
la presencia de deleciones en los codones 557-558.

El grupo de Kim'™ ha encontrado como parametros asociados a peor
prondstico en el analisis multivariable un gran tamafo tumoral ,un elevado
indice mitdsico y presencia de mutacion en c-KIT.

En el estudio poblacional italiano obtienen como parametro predictor de
recurrencia en el analisis multivariable el alto riesgo histologico; vy
alternativamente el indice mitésico y un tamafio tumoral superior a los 10cm. %°.
Singer y cols.®? presentan como factores independientes de recurrencia la
actividad mitdsica superior a 15 mitosis en 30 HPF, la histologia mixta,
presencia de delecion/inserciéon en el exdon 11 de ¢c-KIT y el sexo masculino.

Keun y cols.®??

en su estudio de 93 casos de alto riesgo detectan como
parametros de mal prondstico en la recurrencia el estadio de la enfermedad, el
tipo de reseccion y el género masculino.

En nuestra serie, los parametros independientes en el analisis multivariable
han sido la clasificacion de alto riesgo de Fletcher, la histologia
fusocelular, la positividad del marcador inmunohistoquimico Ki-67 y la

presencia de la mutacion en c-KIT.

310



Discusion

Debido a que nuestra cohorte ha sido muy heterogénea hemos calculado la
supervivencia global de toda la serie para poder establecer aquellos
parametros que peor pronodstico han presentado, pero también hemos realizado
el analisis de supervivencia a los casos no tratados frente a los tratados con
Glivec. Los parametros de mal prondstico en la serie global y los casos no
tratados han sido practicamente idénticos (reseccion completa o no del tumor,
indice mitdsico, clasificacion de riesgo de Fletcher y marcador Ki-67); no
obteniendo ninguna significacion en los parametros analizados de biologia
molecular. Sin embargo, en los casos tratados con Glivec los parametros
pronosticos de adversidad en la supervivencia han sido la reseccion completa,
la clasificacion de riesgo de Miettinen, presencia de mutacion en el gen c-KIT,
el exon y tipo de mutacién, y la presencia de la delecion de los codones 557-
558. Con estos resultados se pone de manifiesto la importancia del analisis de
los genes c-KIT y PDFGRa en los casos tratados con Glivec para predecir una
menor supervivencia y el peso prondstico de los parametros

anatomopatoldgicos en los casos no tratados con Glivec para la supervivencia.

El sexo masculino ha sido reportado como un parametro adverso en la

27,43,97.237 'no siendo asi en la nuestra.

supervivencia en diversas series
En nuestros analisis de supervivencia de la serie global hemos observado que
uno de los parametros mas importantes ha sido la reseccion quirargica
completa del tumor; ya que aquellos casos en los que se ha realizado la
reseccion completa presentan supervivencias del 76%; y en los que no esta es
del 27% (p=0,0002). Los mismos hallazgos son destacados en los estudios de

Bucher y cols.'®, Lin y cols.??*, DeMatteo y cols.*® y Pierie y cols.??.

En aquellos casos que han sido tratados con Glivec, dado que es la terapia
mas efectiva después de la reseccidn quirdrgica, cabe esperar una
supervivencia mayor frente los casos no tratados. No es asi debido a que el
Glivec se administra en aquellos casos que evolucionan muy
desfavorablemente y presentan recaidas y metastasis no operables; con una
supervivencia del 52% en los casos que han sido tratados con Glivec y del 76%

en los no tratados (p=0,0358). Recientemente se esta estudiando el papel
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neoadyuvante y adyuvante del Glivec en los GISTs en diferentes momentos de
la progresion tumoral para determinar el papel terapéutico del Glivec y
establecer el mejor manejo del mismo para una mayor supervivencia de los

pacientes 2432,

No hemos obtenido una asociacion entre la supervivencia y el tamaio tumoral
(p=0,0742) pero aquellos casos con un tamafo inferior a los 5 cm. han
presentado una supervivencia del 81% y aquellos con un tamafo superior a

27, 329

los 5 cm. un 65% y ademas si que hay muchos estudios donde se

observa una asociacion muy fuerte entre el tamafio tumoral y la supervivencia;

sobretodo, en tumores con un tamafio superior a los 10 cm #3224 237, 243,312,330

Tampoco hemos observado una asociacion entre la localizacién del tumor y la
supervivencia global, resultado que esta en consonancia con otros estudios

preViOS 28, 43, 46, 329, 331

. Sin embargo, si hay trabajos que observan una mayor
supervivencia en los casos localizados en el estomago ¥ %% 332 | os GISTs
localizados fuera del estomago pueden crecer asintomaticamente mas tiempo
presentando un pronostico mas adverso al ser diagnosticados en estadios mas

avanzados 2.

En nuestro estudio la supervivencia ha mostrado grandes diferencias entre
aquellos casos que presentan menos de 5 mitosis en 50 HPF (83%) y los de
mas de 5 mitosis (48%) (p=0,0007), resultados similares a los observados en

329 319

otras series como la de Steigen y cols. ?°, Imamura y cols.**, Wu y cols.

Tanto la clasificacidon de riesgo segun los criterios de Fletcher como los de
Miettinen han presentado wuna asociacion con la supervivencia
(p=0,0004/p=0,0237); los porcentajes de supervivencia entre los grupos de
riesgo de muy bajo, bajo e intermedio han sido muy similares (84-94%),
observando mayor diferencia con el grupo de alto riesgo (=50%), al igual que
ocurre en otras series 2% %0 224 329. 33 hasadas en la clasificacion de NIH
(Fletcher). No obstante, hay series como la de Rutkowski y cols.?” que si
observan grandes diferencias entre los grupos de muy bajo y bajo y el de
riesgo intermedio; sin embargo, estudios poblacionales como los de Suecia®® e

200

Islandia“™" solo detectan un 25% de casos clasificados de alto riesgo y por

consiguiente presentan una mayor supervivencia. Estos estudios reflejan mas
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correctamente la verdadera incidencia y distribucién que series institucionales
como la nuestra, donde hay un mayor numero de casos en estadios muy

avanzados.

Otro parametro asociado a una menor supervivencia ha sido la presencia de
necrosis tumoral (p=0,0134), que ya se destaca como factor de mal prondstico

en series como la de Yan y cols.?**, Fujimoto y cols.?’.

En nuestro estudio el unico marcador inmunohistoquimico que ha presentado
una asociacion con la supervivencia en la serie global ha sido el Ki-67

(p=0,033). Al igual que ocurre en otras series 23 237 243, 329, 334, 335

al comparar
los resultados obtenidos con Ki-67 y el indice mitdsico hemos observado una
mayor significacion en las mitosis, aunque siguen siendo ambas técnicas

complementarias en el diagnéstico y pronéstico de cada caso.

DeMatteo y cols.*®> muestran como parametros prondsticos adversos en el
analisis multivariable el sexo masculino, un tamafo tumoral superior a 5cm vy la

reseccion incompleta del tumor.

La serie poblacional de Mucciarini y cols.?® se refiere como factor prondstico
relacionado con la supervivencia el alto riesgo segun el NIH, y por consiguiente
los dos parametros que simplifica la clasificacion de riesgo: el indice mitdsico
superior a 5 mitosis en 50 HPF y el tamafio tumoral superior a los 10 cm.

En el estudio poblacional de Nilsson y cols.?® destacan dos parametros de
prondstico independiente en la supervivencia de los GISTs: el indice
proliferativo estimado con Ki-67 y con el tamafio tumoral.

El grupo de Hassan® sin embargo, recoge factores diferentes, observando una
disminucién de la supervivencia en la regresién de Cox en presencia de GISTs
de alto riesgo, presentacion sintomatica y localizacion en el intestino delgado.

Keun y cols.*?®

presentan como parametros favorables para un descenso del
riesgo de fallecimiento un indice mitdsico bajo y la presencia de mutacion en c-
KIT.

En el estudio realizado por Rutkowski y cols.®’

se han identificado como
factores adversos en el analisis multivariable: mas de 5 mitosis en 50 HPF,
tamano tumoral superior a 5 cm., sexo masculino, una reseccién no completa o

ruptura del tumor y localizacién primaria fuera del estdbmago.
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27 an una serie de

En el analisis multivariable realizado por Fujimoto y cols.
GISTs gastricos se observa que el sexo masculino, tamafio tumoral mayor de
10 cm. presencia de celularidad epitelioide y un indice mitdsico superior a 10
mitosis son indicadores estadisticamente significativos de peor prondstico para
la supervivencia.

En nuestro estudio hemos obtenido como parametros independientes para la
supervivencia en la serie global, la reseccién completa del tumor y el indice
mitdsico inferior a 5 mitosis por 50 HPF. Los mismos parametros hemos

obtenido en los casos no tratados con Glivec.

Cabe destacar la significacion observada en los estudios de la biologia
molecular en los casos tratados con Glivec donde so6lo el 20% de los casos no
mutados sobreviven frente a un 58% de mutados en c-KIT (p=0,0163). Keun y
cols. 2% observan que la presencia de mutacion en c-KIT es un indicador de
buen prondstico en la supervivencia, hecho que puede deberse a que los casos
mutados en el exon 11 de c-KIT responden mejor a la terapia con Glivec. En
nuestro estudio no ha habido diferencias significativas respecto a la
supervivencia segun el exén afectado, hay un porcentaje inferior en los casos
mutados en el exdn 9 pero ha sido minimo respecto a los mutados en el exén
11 de c-KIT. Por el contrario, Debiec-Rychter y cols. y Heinrich y cols."® han
observado que las mutaciones en el exdn 9 son las que peor supervivencia
presentan, superando a los casos no mutados, e incluso recomiendan una

mayor dosis de Glivec para dichos casos.

Sin embargo, si que hemos observado una asociacion entre el tipo de mutacion
y la supervivencia. Destacando que los casos con mutaciones puntuales han
presentado una supervivencia del 100% de casos, seguidos por 58% de
deleciones, un 43% de duplicaciones (ya que se incluyen conjuntamente las
localizadas en el exon 9y 11) y aquellos casos portadores de una delecidon mas
mutacién puntual que han sido los que menos supervivencia han presentado
con un 33% (p=0,0757). En el analisis multivariable para los casos tratados con
Glivec ha destacado como parametro independiente favorable de supervivencia

la presencia de la delecion de los codones 557-558.

314



VI. CONCLUSIONES

315



Conclusiones

El analisis anatomo-clinico, histolégico, inmunohistoquimico, genético y
prondstico de 175 casos de neoplasias gastrointestinales incluibles dentro del
contexto de los llamados “tumores del estroma gastrointestinal (GIST)” nos han

permitido obtener las siguientes conclusiones:

1.- El tamaio tumoral, de mas de 5cm, e indice mitésico, de mas de 5 mitosis
por 50 HPF, son factores adversos en la progresiéon y estan asociados a otros
factores de mal prondstico como presencia de necrosis, pleomorfismo nuclear,
localizacion extragastrointestinal y resecciéon incompleta. No obstante, aunque
estos parametros predicen una mayor malignidad su ausencia no garantiza un

curso clinico benigno.

2.- La localizacion extragastrointestinal (EGISTs) presenta una evolucién mas
desfavorable que el resto de localizaciones de los GISTs, seguida del colén e

intestino delgado.

3.- Otros factores adversos que ayudan a predecir con mayor exactitud la
malignidad del tumor son la presencia de necrosis, el pleomorfismo nuclear y la

histologia tumoral. Este ultimo parametro tiene valor pronéstico independiente.

4.- El anticuerpo c-KIT (CD117) es un marcador esencial para el diagndstico de
GISTs, sin embargo, en los casos GIST c-KIT negativos, el analisis mutacional
de c-KIT y PDGFRa constituye una herramienta importante de confirmacion

diagndstica.

5.- La determinacidon inmunohistoquimica de Ki-67 es un parametro
complementario del indice mitdsico y constituye un factor pronostico
independiente tanto para supervivencia libre de progresibn como para

supervivencia global.
6.- Las mutaciones de c-KIT o PDGFRa son un evento precoz y mutuamente

excluyente en la patogénesis de los GIST. Sin embargo, no son mutaciones

exclusivamente asociadas con los GIST, apareciendo también mutaciones en
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otras neoplasias, aunque de modo ocasional, como son los pdlipos fibroides

inflamatorios, los sarcomas sinoviales o melanomas.

7.- La presencia de mutacion en c-KIT es un factor adverso en la progresion del
tumor en la serie global. Sin embargo, aquellos casos portadores de mutacion

en ¢-KIT son mas sensibles al tratamiento con Glivec.

8.- Las mutaciones en el exdn 9 de c-KIT presentan peor prondstico
asociandose a una mayor progresion. Por el contrario, las mutaciones del exén

11 de c-KIT se asocian a un pronostico mas favorable.

9.- El tipo de mutacidn con mejor prondstico en nuestra serie ha sido la
mutacién puntual mientras que la delecion intersticial asociada a una mutacion

puntual se asocia a peor pronostico.

10.- Los codones mas frecuentemente mutados en este estudio son el 557, 558
y 559. La alteracion en el coddn 558 es la que mas frecuentemente se asocia a

parametros de progresién y de prondstico desfavorable.

11.- Una baja proporcion de casos presentaron mutaciones de c-KIT en
homocigosis. La presencia de alteraciones génicas en homocigosis se pueden

considerar como marcador adverso adicional en GIST.

12.- Una escision quirurgica total es el tratamiento selectivo de los GISTs;
induciéndose aumento de progresidén y menor supervivencia en aquellos
pacientes que no son sujetos a esta técnica o en los que la reseccion tumoral

fue incompleta.
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