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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AME: actina musculo-especifica
CGA: campo de gran aumento
CIC: célula intersticial de Cajal
DES: desmina

GANT: gastrointestinal autonomic nerve tumor (tumor gastrointestinal del sistema

nervioso autdnomo)
GFAP: glial fibrillary acidic protein

GIPACT: gastrointestinal pacemaker cell tumor (tumor de la célula marcapasos

gastrointestinal)

GIST: gastrointestinal stromal tumor (tumor estromal gastrointestinal)
IHQ: inmunohistoquimica

LMC: leucemia mieloide crénica

MIT: mitosis

MMT: micromatriz de tejidos (véase TMA)
PDGFRA: platelet derived growth factor receptor a
PET: positron emission tomography

TC: tomografia computerizada

TGF-B: Transforming Growth Factor 3

TMA: tissue microarray (véase MMT)

TQ: tirosin-quinasa

VIM: vimentina



NOTA: Emplearemos siempre cursivas cuando nos refiramos a la denominacion de
los genes y tipografia ordinaria si nos referimos a las proteinas codificadas por esos genes.

También recurriremos a las letras cursivas cuando transcribamos palabras no espaiiolas.
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I. INTRODUCCION

La mayor parte de las terapias anticancerosas desarrolladas en los ultimos cincuenta
afnos son basicamente inespecificas, es decir, no dirigen su accién de manera exclusiva sobre
una diana celular o molecular concreta, logrando de este modo la detencidn del crecimiento
tumoral, sino que su mecanismo de accién es menos preciso. Los agentes quimioterapicos
citotdxicos actlan habitualmente interfiriendo la maquinaria celular comin a los tejidos
neoplasicos y a los no neoplasicos. De este modo, la quimioterapia convencional no es
selectiva, lo que invariablemente se traduce en una toxicidad importante y un indice
terapéutico estrecho; todo ello sin perjuicio de los incuestionables avances experimentados

en estos anos en el tratamiento oncoldgico (DeMatteo et a/., 2002).

En su obra magna La estructura de las revoluciones cientificas, Kuhn explica como
los grandes avances en la Ciencia acontecen a través de cambios en lo que denomina el
"paradigma", cambios que suponen la construccién de un nuevo armazon en el que asienta
la disciplina, estableciendo las normas que la rigen, determinando los futuros retos y
marcando sus limites (Kuhn, 1962). Pues bien, en los afios 90 del pasado siglo tuvo lugar un
cambio trascendental en el paradigma hasta entonces vigente en la terapia anticancerosa,
como consecuencia directa de las extraordinarias aportaciones de la investigacion basica a la
comprension de los mecanismos genéticos y moleculares que subyacen en la oncogénesis.
Asi, como un beneficio inmediato de la traslacion biotecnoldgica de estos hallazgos basicos a
la investigacion aplicada, la industria farmacéutica comenzd a disefiar nuevos farmacos
dirigidos a corregir de manera especifica las alteraciones descritas por la investigacion basica.
Esto es especialmente eficaz en el caso de las neoplasias en las que un Unico acontecimiento
molecular es crucial o central en su desarrollo, convirtiéndose en una condicién necesaria y
casi suficiente, a diferencia de lo que ocurre en otros muchos tumores, que sélo aparecen

tras una cascada o acumulacién de numerosos sucesos moleculares de igual valor.

Un ejemplo bien conocido de estos acontecimientos genéticos singulares es la
translocacién cromosémica t(9; 22) que, en la leucemia mieloide crénica (LMC), da lugar a la
sintesis de una proteina quimérica de fusién denominada BCR-ABL, a partir del nombre dado
a los genes yuxtapuestos en la translocacion. Esta proteina anémala tiene una actividad

tirosin-quinasa (TQ) incontrolada o constitutiva, que repercute en numerosas funciones
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celulares tales como la adhesion, la apoptosis, la proliferacion celular y la diferenciacion, e
induce al desarrollo de la LMC (Druker et al., 1996). A pesar del escepticismo inicial en torno
a la eficacia real de un agente bloqueador de la actividad quinasa de BCR-ABL, derivado
sobre todo de la dificultad de disenar ex profeso un farmaco que bloquee el “bolsillo”
(pocket) de unidén del ATP sdlo en la quinasa patoldgica y no en todas las quinasas
intracelulares, con consecuencias potencialmente letales, pudo sintetizarse una pequefia
molécula que bloqueaba /n vitro la actividad quinasa de ABL (Druker et al, 1996). Este
hallazgo preclinico fue publicado el afio 1996, y al farmaco se le dio originalmente el nombre
en clave de STI-571. Tan solo cinco afios después, en 2001, la Food and Drug Administration
(FDA) de los Estados Unidos aprobd la terapia con STI-571 — ya denominado mesilato de
imatinib (GlivecO) - en los pacientes con LMC, tras comprobarse que es un tratamiento
seguro y eficaz, con una tasa de remision completa del 90% en la fase cronica de la LMC, y

con minimos efectos secundarios (Druker et al., 2001).

En 1998, Hirota y colaboradores (Hirota et al, 1998) publican su observacién de la
presencia de mutaciones en el proto-oncogén c-kit en cinco casos de tumor estromal
gastrointestinal, conocidos universalmente como GIST por las iniciales en inglés de su
denominacion (Gastrointestinal Stromal Tumor), siglas que emplearemos de manera
preferente en lo sucesivo. Estas mutaciones, localizadas todas ellas en el exon 11, que
codifica el dominio yuxtamembrana de la proteina sintetizada a partir del gen denominada
KIT, se traducian en un aumento en la funcion de esta proteina, que actia también como
una enzima tirosin-quinasa. Pronto se propuso la hipdtesis de que estas mutaciones, que
comportaban la activacion constitutiva de KIT, podian ser un paso decisivo en la patogénesis
del GIST, al igual que sucede con la t(9; 22) en la LMC. Simultaneamente, se comprobd que
STI-571 no era un inhibidor completamente especifico de la proteina de fusién BCR-ABL,
pues también bloqueaba la actividad enzimatica de, al menos, otras dos proteinas
transmembrana: Platelet-Derived Growth Factor Receptor a (PDGFRA) y la mencionada KIT.
El primer intento de tratamiento de un caso de GIST con STI-571, en una mujer con
enfermedad ampliamente diseminada en la que ya habian fracasado las terapias
convencionales, fue abordado en Finlandia en el afio 2000 (Joensuu et al., 2001). A las pocas
semanas de comenzar la administracion oral de 400 mg diarios de STI-571, se registrd una
respuesta clinica objetiva contundente, que se mantuvo mas de 18 meses. Actualmente, el
mesilato de imatinib se ha convertido en el tratamiento de eleccién del GIST maligno
recidivante o metastatico, una enfermedad que en esencia era completamente resistente a

cualquier terapia sistémica antes del descubrimiento del Glivec (Berthet et a/,1999; Dagher
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et al., 2002; Demetri et al., 2002; Van Oosterom et al., 2001).

Toda esta serie de acontecimientos, extraordinariamente rapida, condujo a una
explosion de interés renovado por el GIST, una neoplasia relegada y casi ignorada hasta
hace poco tiempo en la literatura médica, con la posible excepcién de las publicaciones
anatomopatoldgicas, quizas no tanto por su aparente infrecuencia como por la carencia de
opciones terapéuticas eficaces. Una demostracion muy expresiva de este redescubrimiento
del GIST por parte de la investigacién biomédica es el nimero de publicaciones que incluyen
en su titulo cada afio los términos gastrointestinal stromal tumor, con datos recogidos de la

pagina web PubMed v reflejados en la Figura 1.
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FIGURA 1. Numero de articulos, por afio de publicacion, que incluyen en su titulo los términos gastrointestinal

stromal tumor; segun Pub Med (http://www.ncbi.nIm.gov/entrez/query.fcgi).

El presente estudio pretende inscribirse en este renacimiento del interés de la
comunidad cientifica y médica por el GIST, explorando la rentabilidad de las matrices de

tejidos (tissue microarrays) en su valoracion diagnodstica y prondstica.
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I.1 TUMOR ESTROMAL GASTROINTESTINAL (GIST)

I.1.1 ESBOZO HISTORICO

Las primeras descripciones sistematicas de los tumores mesenquimales surgidos a
partir del tracto gastrointestinal datan de la quinta década del pasado siglo (Stout, 1962).
Desde estos trabajos pioneros, y durante muchos afios, se mantuvo la creencia de que todos
estos tumores eran neoplasias originadas en el musculo liso o, al menos, su diferenciacion
era en el sentido de adquirir, en mayor o menor medida, rasgos morfoldgicos del misculo
liso. En consecuencia, la terminologia empleada reflejaba esta suposicion y fueron
designados como leiomiomas o leiomiosarcomas cuando estaban compuestos por células
fusiformes; y leiomioblastomas benignos o malignos (o leiomiomas y leiomiosarcomas

epitelioides) cuando la poblacion celular era mayoritariamente epitelioide.

La aplicacién sistematica de la microscopia electrénica al estudio de las neoplasias
humanas en los primeros afios setenta demostré que las evidencias ultraestructurales de
diferenciacion muscular lisa no eran convincentes, o eran incompletas, en la gran mayoria de
los tumores mesenquimales del tracto gastrointestinal (Appelman y Helwig, 1977). Esta
impresion fue confirmada con la difusion de la inmunohistoquimica en los primeros afnos de
la década siguiente. Estos estudios mostraron que las células neoplasicas en muchos de
estos tumores carecian de un inmunofenotipo compatible con un origen muscular. Los
nuevos datos acumulados condujeron a Mazur y Clark en el afio 1983 a proponer la
denominacién genérica, y menos comprometida con la histogénesis, de “tumor estromal”
(Mazur y Clark, 1983). En una publicacion algo posterior, referida a los tumores
mesenquimales del tubo digestivo en la neurofibromatosis de Von Recklinghausen, ya se
emplea la denominacién completa que haria fortuna de “tumor estromal gastrointestinal”
(gastrointestinal stromal tumor), y sus siglas inglesas GIST (Schaldenbrand y Appelman,
1984). Estos mismos autores, y otros de manera casi simultanea, también percibieron que
una porcién no desdenable de los tumores estromales del tracto gastrointestinal mostraban
rasgos ultraestructurales de diferenciaciéon schwanniana o neural, con expresion de antigenos
de la cresta neural tales como la proteina S-100 o la enolasa neuro-especifica. En un

pequefio grupo de tumores estos rasgos ultraestructurales eran tan destacados que sus
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componentes remedaban las células neurales del plexo mientérico auténomo, y fueron
designados con el nombre de plexosarcomas por Herrera y colaboradores (Herrera et al.,
1984; Herrera et al, 1989). Posteriormente, estas lesiones se conocieron mas ampliamente
como tumores gastrointestinales de los nervios autondmicos, GANTs a partir de sus siglas
inglesas (gastrointestinal autonomic nerve tumors) (Donner, 1997; Lauwers et al, 1993; Lee
et al., 2001; Schmid y Wegmann, 2000).

En los primeros afos noventa la confusién derivada de estas incertidumbres
histogenéticas era considerable. Uno de los principales textos de Patologia Quirdrgica de esos
anos (Rosai, 1996) dividia a los tumores estromales, ya conocidos universalmente como
GISTs, en cuatro categorias en funcién de su diferenciacién o fenotipo juzgado a partir del
estudio por inmunohistoquimica y/o microscopia electronica, y adaptando una clasificacion

publicada previamente (Erlandson et a/,, 1996):

1. Tumores con diferenciacion hacia célula de musculo liso.

2. Tumores con diferenciacién a elementos neurales (GANTS).
3. Tumores con diferenciacion dual, muscular lisa / neural.
4

Tumores que carecen de rasgos de diferenciacion.

Todas las lesiones situadas en las categorias 2, 3 y 4 antes mencionadas se debian
considerar malignas o, al menos, potencialmente malignas. A los tumores que mostraban
diferenciacion muscular se les debia aplicar una valoracion prondstica parecida a la de los
tumores de musculo liso de otras localizaciones, como el cuerpo uterino, en el que aparecen
con mucha frecuencia. Asi, se podian identificar lesiones benignas, borderline o malignas en
funcion de criterios morfolégicos tales como el nimero de mitosis y el tamaio,

fundamentalmente.

Aqui debemos resefar que la Ultima y muy reciente edicién de este mismo tratado de
Patologia Quirdrgica (Rosai, 2004) mantiene la division de los GISTs en estas cuatro
categorias basadas en los rasgos fenotipicos - inmunohistoquimicos y ultraestructurales - de

los tumores, pero despojandolas ya de cualquier implicacion prondstica.

Un hallazgo muy relevante, que facilitd el complejo diagndstico del GIST, fue la
constatacion de la frecuente expresion inmunohistoquimica del antigeno CD34 en estos
tumores, comprobandose que era el mejor y mas reproducible marcador en su diagndstico
(Miettinen et al., 1995; Mikhael et al., 1994). Sin embargo, pronto decayd el entusiasmo

inicial al constatarse que la sensibilidad de este anticuerpo en el diagnostico del GIST era
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relativamente baja, pues el porcentaje de tumores que se tifien con CD34 no supera la cifra
del 70%, sin olvidarnos de los conocidos problemas de especificidad del CD34 derivados del
amplio espectro de neoplasias en el que se manifiesta una inmunotincién positiva, con lo que

este marcador perdi6 buena parte de su valor.

Asi, hasta que los mas recientes descubrimientos genéticos y moleculares
contribuyeron a clarificar la situacion, podian definirse dos aproximaciones dicotdmicas a los
problemas diagndsticos planteados por los GISTs. La primera escuela tendia a agrupar todos
los tumores mesenquimales del tubo digestivo bajo la denominacién genérica de GIST,
soslayando las diferencias inmunofenotipicas entre algunos de ellos. Esta linea de
pensamiento tenia el inconveniente de incluir a los verdaderos tumores de musculo liso,
schwannomas y otras lesiones bajo este epigrafe. La segunda aproximacién intentaba
identificar un grupo de lesiones diferentes de los verdaderos tumores de musculo liso y los
schwannomas. Aunque esta Ultima interpretacién parecia mas certera, la gran variacion de
patrones microscopicos y la carencia de un marcador especifico hacia que el diagndstico de

GIST fuera poco reproducible.

Precisamente, una consecuencia extremadamente importante de la investigacion
molecular y genética en el GIST - cuyos hitos fundamentales serdn comentados mas
adelante - fue la posibilidad de disponer de un marcador inmunohistoquimico que identifica
de manera consistente este tipo de tumores: la proteina KIT (CD117), cuyo papel es tan
relevante que actualmente estd en discusidon si la inmunoexpresion para KIT debe entrar

incluso en la propia definicién de GIST.

I.1.2 DEFINICION DE GIST

El debate en torno a si el uso del término “tumor estromal gastrointestinal” debe
limitarse exclusivamente al grupo de neoplasias mesenquimales intraabdominales que
muestren un inmunofenotipo KIT (CD117) positivo no parecia estar resuelto hasta muy
recientemente. En algunas de las series publicadas, la expresion de CD117 era un requisito
para la inclusién de los casos (Hasegawa et al., 2002), y ésta parecia consolidarse como la
tendencia de la mayoria de los grupos que trabajaban en este campo. Pero también se

aceptaba que podian existir algunas excepciones - muy infrecuentes - a la norma general de
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positividad para CD117 (Fletcher et al, 2002°). Estas excepciones corresponderian a los

tumores con las caracteristicas anatémicas e histopatoldgicas tipicas del GIST, pero que:

1. Tengan una inexpresividad inmunohistoquimica universal, debido a artefactos de
fijacion, calor excesivo en el procesamiento, almacenamiento prolongado de cortes sin tefir,

etc.

2. La biopsia sea realmente negativa para CD117 por error de muestreo, como

puede suceder con biopsias pequefias obtenidas con aguja.

3. El tumor haya dejado de expresar CD117 por algun tipo de evolucién clonal, que

puede estar relacionada con el tratamiento con imatinib.

4. Es posible que exista un pequefio porcentaje de tumores tipicos que carezcan de
mutaciones en c-kit y/o expresion de KIT. Se propuso en su momento que estas lesiones
excepcionales fueran denominadas “neoplasia estromal fusocelular (o epitelioide) compatible
con GIST” (Fletcher et al., 2002%).

Recientemente el abordaje de este problema se ha modificado al comprobarse la
verdad de este Ultimo punto, pues realmente existe un nimero no despreciable de genuinos
GISTs sin mutaciones en el gen c-kit'y algunos de éstos muestran, sin embargo, mutaciones
en el gen que codifica el PDGFRA (Heinrich et a/,, 2003°; Hirota et a/., 2003). Esto sucede en
torno al 5% de los GISTs y estos tumores no expresan CD117 en el estudio IHQ, pero
pueden responder igualmente al tratamiento con imatinib. Por ello, aunque la inmunotincién
para CD117 ocupa un lugar central en el abordaje diagndstico del GIST, ya no se considera
absolutamente imprescindible para realizar tal diagnostico. Sobre la base de estos nuevos
hallazgos, se ha propuesto una definicién de la entidad por la que son GISTs los “tumores no
epiteliales (mesenquimales) intraabdominales que expresan la proteina KIT o que tienen una
mutacion activadora en un gen de un receptor tirosin-quinasa de clase III (KIT o PDGFRA)”
(Joenssu y Kindblom, 2004).

Algunos expertos consideran que los rasgos clinico-patoldgicos de la mayoria de los
GISTs estan tan bien definidos que es posible el diagndstico de estos tumores, e incluso su
categorizacion en lesiones benignas y malignas, sin la ayuda de la inmnohistoquimica
(Trupiano et al, 2002). No obstante, el consenso general es que la inmunotincién para
CD117 debe realizarse como elemento confirmador, que ademas facilitard informacion de

interés terapéutico porque selecciona los casos potencialmente sensibles al tratamiento con
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imatinib. Como sucede con todas las técnicas inmnuohistoquimicas, los resultados deben
valorarse en su contexto morfoldgico, pues se han descrito otras neoplasias que expresan
KIT (Gibson y Cooper, 2002; Hornick y Fletcher, 2002; Lucas et al, 2003; Miettinen et al,
2000%; Sarlomo-Rikala et a/., 1998).

En este trabajo hemos aplicado de manera no estricta los resultados de la
inmunotincion para CD117, incorporando a la serie aquellos tumores abdominales CD117
negativos que satisfacen los criterios diagndsticos clinico-patolégicos consolidados en la

literatura, tras excluir las neoplasias de musculo liso y los schwannomas.

I.1.3 CARACTERISTICAS CLINICO - PATOLOGICAS

I1.1.3.1 CLINICA. Es muy dificil dar cifras fiables de la incidencia de este tumor por
la carencia de registros especificos, pero los datos mas antiguos daban una horquilla que
oscilaba entre 1 y 10 pacientes nuevos por 1.000.000 habitantes y afo, para los casos
detectados clinicamente y no encontrados por azar en el transcurso de otras intervenciones
quirtrgicas (Fletcher et a/, 2002?%). La tasa de diagndsticos de GIST se ha incrementado en
los Ultimos afios no por un aumento real en su incidencia, sino por el uso rutinario y
consolidado de un test reproducible y fiable, como es la inmunotincién para CD117, y asi un
estudio muy reciente (Kindblom et a/, 2002) da una cifra de incidencia de 14,5 casos nuevos
por millén de habitantes y afio, con una prevalencia de 129 pacientes portadores de un GIST
por millén de habitantes. El rango de edad en el momento del diagndstico suele situarse
entre la quinta y novena década de vida, con una mediana en los 67 afos (Kindblom et a/,
2002), aunque se han descrito casos en edad pediatrica (Cypriano et a/., 2004), e incluso un
caso congénito (Bates et al, 2000). La incidencia es levemente mayor en el vardn que en la
mujer (DeMatteo et al., 2000) o idéntica en ambos sexos (Kindblom et a/., 2002; Miettinen et
al., 2000%).

El espectro de posibilidades en la presentacion clinica del GIST oscila desde el
descubrimiento casual, en el transcurso de endoscopias o de procedimientos quirtrgicos por

otros motivos, de nddulos pequefios — habitualmente benignos - situados en la pared del
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tubo digestivo; hasta las grandes masas tumorales de naturaleza obviamente maligna y con
clinica florida. A menudo, el tumor es clinicamente silente hasta que alcanza un tamaino
suficiente para causar molestias y dolor abdominal, o puede ser detectado como una masa
palpable. Entre una cuarta parte y la mitad de los casos se presenta a través de episodios de
hemorragia aguda en el tracto gastrointestinal o en la cavidad peritoneal (DeMatteo et a/,
2000). Los GISTs pequeiios se detectan mas a menudo en el estdmago y recto, mientras que
en el intestino delgado son mas frecuentes los sarcomas avanzados (Miettinen et a/, 2002?).
En un amplio estudio poblacional reciente (Kindblom et a/, 2002), el 69% de los GISTs
fueron sintomaticos y el 21% fueron descubiertos casualmente. El 10% restante fueron
hallazgos de autopsia. Adicionalmente, este trabajo muestra la relacion directa entre estos
datos clinicos y el tamafio de los tumores. Asi, el diametro mayor medio de los GISTs
sintomaticos es de 6 cm (1-35 c¢cm), el de los encontrados de modo casual es de 2 cm (0,5-10

cm), y los descubiertos en necropsias es de 1,5 cm (0,5-10 cm).

La inmensa mayoria de los GISTs aparecen esporadicamente, no asociados a
procesos sindrémicos hereditarios. Sin embargo, los pacientes con neurofibromatosis de Von
Recklinghausen (neurofibromatosis tipo 1) tienen una mayor predisposicion a padecer GISTs
(Fuller y Williams, 1991; Schaldenbrand y Appelman, 1984), pero estos tumores no parecen
mostrar mutaciones en el gen c-kit (Kinoshita et a/, 2002). También el GIST es uno de los
elementos de la llamada triada de Carney, junto con los condromas pulmonares y los
paragangliomas extraadrenales (Carney, 1999). Mas recientemente, el propio Carney ha
descrito un cuadro de asociacién exclusiva de paraganglioma y GISTs multiples (Carney y
Stratakis, 2002). Finalmente, en miembros de familias con mutaciones en linea germinal del
gen c-kit, los pacientes afectos desarrollan GISTs, por lo general miltiples, a lo largo del
tubo digestivo, ademas de mostrar alteraciones en la pigmentacion cutanea o clinica de
urticaria pigmentaria (Hirota et a/, 2000; Maeyama et al, 2001; Nishida et al, 1998;
O 'Brien et al, 1999). La ultima aportacion en este campo es la descripcion de una familia
con GISTs mlltiples en varios de sus miembros que eran portadores de una mutacién en
linea germinal en el gen PDGFRA (Chompret et al., 2004).

1.1.3.2 PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS. La tomografia computerizada (TC)
con contraste es el método de eleccidn para etiquetar una masa abdominal, y permite
evaluar su extension y determinar si existe o no enfermedad metastatica. El aspecto habitual

de los GISTs en las imagenes de la TC es el de una masa solida que se refuerza
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intensamente con el contraste intravenoso. La intensificacion con el contraste suele ser
homogénea (Lee et al, 2004). Los tumores grandes, mayores de 10 cm de diametro, son
mas complejos debido a la frecuente necrosis, hemorragia, u otros cambios degenerativos
(Conlon et al, 1995). El origen concreto de la masa puede ser dificil de determinar,
especialmente cuando el crecimiento es exofitico. La Unica variable que, en las imagenes de
TC, se asocia de modo significativo con un comportamiento clinico agresivo en los GISTs es
el tamafio tumoral. Ni la presencia de ulceracion de la mucosa, de infiltracion de la grasa
mesentérica o de una aparente invasion directa de drganos vecinos permite identificar
positivamente los GISTs malignos (Kim TW et a/, 2004), con la excepcién logica de la

deteccidn de metastasis hepaticas.

Por la situacion relativamente profunda de los GISTs en la pared del tubo digestivo,
las biopsias endoscopicas usuales no permiten obtener con frecuencia el suficiente tejido
para llegar a un diagndstico concluyente. La ecografia endoscopica es hoy uno de los
procedimientos mas adecuados para la categorizacion de las lesiones tumorales submucosas
situadas en las areas accesibles del tubo digestivo (Palazzo et al, 2000). Ademas, mediante
esta técnica pueden realizarse biopsias dirigidas de mayor tamafo o punciones citoldgicas
con aguja fina, lo que incrementa las posibilidades de alcanzar un diagndstico patoldgico

prequirdrgico (Vander Noot et a/., 2004).

I1.1.3.3 LOCALIZACION. El organo en el que, con diferencia, se encuentran mas
GISTs es el estdmago. La gran serie poblacional de origen noruego publicada en 2002
(Kindblom et al, 2002) y que incluye tan solo GISTs con un diagndstico realizado aplicando
los criterios mas recientes, da las siguientes cifras: estdbmago - 57%, intestino delgado -
33,5%, colon / recto - 6,5%, retroperitoneo - 0,5%, epiplon / mesenterio y otros - 2,5%.
Una serie muy amplia también reciente - que comprende 171 casos de una sola institucion -
incluia 145 tumores gastricos (84,8%), localizacién a la que seguian en frecuencia el
intestino delgado con 18 casos (10,5%), el recto con 6 (3,5%) y, finalmente, el eséfago con
2 tumores (1,2%) (Hasegawa et a/., 2002). Hay que tener en cuenta que esta serie procede
de Japon, un pais donde se realizan muchas mas endoscopias altas que en Occidente a
causa de la alta incidencia de cancer gastrico en ese pais. De hecho, la mayoria de estos
casos de GIST (62,6%) se detecto a través de una exploracion endoscépica en ausencia de
sintomas, lo que supone un sesgo en relacién con las cifras aportadas por los estudios

europeos 0 americanos, en los que los GIST se diagnostican mayoritariamente tras el
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desarrollo de sintomas.

Una gran serie de todos los tumores gastrointestinales calificados como musculares
lisos recuperados del archivo del Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas americanas
(AFIP), y que incluia una minoria de verdaderos leiomiomas o leiomiosarcomas (Emory et al.,
1999), comprendia 1004 casos. De ellos, 53 eran esofagicos (5,3%), 524 tumores eran
gastricos (52,1%), 252 tumores se localizaban en el intestino delgado (25,1%), 108 casos en
el grueso (10,8%), y 67 tumores (6,7%) en otros puntos del abdomen (epiplon, peritoneo,

mesenterio).

La serie de GISTs del Complejo Hospitalario de la Universidad de Santiago (CHUS) -
publicada recientemente e incorporada a este estudio (Abdulkader et a/, 2002) - consta de
34 tumores, de los que 3 son esofagicos (8,8%), 19 son gastricos (55,9%), 8 son del

intestino delgado (23,5%), y 4 son del intestino grueso (11,8%).

Un punto especialmente relevante, mencionado en las cifras anteriores y con
repercusiones en las teorias histogenéticas aplicadas a esta neoplasia, es la aparicion
relativamente frecuente de GISTs en territorios intraabdominales no directamente vinculados
al tubo digestivo tales como el epiplon, el mesenterio o, incluso, el retroperitoneo (Miettinen
et al, 1999°; Reith et al, 2000, Yamamoto et al., 2004). Estos tumores son idénticos desde
todos los puntos de vista — morfoldgico, inmunohistoquimico, genético-molecular y

terapéutico — a los GISTs ordinarios (Yamamoto et a/., 2004).

Finalmente, se han descrito en los Ultimos afios — casi siempre con el formato de
“aportacidon de un caso” — ejemplos de GISTs en otros organos, tales como el apéndice cecal
(Miettinen y Sobin, 2001), la faringe (Siddiq et a/., 2004), la vesicula biliar (Peerlinck et al.,
2004), el higado (Hu et al,, 2003) y el pancreas (Yamaura et al., 2004).

I1.1.3.4 HISTOPATOLOGIA. El patrén microscopico de la inmensa mayoria de los
GISTs encaja en alguna de estas tres categorias: tipo fusocelular (70%), tipo epitelioide
(20%), o tipo mixto (10%) (Corless et al, 2004, Fletcher et al, 2002%). Pueden observarse
ocasionalmente algunos otros patrones, tales como tumores mixoides, lesiones con una
arquitectura en nidos o cordones que recuerden a un paraganglioma o a un carcinoide, e
incluso tumores compuestos por células en “anillo de sello” (Suster y Fletcher, 1996). El

pleomorfismo nuclear suele ser tan solo discreto o moderado, y la existencia de una marcada

19



Tumor estromal gastrointestinal

variacién en tamaiio y forma nuclear debe hacer pensar en otras neoplasias tales como un
leiomiosarcoma (Fletcher et alk, 2002%). También son habitualmente escasas las mitosis
convirtiéndose en una dificil tarea su contabilidad, e incluso los GISTs obviamente malignos

no superan casi hunca una cifra de 50 mitosis por 50 campos de gran aumento.

Los GISTs fusocelulares estan constituidos por células bastante monomorfas
agrupadas en fasciculos cortos mal definidos u ovillos. No es raro ver una disposicién en
empalizada, de llamativo aspecto schwanniano. Los citoplasmas son siempre mas palidos que
los de las células musculares lisas, aunque también son fibrilares y con limites imprecisos.
Los nucleos tienden a ser monomorfos, y menos elongados que los de las células musculares
lisas, con las que comparten la presencia ocasional - en alrededor del 5% de los casos - de
llamativas vacuolas citoplasmaticas en posicién paranuclear. La colagenizacion estromal suele

ser escasa, pero pueden verse numerosos vasos de paredes finas y focos de hemorragia.

Los GISTs epitelioides estan constituidos por células redondas o poligonales con
citoplasmas claros o eosindfilos. Los nulcleos también suelen ser uniformes, redondos u
ovoides, aunque la atipia nuclear o la multinucleacion se ven mas a menudo en los GISTs
epitelioides (Corless et al, 2004). Estos tumores pueden confundirse mas facilmente con
neoplasias epiteliales o melanociticas a lo que contribuye, ademas de las caracteristicas

citolégicas mencionadas, su habitual disposicion en nidos.

En los GISTs mixtos pueden verse tanto transiciones abruptas entre los dos patrones
principales, como una mezcla compleja de elementos fusocelulares y epitelioides. Otra

posibilidad es que esté compuesto por células ovoides de aspecto intermedio.

El 5% de los GISTs muestran un estroma mixoide extenso y prominente, a veces
acompanado de degeneracion quistica. En el 10-20% de los casos, con mayor incidencia en
las lesiones del intestino delgado e independientemente de su patrén, se observan las
llamadas fibras esquenoides (Min, 1992; Segal et al, 1994), estructuras fibrilares o hialinas
fuertemente eosindfilas, compuestas por ovillos nodulares de fibras de colageno. Son PAS
positivas y no tienen un significado histogenético, aunque se consideraron en el pasado un

marcador de diferenciacion neural.

1.1.3.5 INMUNOHISTOQUiMICA. Como ya se menciond anteriormente, la

inmunotincion positiva para KIT se ha convertido en un verdadero test diagnostico en el
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GIST, con pocas excepciones a esta norma general (cuando nos refiramos a la tincion
inmunohistoquimica, en lo sucesivo emplearemos preferentemente el término CD117, que es
la denominacién antigénica de la proteina KIT). Sin embargo, todavia no esta plenamente
establecido qué se debe entender por una inmunotincién positiva, admitiéndose de modo un
tanto impreciso que la expresion citoplasmatica de CD117 sera fuerte, inequivoca y difusa
(Fletcher et al, 2002%). La tincién es citoplasmatica pero en los GISTs, a diferencia de otras
neoplasias que pueden expresar CD117, debe mostrar un componente o refuerzo de
membrana celular (Rosai, 2004). En alrededor de la mitad de los casos puede observarse un
patron de tincién en gota citoplasmatica (“patron Golgi”), sblo o coexistiendo con el mas
comun patron difuso con refuerzo membranoso. En un reducido porcentaje de los GISTs la
expresion de CD117 es muy focal, con tincién del 5-20% de las células, una fuente de

errores potenciales cuando se dispone sélo de biopsias pequeias.

Dada la importancia diagnéstica e incluso terapéutica de la inmunopositividad para
CD117 - que podria seleccionar los pacientes susceptibles de ser tratados con imatinib - es
extremadamente importante evitar los falsos positivos y falsos negativos (Fletcher, 2001). En
un analisis de la expresiébn de CD117 en una serie de 365 sarcomas, se encontrd una
inmunotincion positiva - generalmente focal - en algunos tumores; en concreto, en 2 de 20
condrosarcomas mixoides extraesqueléticos, en 4 de 20 sarcomas de Ewing / tumores
neuroectodérmicos primitivos periféricos, en 3 de 5 schwannomas melandticos, en 4 de 20
melanomas metastasicos, y en 5 de 20 angiosarcomas (Hornick y Fletcher, 2002). Los
autores refieren que estos resultados son diferentes de los comunicados en otros estudios
previos, lo que subraya la importancia de la eleccién del anticuerpo y las condiciones
experimentales en que se realiza la tincion. En lo que respecta a CD117, la reproducibilidad
de la tincién vy la eliminacion de reacciones inespecificas es fundamental (Hornick y Fletcher,
2003). Tanto es asi, que se ha llegado a proponer la estandarizacion plena de la técnica,
como ha sucedido en parte con el Herceptest destinado a semicuantificar la amplificacion de
Her-2 en el carcinoma de mama, aunque esta posibilidad ha sido fuertemente criticada por
Fletcher (Fletcher y Fletcher, 2002). Este autor fundamenta su critica en cinco puntos: la
existencia comprobada de GISTs carentes de mutaciones en c-k/it, la existencia de GISTs
genuinos con mutaciones en PDGFRA, la existencia de otros sarcomas CD117 positivos, la
imposibilidad de lograr una estandarizacion satisfactoria de ésta o de cualquier otra
inmunotincidn, y la inevitable subjetividad de la interpretacion de los resultados. No
obstante, es evidentemente necesario lograr al menos una homogeneidad de resultados

dentro de cada laboratorio y para ello los anticuerpos utilizados deben ser cuidadosamente
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titulados, usando controles adecuados positivos y negativos. A pesar de todas estas
precauciones, existe un pequefio porcentaje de GISTs inequivocos — en torno al 5% - que

seran negativos para CD117 (Corless et al., 2004).

Teniendo en cuenta la presencia no infrecuente de GISTs en los tejidos blandos del
abdomen - tales como el mesenterio, epiplon, etc. - y también en el retroperitoneo, es decir,
en areas no directamente vinculadas al tubo digestivo (Miettinen et al., 19997, Reith et al.,
2000, Yamamoto et al., 2004), parece conveniente realizar una inmunotincion para CD117 en
los tumores mesenquimales que surjan en estos territorios. Sin embargo, aplicando el criterio
central que debe regir la valoracion de todos los estudios inmunohistoquimicos, el resultado
con éste y los demas anticuerpos utilizados debe ser evaluado juiciosamente, es decir, debe
ser integrado en el conjunto de los datos clinico-patoldgicos disponibles y no debe

contradecirlos de manera flagrante.

El primer anticuerpo que mostrd cierta utilidad practica en el diagnéstico del GIST
fue el CD34 (Mikhael et al, 1994, Miettinen et al, 1995), el antigeno de las células
progenitoras hematopoyéticas que también se expresa en las células endoteliales y en
algunos fibroblastos. Pero, tras el entusiasmo inicial, se comprobd que su sensibilidad era
relativamente baja pues solo se observaba inmunorreactividad en el 60-70% de los GISTs
(Miettinen y Lasota, 2000), aunque en un estudio reciente el porcentaje de casos positivos
con este marcador se elevd al 91,2% (Hasegawa et a/., 2002). Otro inconveniente es su baja
especificidad pues se expresa en otros muchos tumores mesenquimales, tales como las
neoplasias vasculares, el tumor fibroso solitario, etc. La expresion de CD34 varia ligeramente
en funcion de la localizacion del tumor, con positividad mas frecuente en los GISTs gastricos,
esofagicos y rectales (Hasegawa et al, 2002; Miettinen y Lasota, 2001). Es interesante
resefar que la expresion de CD34 parece guardar una relacion inversa con la reactividad
para actina musculo-especifica (AME), es decir, los tumores positivos para AME suelen ser
negativos para CD34 (Hasegawa et al., 2002; Miettinen et a/., 2000%).

Aunque entre el 30 y el 40% de los GISTs expresan AME - en particular los tumores
localizados en el intestino delgado - la positividad para desmina, el filamento intermedio de
las células musculares y que es un marcador mucho mas especifico de diferenciacion
muscular, es mucho mas infrecuente (2-5% de los casos) y, cuando se detecta, su expresion
es muy focal con inmunotincién de un nimero pequeno de células (Corless et al, 2004;
Fletcher et al, 2002% Hurlimann y Gardiol, 1991; Miettinen et a/, 2000%). La expresion

nuclear y citoplasmatica de la proteina S-100 en los GISTs verdaderos también es rara,

22



INTRODUCCION

observandose en torno al 5% de los tumores.

El h-caldesmon es una proteina asociada al citoesqueleto, y ligada a la actina, que ha
demostrado ser un buen marcador de las células musculares lisas y de las neoplasias
derivadas de estos elementos. Recientemente se encontrd expresion de esta proteina en el
76,6% de los casos de GIST (Hasegawa et al., 2002).

1.1.3.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA. Los GISTs muestran caracteristicas
ultraestructurales hibridas entre los tumores miogénicos y los tumores con diferenciacion
neuronal pero, sea cual sea la linea de diferenciacion predominante, ésta es siempre
incompleta o abortiva. Erlandson y colaboradores (Erlandson et a/, 1996), en la revisidn mas
exhaustiva de la ultraestructura del GIST, mostraron que en la mayoria de estas lesiones
predominan unos rasgos morfoldgicos que sugieren una diferenciacion muscular lisa
incompleta, esto es, se identifican vesiculas pinociticas, placas densas subplasmalemmales o
microfilamentos con aumentos focales de la densidad. En otros tumores, mas infrecuentes
que los anteriores, parecen dominar las caracteristicas que implican una linea de
diferenciacion hacia elementos neurales, observandose procesos citoplasmaticos largos
similares a axones, que entran en contacto mutuo a través de uniones celulares primitivas,
microtUbulos ocasionales compatibles con neurotibulos, y granulos de tipo neurosecretor.
Estas lesiones son las que recibieron la denominacién de GANT. Habria una tercera categoria
de GISTs que muestran una diferenciaciéon dual hacia musculo liso y hacia elementos
neurales, sin que se detecte un claro predominio de una sobre otra. Finalmente, un pequefio
porcentaje de tumores carece por completo de cualquier evidencia ultraestructural de

diferenciacion.

En un interesante trabajo (Yantiss et al., 2002), se describe una cierta variacién en
estas tendencias en funcién del origen del tumor. Asi, en las lesiones gastricas y epiploicas es
mas comun la diferenciacién muscular; mientras que en los tumores surgidos del intestino
delgado se observan procesos complejos interdigitantes y otros datos morfolégicos asociados
a una estirpe neuronal. Los GIST coldnicos tienden a ser mas indiferenciados, con rasgos
incompletos de diferenciacion miogénica, neuronal o fibroblastica. En conjunto, esta
morfologia ultraestructural es similar a la de las células intersticiales de Cajal (CIC). Algunos
estudios ultraestructurales de los Ultimos afios todavia sostienen, en contra del parecer

general, la existencia del GANT como entidad diferente y distinguible del GIST (Eyden et al.,
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2002).

1.1.3.7 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL. Del amplio espectro de cuadros
histopatoldgicos posibles en el GIST se deduce que el diagndstico diferencial sera igualmente
amplio y complejo. Como es natural, las alternativas habituales al diagnédstico de GIST -
sobre todo cuando es de tipo fusocelular - son los otros dos grandes tipos de neoplasias
mesenquimales que pueden asentar en el tubo digestivo: los tumores de musculo liso y los
tumores de estirpe schwanniana. Los leiomiomas sélo son claramente mas frecuentes que los
GISTs en los dos extremos del tubo digestivo, es decir, en el eséfago y entre las lesiones
colorrectales dependientes de la muscularis mucosae (Miettinen et al., 2001°), son muy raros
en el estdmago y virtualmente inexistentes en el intestino delgado. Estos tumores suelen
mostrar una densidad celular menor, con un patron fasciculado mejor definido, citoplasmas
fibrilares intensamente eosindfilos y nucleos elongados de extremos romos. Aunque los
nucleos suelen ser bastante uniformes, no es extrano ver ejemplos con un pleomorfismo e
hipercromatismo nuclear llamativo, presente en los leiomiomas benignos denominados
“bizarros”. Los infrecuentes leiomiosarcomas del tubo digestivo son tumores de
caracteristicas morfolégicas obviamente malignas, de alto grado histoldgico y con numerosas
figuras de mitosis, rasgos poco comunes en la mayoria de los GISTs. En lo que atafie al
estudio inmunohistoquimico, practicamente todos los leiomiomas — y los leiomiosarcomas —

expresan contundentemente la desmina y la AME, y son siempre negativos para CD117.

Los muy infrecuentes schwannomas surgidos a partir de la pared del tubo digestivo,
descritos sobre todo en el estdbmago (Daimaru et al, 1988; Prevot et al, 1999; Sarlomo-
Rikala y Miettinen, 1995) y en el colon-recto (Miettinen et a/, 2001°), pueden mostrar un
patrén fusocelular, epitelioide o plexiforme. Los rasgos de valor diagndstico son la existencia
en los schwannomas de un manto linfoide periférico y/o un infiltrado linfoide difuso, una
mayor heterogeneidad celular que en los GISTs, una atipia nuclear focal, y un patrén
microtrabecular igualmente focal. El schwannoma suele expresar la Proteina Glial Fibrilar
Acida (Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP), ademas de la S-100.

Otros tumores implicados en el diagndstico diferencial son el tumor fibroso solitario,
la fibromatosis, el tumor fibroide inflamatorio y el tumor glémico. El tumor fibroso solitario es
susceptible de llevar a errores diagndsticos porque también suele expresar CD34; sin

embargo, su colagenizacion intensa y frecuente patréon hemangiopericitoide deben facilitar su
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identificacion ademas de, naturalmente, su negatividad para CD117 (Shidham et a/., 2002).
Con la fibromatosis (tumor desmoide) mesentérica los problemas pueden ser incluso
mayores porque estas lesiones tienen la capacidad de infiltrar la pared del tubo digestivo,
entrando en contacto con la muscular propia como sucede en el GIST, y también se tifien
con frecuencia con CD117 (Lucas et al, 2003; Rodriguez et al., 2004; Yantiss et al., 2000).
De nuevo, la abundancia relativa de colageno, el patrén fasciculado mas definido, las células
mas elongadas - con nlcleos de extremos afilados — o bien de contornos estrellados, y el
infiltrado linfocitario perivascular son caracteristicas de la fibromatosis que no suelen verse
en el GIST. Ademas, el patrén de tincidn con CD117 en la fibromatosis es puramente
citoplasmatico y débil, mientras que en el GIST la tincion es mas intensa y extensa, con un
fuerte componente de membrana (Rosai, 2004). Los estudios genéticos realizados en las
fibromatosis han demostrado la frecuente existencia de mutaciones en el gen APC —de la
poliposis colonica familiar (Alman et a/, 1997) - o en el gen que codifica la B-catenina
(Tejpar et al, 1999), con la consecuencia de una acumulacion de B-catenina en las células
tumorales. Esta acumulacion puede ser detectada por métodos inmunochistoquimicos y ya se
exploré su rendimiento en el diagnostico diferencial de las fibromatosis mesentéricas,
respecto al GIST y a la mesenteritis esclerosante, comprobandose que la tincion para B-
catenina, con una expresion nuclear intensa, es exclusiva de las fibromatosis (Montgomery et
al, 2002). ElI tumor fibroide inflamatorio suele presentarse como una masa polipoide
submucosa en el estdbmago distal o en el intestino y, microscopicamente, muestran una
abundante matriz mixoide con células estrelladas o fusiformes y con un infiltrado inflamatorio

rico en eosinofilos. Aunque también puede expresar CD34, siempre es negativo para CD117.

Otras entidades que deben incluirse en este diagndstico diferencial del GIST
fusocelular son el tumor miofibroblastico inflamatorio, y su variante mas celular y atipica
denominada fibrosarcoma inflamatorio, que son lesiones fusocelulares con infiltrado
linfoplasmocitario que muestran focalmente células grandes con citoplasmas amplios y

nucleos con nucleolos prominentes.

El tumor gastrointestinal de nervio autonémico (GANT), que en otro tiempo se pudo
considerar una alternativa en el diagndstico diferencial del GIST, se sabe hoy que no es mas

que una variante ultraestructural del GIST (Lee et al., 2001; Schmid y Wegmann, 2000).

Los GISTs epitelioides suscitan otros diagndsticos diferenciales, tales como el
melanoma metastatico que puede presentarse como una lesion polipoide submucosa o una

masa transmural grande. Algunos de estos casos excepcionales sélo podran resolverse con la
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ayuda de las inmunotinciones para algunos de los marcadores caracteristicos del melanoma:
HMB-45, Melan-A, etc. También pueden confundirse con carcinomas indiferenciados o con
tumores neuroendocrinos, aunque esto es mas improbable por los patrones diferentes de

crecimiento.

El estudio inmunohistoquimico - y en particular la disponibilidad de un marcador con
la sensibilidad y especificidad del CD117 - ha resuelto parcialmente los problemas
diagnosticos en el GIST. En la Tabla 1 se expone el perfil inmunofenotipico de las principales
neoplasias mesenquimales del tubo digestivo involucradas en el diagndstico diferencial, con

el panel de marcadores mas ampliamente utilizados.

KIT CD34 AME DESMINA S-100 B-CATENINA
(CD117)
GIST + + (60-70%) + (30-40%) Casi nunca Raro (5%) -
Tumor musculo liso - + (10-15%) + + Raro -
Schwannoma - + (Antoni B) - - + -
Fibromatosis -/+ - + (40%) +/- - + (nuclear)

TABLA 1. Diagnostico diferencial de los tumores fusocelulares del tracto gastrointestinal. Estudio
inmunohistoquimico (modificado parcialmente a partir de Ftecher CDM et al. Hum Pathol 2002; 33: 459).

Recientemente se ha comunicado la existencia de un nuevo anticuerpo policlonal,
todavia no comercializado, dirigido contra una proteina que se denomina DOGI,
pretendidamente especifica de los GISTs (West et a/, 2004). Esta proteina fue sintetizada a
partir de un cADN (gen FLJ10261) expresado por todos los GISTs estudiados mediante
microarrays de expresion. Los autores afirman que la tincién inmunohistoquimica para DOG1
fue positiva en el 97,8% de los GIST evaluados, incluidos los casos con mutaciones en
PDGFRA y que, por tanto, eran negativos para CD117. La inmunotincion, aparte de su alta

sensibilidad, fue también muy especifica pues solo se detecté en 4 de 438 tumores no GIST.

Otro marcador de gran interés y potencial uso diagndstico es la protein-quinasa C

theta (PKCB), una proteina implicada en la sefalizacion intermedia intracelular, para la que
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se han obtenido anticuerpos utilizables en estudios inmunohistoquimicos (Blay et a/., 2004).
La PKC8 esta incrementada en todos los GISTs evaluados, incluidos los mutantes en PDGFRA

y los que no expresan CD117 (Duensing et a/., 2004%).

1.1.3.8 HISTOGENESIS. Hace ya algunos afios, en 1992, se comprobd que el
receptor KIT es indispensable para el desarrollo del sistema marcapasos gastrointestinal,
pues los ratones carentes de esta proteina (ratones mutantes W) mostraban profundas
alteraciones en la motilidad intestinal (Maeda et al, 1992), pero todavia en ese momento no
se conocia con certeza la célula en la que reside esta funcion. Posteriormente, pudo
establecerse que este papel fisioldgico corresponde a unas células peculiares del tubo
digestivo descritas hace mas de un siglo por Don Santiago Ramén y Cajal: las hoy conocidas
como células intersticiales de Cajal (CIC) (Huizinga et al, 1995; Sanders, 1996). Las CIC
forman una red intrincada en la pared del trato gastrointestinal y se sitian entre los
elementos del sistema nervioso autdnomo, en particular en el plexo mientérico, y las células
musculares lisas facilitando la comunicacion de senales entre uno y otro. Las CIC parecen
derivar de células mesenquimales primitivas, que pueden diferenciarse en musculo liso o en
CIC maduras; para que suceda esto Ultimo es imprescindible la expresion de KIT (Sanders,
1996). Como ya se dijo, la anulacién funcional de KIT en ratones - por alteracion genética o
por medio de anticuerpos especificos - conduce a la ausencia de un compartimento de CIC
en el tubo digestivo, manifestada a través de una aperistalsis, ademas de otras alteraciones
tales como manchas amelanicas cutaneas por trastornos en el desarrollo de los melanocitos
(Huizinga et al, 1995; Maeda et al, 1992; Sanders, 1996).

Todas las CIC expresan inmunohistoquimicamente CD117 y, al menos una
subpoblacion de las mismas, coexpresan CD34 (Robinson et al., 2000). Por otra parte, los
rasgos ultraestructurales de las CIC y de los GIST muestran claras semejanzas. Todos estos
datos llevaron a Kindblom y colaboradores (Kindblom et al, 1998) a sugerir que los GISTs
son en realidad tumores surgidos a partir de la CIC y, en consecuencia, propusieron la nueva
denominacién de tumor de la célula marcapasos gastrointestinal (gastrointestinal pacemaker
cell tumor - GIPACT) para estas lesiones. Basandose en los mismos datos, otros autores
sugieren sustituir la denominacion GIST por la mas directa de “tumor de células intersticiales
de Cajal” (Sircar et al., 1999).

Pero probablemente sea un error identificar la diferenciacion de una neoplasia como
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un punto de partida y no como un punto de llegada, y parece mas prudente asumir que la
innegable similitud entre las CIC y las células neoplasicas del GIST no es la evidencia de una
histogénesis. La hipdtesis vigente actualmente es que los GISTs se originan a partir de
células primitivas (stem cells) CD34 positivas que se sitlan en la pared del tubo digestivo, y
que se diferencian - en un proceso mediado por la activacion constitutiva de la funcion
tirosin-quinasa de KIT - para adquirir un fenotipo de CIC (Wang L et a/, 2000, Sircar et al.,
1999). Ademas, en modelos experimentales animales se ha determinado que las CIC se
diferencian a partir de una célula primitiva, precursor compartido con las células musculares
lisas (Miettinen et al, 1999°).

Juan Rosai defiende una explicacion histogenética incluso mas abierta, y considera
que los GISTs muestran, a nivel neoplasico, el potencial funcional y fenotipico de las células
estromales primitivas normales, en el sentido de que algunas se diferencian hacia una
funcion contractil primaria y otras hacia una funcion transmisora de tipo neural (marcapasos)
como la CIC. Los tumores que siguen la primera via tendran un sesgo de diferenciacion
muscular lisa, mientras que en los segundos existira un predominio de los rasgos neurales
(Rosai, 2004).

En un estudio reciente, se afirma que las CIC nunca expresan CD34 y la reactividad
para este marcador reside realmente en unos fibroblastos especiales muy préximos a las CIC,
pero distintos de éstas (Vanderwinden et al, 1999), postulando la existencia de vinculos
histogenéticos entre estas células y el GIST. Otro trabajo en el mismo sentido investiga la
presencia de nestina en los GISTs y en las CIC, comprobando que se expresa en estos dos
ambitos (Tsujimura et al, 2001). La nestina es un filamento intermedio propio de células
inmaduras (células stem neuroectodérmicas, células progenitoras del musculo esquelético).
También se han descrito células en el epiplon — situadas inmediatamente debajo del
revestimiento mesotelial - que coexpresan CD117, CD34 y SMemb (miosina de cadena
pesada del musculo liso); un fenotipo del que afirman que es idéntico al de las CIC (Sakurai
et al, 2001). Estas células serian uno de los posibles candidatos a ser el origen de los
misteriosos GISTs no vinculados al tubo digestivo (Miettinen et a/., 1999%; Reich et al., 1999;
Yamamoto et al., 2004).
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I1.1.4 PATOLOGIA MOLECULAR DEL GIST

I.1.4.1 EL PROTO-ONCOGEN c-kit Y LA PROTEINA KIT. El proto-oncogén c-it
se localiza en el cromosoma 4 (4q11-12) y codifica una proteina denominada KIT con funcion
de receptor tirosin-quinasa tipo III, englobada en la familia supergenética de las
inmunoglobulinas (Yarden et al, 1987). KIT es una proteina transmembranosa de 135
kilodalton y 976 aminoacidos, cuyo dominio extracelular (497 aminoacidos) tiene cinco
regiones tipo inmunoglobulina, el dominio transmembrana estd compuesto por 23
aminoacidos, y en el dominio intracelular o citoplasmatico (456 aminoacidos) reside la
funcion tirosin-quinasa (TQ) vy tiene un pocket para el adenosin-trifosfato (ATP). La porcién
receptora extracelular se combina con un ligando denominado factor de Steel, factor de

crecimiento de mastocitos o stem-cell factor (Williams et al,, 1990).

La estructura de KIT es muy similar a otros receptores TQ, como el receptor del
factor de crecimiento derivado de las plaquetas o (PDGFRA). La activacion de KIT tiene lugar
en condiciones fisioldgicas cuando dos receptores adyacentes interaccionan al unirse
simultaneamente a un dimero del ligando. Este proceso, denominado homodimerizacion,
conduce a la autofosforilacion de residuos de tirosina de la porcién intracelular del propio
KIT, y a la fosforilacién de otras proteinas, que conjuntamente intervienen en una intrincada
cascada de sefiales celulares implicadas en funciones tales como la proliferacion, adhesion,
apoptosis y diferenciacion (Heinrich et a/, 2002). La expresion de KIT es fundamental para el
desarrollo de las células madre hematopoyéticas, los mastocitos, los melanocitos, las células

germinales y las CIC (Gibson y Cooper, 2002).

La mayoria de los GISTs muestran una activacion permanente o constitutiva de KIT,
es decir, la mutacién en el gen conduce a su dimerizacién espontanea, independiente de la
unién al ligando, con la consiguiente activacion de la funcion TQ (Hirota et a/., 1998). Estas
mutaciones activadoras de KIT parecen jugar un papel central en la oncogénesis del GIST, y

puede ser el primer acontecimiento genético en este proceso.

De hecho, se han descrito algunas familias con mutaciones en linea germinal en el
gen c-kit que desarrollan hiperplasia de las CIC y multiples GISTs, con o sin mastocitosis
cutdnea (urticaria pigmentaria) y trastornos pigmentarios cutaneos (Hirota et a/, 2000;
Maeyama et al, 2001; Nishida et a/, 1998, O Brien et al, 1999). En estos sindromes, los
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GISTs no suelen ser clinicamente relevantes hasta la cuarta o quinta década de vida, lo que
sugiere que la activacion de KIT es suficiente para provocar la hiperplasia de CIC, mientras
que son necesarios acontecimientos moleculares adicionales, probablemente en otros genes,
para causar el verdadero crecimiento neoplasico localizado del GIST. Del mismo modo, hay
numerosas pruebas de que las mutaciones en c-kit preceden a las demas alteraciones
citogenéticas en el origen del GIST, entre ellas el hallazgo de que estas otras aberraciones
cromosoOmicas tipicas, tales como las deleciones en 14q o 22q, cuando se estudian por
cariotipo o hibridacién in situ por fluorescencia (FISH), afectan a una porcién de las células

tumorales, mientras que la mutacién en c-kit es universal (Heinrich et al., 2002).

A pesar de que existe un amplio consenso en torno al papel central jugado por la
activacion de KIT en el GIST, habia grandes variaciones en la frecuencia de las diferentes
mutaciones en c-kit en los primeros estudios realizados, con cifras que oscilaban desde el
21% al 92% de los GISTs evaluados, en trabajos que empleaban la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) seguida de secuenciacién (Hou et al, 2004; Kim TW et al,, 2004; Koon et
al, 2004; Lasota et al, 1999; Rubin et a/,, 2001; Singer et al., 2002; Taniguchi et a/., 1999).
Esta amplia gama de resultados se debia a que en algunas series (Lasota et al., 1999) se
secuencid tan solo un segmento del exdn 11 que codifica el dominio yuxtamembranoso de
KIT, y que es un verdadero hot-spot mutacional, pero hay al menos otros tres dominios en
KIT (exones 9, 13 y 17) con un numero sustancial de mutaciones activadoras. Uno de estos
trabajos (Rubin et a/, 2001), en los que se estudiaron 48 casos de GIST por secuenciacion
sistematica de todo el gen c-kit, demostré la presencia de mutaciones en 44 de estos
tumores (92%), con afectacién del dominio yuxtamembrana (exén 11) en 34 casos (71%).
Ademas, en todos ellos, incluidos los cuatro tumores sin mutacion detectada, se detectd

activacion bioquimica de KIT.

El tipo de alteracion genética en c-kit corresponde con mayor frecuencia a una
delecion in-frame, siendo mas rara la verdadera mutacién puntual de una sola base del ADN
(Lasota et al., 1999). Por otra parte, parece que la mutacion puntual se correlaciona con un
prondstico mejor de la neoplasia que en aquellos tumores en los que existe una alteracion
que, como la delecién jin-frame, implica a muchos aminoacidos de la proteina (Singer et a/.,
2002).
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Mutaciones en KIT

Dominio de enlace con el ligando (Stem Cell Factor)

<— Exén 9 (13%)

Regulacion de la dimerizacidn

Membrana celular

CWiaplesztna Dominio yuxtamembrana  <— Exon 11 (66,1%)

«— Exon 13 (1,2%)

Pocket de ATP — ‘ Dominio TKL

Actividad fosfotransferasa —» ‘ Dominio TK2 < Exdn 17 (0,6%)

FIGURA 2. Esquema de la estructura del receptor KIT, con sefalizacién de los puntos en los que aparecen
mutaciones en los GISTs.

Con la progresiva sistematizacion del estudio mutacional en los GISTs, hoy ya se
conocen mas pormenorizadamente las alteraciones moleculares que subyacen en estos
tumores (Corless et al., 2004). Asi, el porcentaje de tumores que muestran mutaciones en c-
kit oscila entre el 80 y el 85% de los casos. Cuando se detecta mutacién, en el 66,1% de los
tumores sucede en el exon 11, el exdn 9 es el afectado en el 13%, el exén 13 en el 1,2%, y
el exdn 17 en el 0,6% de los GISTs (Figura 2). Las mutaciones en otro gen que codifica una
tirosin-quinasa estructuralmente muy similar, el PDGFRA, alternativas a las mutaciones en c-
kit y mutuamente excluyentes, aparecen en el exon 18 de este gen en el 5,6% de los GISTs,
mientras que afectan al exén 12 en el 1,5% de los tumores. Finalmente, el 12% de todos los
GISTs carecen de mutaciones en ambos genes (wild type), a pesar de realizar una

secuenciacion completa de los mismos.

1.1.4.2 MECANISMO DE ACTUACION DE KIT. En ausencia del ligando (stem cell
factor) KIT es un mondmero sin actividad TQ. La activacion fisioldgica acontece cuando

dimeros del ligando interaccionan con dos moléculas contiguas de KIT, lo que provoca su
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autofosforilacion y, consecuentemente, la fosforilacion de los sustratos sobre los que actia la
quinasa. Los efectos de la activacion de KIT pueden ser modificados por la disponibilidad del

sustrato o por la desfosforilacién de KIT a través de fosfatasas (Heinrich et a/, 2002).

La actividad biologica de KIT parece estar mediada a través de la fosforilacion
activadora de factores de transcripcidn tales como MAPK p42/44, AKT, S6K, STAT1 y STAT3
(Duensing et al., 2004°). Los STATSs (Signal Transducers and Activators of Transcription), que
parecen ser los principales mediadores de la actividad de KIT en condiciones fisioldgicas y en
los GISTs, son los principales constituyentes de una de las vias mas rapidas de sefializacion
intracelular, desde los receptores de superficie al nulcleo, donde alteran la transcripcion de
genes. Los STATs 1, 3 y 5 son los que muestran una relacion mas directa con la oncogénesis
en muchas neoplasias. EI STAT1 parece actuar fundamentalmente como un supresor de
tumores, induciendo la apoptosis y el bloqueo del crecimiento a través de la activacion de las
caspasas y del p21“"', El STAT3, sobre todo, y el STAT5 tienen, por el contrario, un papel
oncogénico. Los genes diana del STAT3, cuya transcripcion estimula, son sobre todo genes a
partir de los cuales se sintetizan proteinas antiapoptoticas tales como Bcl-xI, Mcl-1 y BCL-2, y
genes que producen proteinas asociadas a la proliferacion celular como la Ciclina D1 y c-myc
(Bromberg, 2002).

1.1.4.3 OTROS EVENTOS GENETICO-MOLECULARES. Los estudios iniciales de
hibridacién gendémica comparada en el GIST demostraron, como hallazgo mas constante,
pérdidas de material genético en la region cromosémica 14q, detectadas en el 75% de los
tumores benignos y 62% de los malignos, lo que hizo sugerir a estos autores la posibilidad
de que existiera un nuevo gen supresor en esta region implicado en la diferenciacion y/o
proliferacion de células mesenquimales (El-Rifai ef a/, 1996). Un estudio mas reciente,
empleando la misma técnica, mostrdé una media de 2,6 aberraciones en la copia del ADN en
los tumores benignos, mientras que el nimero medio en los malignos fue de 7,5 y en los
metastasicos de 9, predominando siempre las pérdidas sobre las ganancias en los benignos,

lo que podria ayudar a establecer el prondstico de estos tumores (El-Rifai et a/., 2000).

La aplicacion de un microarray de expresion con 13.826 cADNs humanos (Allander et
al, 2001) ha mostrado, segin sus autores, una gran homogeneidad en el patron de
expresion génica de los 13 GIST estudiados, lo que sugiere que el GIST puede representar la

expansion clonal de una célula progenitora (CIC) tras la mutaciéon activadora de KIT, con
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pocos cambios genéticos adicionales. En otro estudio posterior de disefio similar (Antonescu
et al, 2004), los resultados fueron contradictorios con los previos, pues los 24 GISTs
investigados fueron heterogéneos en funcion de su localizacion, con el hallazgo de diferentes
patrones de expresién génica en los tumores surgidos en el estdmago respecto a los del

intestino delgado.

Como ya se mencion6 anteriormente, uno de los mas recientes y relevantes
descubrimientos en la genética molecular del GIST es la comprobacién de la existencia de
mutaciones en el gen PDGFRA en algunos de estos tumores, en un porcentaje que puede
situarse en torno al 5% de todos ellos. En concreto, Heinrich y colaboradores (Heinrich et al.,
2003°) estudiaron 40 tumores que carecian de mutaciones c-kit y, en 14 de estos casos
(35%), detectaron mutaciones intragénicas activadoras de PDGFRA. Las dos posibles
mutaciones — en c-kit y PDGFRA — son mecanismos oncogénicos alternativos y mutuamente
excluyentes en el GIST, y ambas conducen a la misma activacion de sefiales intermediarias o
a los mismos cambios citogenéticos asociados a la progresion tumoral. En un segundo
trabajo, Hirota y colaboradores (Hirota et a/, 2003) estudian 8 casos de GISTs sin
mutaciones c-kit y encuentran dos tipos de mutaciones en el gen PDGFRA en 5 de estos
tumores. De estas mutaciones, una de ellas responde al imatinib (Val-561 por Asp), mientras

que la segunda (Asp-842 por Val) sélo lo hace débilmente.

Es de destacar que un elevado porcentaje de los GISTs portadores de una mutacién
de PDGFRA corresponden al tipo histoldgico epitelioide (Debiec-Rychter et al.,, 2004%), lo que
encaja con la observacion realizada previamente en una evaluacion de mutaciones de c-kit
en una serie de GISTs en la que los autores encontraron que los 7 tumores epitelioides
estudiados carecian de mutaciones en este gen (Wardelmann et a/, 2002). Como es
previsible, ninguno de los tumores mutantes en PDGFRA expresan CD117 en el estudio
inmunohistoquimico. También es probable que, de igual modo que en los GISTs mutantes
para c-kit la tincién inmunohistoquimica para KIT (CD117) es la norma, en las células
neoplésicas de los GISTs con mutaciones en PDGFRA se acumule la proteina
correspondiente. Sin embargo, los ensayos realizados hasta el momento con los anticuerpos
comerciales dirigidos contra PDGFRA no han dado unos resultados satisfactorios vy

reproducibles (Medeiros et a/.,, 2004).
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I.1.5 VALORACION PRONOSTICA DEL GIST

I1.1.5.1 FACTORES MORFOLOGICOS. Los criterios Utiles para distinguir los GISTs
benignos de los malignos, con o sin una categoria intermedia de tumores de prondstico
indeterminado, han sido objeto de intensas discusiones y controversias a lo largo de los
ultimos afos. En este periodo de tiempo, se han hecho numerosas propuestas que han dado
diferente valor prondstico a muchos factores clinico-patoldgicos: localizacion del tumor,
tamano, actividad mitética, densidad de la celularidad, grado nuclear, invasion de la mucosa,
necrosis, ulceracién, etc. De todos ellos, los que han concitado mayor atencion han sido el
tamano del tumor y el nimero de mitosis, y las clasificaciones mas ampliamente utilizadas

juegan con combinaciones de estos dos parametros.

Aungue la invasion de la mucosa, la necrosis tumoral, o la alta celularidad han
mostrado una asociacion estadistica relevante con un comportamiento maligno en algunos
estudios, la valoracién y/o cuantificacion de estos rasgos es mucho menos reproducible y no
permite establecer un prondstico en cada situacién de caso-individuo, la Unica que refleja

exactamente la realidad clinica (Fletcher et a/, 2002?).

Sin embargo, un problema detectado ya hace afios, todavia no resuelto y que
provoca una considerable inconsistencia en todas estas clasificaciones de los GISTs en
funcidon de su prondstico, es la existencia de lesiones muy pequenas (menores de 2 cm de
didmetro) o con muy escasas mitosis (menos de 5 por 50 campos de gran aumento) capaces
de causar enfermedad metastatica (Evans, 1985; Franquemont, 1995). Es sabido que esta
incertidumbre es consustancial con el GIST y de ahi la existencia de la ya mencionada
categoria no comprometida de lesiones de "potencial maligno indeterminado", cuya amplitud
fue variando a lo largo de los afios de tal manera que, en algunas propuestas (Rosai, 1996),
la mayoria de los tumores podian ser encuadrados en esta categoria. Asi, muchos autores
rechazan el uso del término "benigno" para referirse al GIST, con la posible excepcién de las
lesiones muy pequefias (< 1 cm) encontradas casualmente en el curso de una intervencion
quirtrgica abdominal por otro motivo. Con un seguimiento suficiente, parece claro que
cualquier GIST descubierto a través de los sintomas clinicos por él causados tiene la
capacidad de comportarse como un tumor maligno, aunque menos del 50% de los GIST
primarios y localizados recurrirdn en los primeros 5 afios de seguimiento (DeMatteo et 4.,
2000).
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Esta situacion insatisfactoria ha conducido a milltiples intentos de definicién de
parametros mas objetivos del comportamiento del GIST, entre ellos los marcadores
inmunohistoquimicos de la proliferacion celular, ya sea con el Proliferating Cell Nuclear
Antigen o PCNA (Amin et al, 1993; Franquemont y Frierson,1995; Ray et al, 1994;
Sbasching et al, 1994), o con el Ki67 o MIB-1 (Abdulkader et a/, 2002; Emory et al., 1997;
Kontogianni et al, 2003; Panizo-Santos et al, 2000; Wang et al, 2002). También se
comprobd el grado de validez de la determinacién de la ploidia de ADN a través de la
citometria de flujo (Cooper et al, 1992; Cunningham et al, 1993; El-Naggar et a/, 1989;
Kiyabu et a/, 1988; Lerma et al, 1994; Tsushima et a/, 1987) y el andlisis de imagen
(Carrillo et al, 1997; Lerma et al, 1994; Rudolph et a/, 1998). Aunque la presentacion de
los resultados es variable, la informacion pronostica obtenida en estos estudios no es muy
diferente de la procedente de la valoracion de los parametros morfoldgicos habituales o
convencionales, y ninguno ha demostrado ser claramente util en una situacién de caso-

individuo.

Hay algunos expertos que todavia hoy mantienen la posibilidad de identificar los
GISTs gastricos benignos usando una constelacion de caracteristicas histoldgicas (Trupiano
et al., 2002), pero parece existir un acuerdo general en que es mas adecuado establecer un
esquema basado en la determinacién del riesgo que intentar definir criterios estrictos que
separen los tumores benignos de los malignos. De este modo, el Simposio celebrado el afio
2002 en torno al GIST, auspiciado por el National Institute of Health norteamericano
(Berman y O Leary, 2001; O Leary y Berman; 2002), ha propuesto un sistema de consenso
por el que cada GIST diagnosticado sera situado en un nivel de riesgo determinado (muy
bajo, bajo, intermedio o alto) en funcion del tamafo y del nimero de mitosis (Tabla 2),
reconociendo que ningln tumor puede ser definitivamente etiquetado como benigno
(Fletcher et al., 2002%).

Aungue este esquema goza de una mas amplia aceptacion en la actualidad, en otro
articulo publicado como conclusiones del mismo GIST Symposium, Miettinen y colaboradores
proponen una clasificacion prondstica ligeramente diferente de estos tumores (Tabla 3),
que tiene en cuenta la aparente tendencia de los tumores intestinales a ser mas agresivos
que los gastricos (Miettinen et al., 2002%), diferencia de comportamiento ya constatada en

series anteriores (Ueyama et al., 1992).
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TAMANO MITOSIS
Riesgo muy bajo <2cm <5/50 CGA
Riesgo bajo 2-5cm <5/50 CGA
Riesgo intermedio <5cm 6-10/50 CGA
5-10 cm <5/50 CGA
Riesgo alto >5cm >5/50 CGA
>10 cm Cualquier tasa mitdtica
Cualquier tamafio >10/50 CGA

CGA = Campo de gran aumento

TABLA 2. Determinacion del riesgo de comportamiento agresivo en el GIST (Fletcher CDM et al. Hum
Pathol 2002; 33: 459).

En la era pre-imatinib, la supervivencia a 5 afos de los GISTs presumiblemente
malignos variaba mucho segun las series publicadas, con cifras que oscilaban entre el 28 y el
80%, vy la supervivencia media de los pacientes en los que la reseccidon completa del tumor
fue imposible se situaba en 10-23 meses (Conlon et al, 1995; DeMatteo et al, 2000;
Pidhorecky et a/, 2000). Las pautas de quimioterapia ensayadas en el tratamiento del GIST
maligno han sido basicamente ineficaces pues, aunque con regimenes basados en la
antraciclina se ha logrado una tasa de respuesta del 10 al 30% en otros sarcomas de partes
blandas, en el caso del GIST la tasa de respuesta referida es del 0-5% (DeMatteo et al,
2000). La radioterapia no ha mostrado ninglin beneficio en el tratamiento del GIST, ademas

de que es perjudicial para los érganos abdominales proximos, inevitablemente radiados.

Al margen de los ya mencionados datos del tamafio del tumor y nimero de mitosis,
otros parametros clinico-patoldgicos pueden tener trascendencia prondstica en el GIST tales
como la localizacién u o6rgano en el que asienta. Los GISTs pequefios, habitualmente
benignos y encontrados de modo casual, son mas frecuentes en el estdmago y en el recto
que en el colon e intestino delgado, lo que solo en parte puede ser atribuido a la mayor
accesibilidad a la endoscopia del estdmago y recto. Lo que parece cierto es que, a igualdad
de tamaino y nimero de mitosis, el prondstico es mejor en los tumores gastricos que en los
del intestino delgado (Miettinen et al., 2002?).
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Probablemente benigno

Tumores intestinales: Diametro maximo < 2 cm y < de 5 M/CGA
Tumores gastricos: Diametro maximo <5 cm y <5 M/CGA
Probablemente maligno

Tumores intestinales: Diametro maximo > 5 cm o > 5 M/CGA

Tumores gastricos: Diametro maximo > 10 cm o > 5 M/CGA

Potencial maligno bajo o indeterminado

Tumores intestinales: Diametro maximo > 2 ¢cm pero <5 cm y <5 M/CGA

Tumores gastricos: Diametro maximo > 5 cm pero < 10 cm y < 5 M/CGA

M/CGA = mitosis por 50 campos de gran aumento.

TABLA 3. Guia para la evaluacién de malignidad del GIST (Miettinen M et al. Hum Pathol 2002; 33: 478).

La mayoria de los tumores mesenquimales esofagicos son leiomiomas benignos, pero
los escasos GISTs verdaderos descubiertos en el eséfago suelen ser malignos (Miettinen et
al., 2000°). Los GISTs localizados en el intestino delgado y duodeno son mas frecuentemente
agresivos (Bucher et al., 2004; Miettinen et a/, 2003), alcanzando un porcentaje del 64% de
tumores malignos (25 de 39 lesiones) en una serie (Brainard y Goldblum, 1997). El bajo
nimero de GISTs coldnicos impide realizar andlisis estadisticos, pero parecen ser benignos
respecto a malignos en una proporcion también de 1:2 (Miettinen et a/, 2000°). Los escasos
GISTs apendiculares descritos fueron hallazgos casuales, y todos ellos han sido benignos
(Miettinen y Sobin, 2001). En el recto - la tercera localizacion mas frecuente de los GISTs
tras el estdbmago y el intestino delgado - los tumores parecen mostrar un comportamiento
intermedio entre los gastricos y los del intestino delgado (Miettinen et a/, 2001%). Los GISTs
no vinculados directamente al tubo digestivo, que asientan en el epiplon, mesenterio u otros
tejidos blandos abdominales y retroperitoneales, mostraron en una serie reciente (Reith et
al, 1999) un porcentaje de malignidad del 39%, aunque es probable que esta estimacion

subestime los casos agresivos porque el seguimiento era limitado.

La valoracién de la densidad celular es un rasgo dificil de objetivar y la atipia nuclear
marcada es muy inhabitual en el GIST, por lo que el significado de estos factores no esta
claro (Miettinen et al, 2002%). Lo que si parece ser un marcador de los tumores malignos es

la invasion de la mucosa, con presencia de células neoplasicas entre las glandulas, pero es
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tan infrecuente que su utilidad practica es muy limitada (Brainard y Goldblum, 1997). La
invasion de la mucosa es diferente de la ulceracion de la mucosa, que si es muy frecuente y

puede producir clinica de sangrado, pero que no tiene valor prondstico.

Debe hacerse constar que la disponibilidad de un nuevo farmaco como el Glivec
(mesilato de imatinib), de eficacia probada en el tratamiento del GIST metastatico o
recidivante (Dagher et a/., 2002) y actualmente en estudio como tratamiento adyuvante del
GIST primario con datos de mal prondstico (Brumming et a/, 2003; Eisenberg y Judson,
2004), puede desplazar el foco desde la prediccion del comportamiento de la lesién hacia la

seleccién adecuada de pacientes susceptibles de ser tratados con esta terapia.

I1.1.5.2 INMUNOHISTOQUIMICA Y PRONOSTICO. Las inmunotinciones para
CD34 y CD117 son extraordinariamente Utiles en el proceso diagndstico del GIST y, al menos
en el caso del CD117, probablemente indispensable. No obstante, ni la extensiéon ni la
intensidad de la expresion de estos marcadores aporta informacién de valor prondstico
(Fletcher et al., 2002%). Dado que la tincidon con CD117 tiende a emplearse en la seleccion de
los pacientes susceptibles de ser tratados con imatinib cabe esperar que, sdélo en este

sentido, su expresion repercuta sobre el prondstico del tumor.

Los marcadores de la actividad proliferativa celular, en particular los dirigidos a los
epitopos de Ki67 resistentes a la fijacion formdlica e inclusion en parafina (MIB-1), han
demostrado ser eficaces en la evaluacion prondstica de tumores de diferentes origenes. En el
caso de los GISTs los resultados han sido contradictorios y, mientras que en algunos estudios
los tumores con un porcentaje de nucleos tefiidos del 10% o superior demostraron una
mayor tendencia a un comportamiento agresivo estadisticamente significativa (Panizo-Santos
et al., 2000; Rudolph et al, 1998), en otros estudios el indice de proliferacion MIB-1 no
aporté una informacion adicional a la obtenida a partir de los métodos clasicos tales como la

contabilizacién directa del nimero de mitosis (Goldblum y Appelman, 1995).

1.1.5.3 MUTACIONES Y PRONOSTICO. Los primeros trabajos que abordaron de
una forma sistematica la determinacion en los GISTs del status mutacional en c-kit por PCR y
secuenciacion, con o sin un paso intermedio de screening por single strand conformation

polymorphism (SSCP), se inclinaron casi unanimemente a considerar que los tumores con
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mutaciones tendian a ser malignos (Lasota et a/,, 1999; Taniguchi et a/, 1999). Sin embargo,
pronto surgieron voces discrepantes y asi, Rubin y colaboradores (Rubin et a/, 2001; Singer
et al., 2002), estudian 48 casos de GIST y encuentran mutaciones en 44 (92%) vy, de ellas,
34 afectan al exon 11 que codifica el dominio yuxta-membrana. Estos autores no encuentran
diferencias globales entre el comportamiento de los GISTs con mutaciones y los tumores que
carecen de ellas, aunque si perciben diferencias dentro del grupo de lesiones con mutacion
dependiendo del exdn afecto y del tipo de alteracion (delecion in frame vs. mutacion
puntual). Andersson y colaboradores (Andersson et a/., 2002) también afirman que el vinculo
entre las mutaciones en c-kit'y el comportamiento es mucho mas complejo de lo sospechado,
y un fenotipo maligno puede adquirirse sin mutacién, y mdltiples mutaciones pueden
aparecer en tumores benignos. Corless y colaboradores, en un trabajo muy elegante (Corless
et al., 2002), estudian la situacion mutacional de 13 GISTs que median entre 4 y 10 mm. de
didametro, todos ellos con inmunotincién positiva para CD117. En 11 de estos tumores
encuentran mutaciones en c-kit (10 en el exon 11 y uno en el exdn 9). Estos resultados son
una refutacién contundente de la hipétesis de que los tumores mutantes son mas agresivos,
aunque todavia se publican series que defienden esta suposicion (Hou et a/., 2004; Kim TW
et al., 2004; Koon et al., 2004).

Hoy, con el descubrimiento adicional de que existen GISTs con mutaciones en el gen
PDGFRA (Heinrich et al, 2003% Hirota et al, 2003), parece mas claro que el status
mutacional en el GIST no guarda relacion directa con el prondstico del tumor en el momento
del diagndstico. Sin embargo, si se ha comprobado que, en aquellos pacientes que por el
hecho de tener tumores recidivantes o metastasicos deben entrar en protocolos de
tratamiento con imatinib, la mutacién subyacente — si existe — tendra una gran relevancia
sobre la repuesta al tratamiento (Debiec-Rytcher et al, 2004%; Heinrich ef al., 2003%). En una
serie (Debiec-Rytcher et al., 2004%), los pacientes con GISTs que presentan mutaciones en el
exon 11 de c-it, la tasa de remisiones parciales tras la administracion de imatinib es mayor
(83%) que en los que existe otra mutacion (23%). En una segunda serie (Heinrich et al.,
2003%), el porcentaje de respuestas parciales con mutaciéon en el exén 11 de c-kit fue del
83,5%, del 47,8% si se sitla en el exdn 9, y no hubo ninguna respuesta en ausencia de
mutaciones. El niUmero de pacientes con mutaciones en PDGFRA fue demasiado bajo para

alcanzar conclusiones.

Por lo tanto, la subclasificacion molecular del GIST no influye directamente en el
pronodstico, pero si lo puede hacer indirectamente, a través de la identificacion de los

pacientes con riesgo de fallo en el tratamiento con imatinib.
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1.1.5.4 UNA RAPIDA REVISION DEL CICLO CELULAR. PROTEINAS DEL
CICLO CELULAR Y PRONOSTICO DEL GIST. El equilibrio fisiolégico entre proliferacion y
muerte celular es un mecanismo extraordinariamente complejo, aunque cada vez mejor
comprendido. Una o mas alteraciones en este delicado balance, en el que intervienen
muchos genes y sus productos proteicos, es un fendmeno universal en la neoplasia. El
desarrollo de los tumores puede deberse a una inhibicién de la apoptosis o muerte celular
programada, con el consiguiente incremento en la supervivencia celular. Un segundo
mecanismo, observado mas frecuentemente que el anterior y no incompatible con el mismo,
es la aceleracién de la actividad proliferativa como consecuencia de la desregulacién de
genes con funciones controladoras del ciclo celular. Estos genes alterados son, con especial
frecuencia, los llamados genes supresores de tumores (p53, p16 o p27) pues su funcion
fisiologica es inhibir la entrada de las células en las fases activas del ciclo celular o inducir la
apoptosis, sobre todo cuando los mecanismos de supervision de la replicacion del ADN

registran la existencia de fallos (Bury y Cross, 2003).

Las células con capacidad de dividirse entran, de 2 a 3 horas antes de la transicion
de fase G1/S, en el llamado “punto de restriccion”, a partir del cual la division progresara,
independientemente de que los estimulos externos o internos que indujeron la proliferacion
permanezcan o desaparezcan. Pero una vez que se supera el punto de restriccion, hay
diferentes mecanismos que controlan la sintesis de ADN y la buena marcha de la mitosis en
puntos cruciales del proceso, los llamados “puntos de chequeo” (checkpoints) (Sherr, 2000).
El mas importante checkpoint es la deteccion, con la consiguiente reparacion si es posible, de
los errores de replicacion del ADN y en este proceso juega un papel fundamental la proteina
supresora de tumores p53 (Bury y Cross, 2003; Sherr, 2000). A pesar de la naturaleza
heterogénea de los mdltiples efectores que participan en las rutas moleculares implicadas en
el ciclo celular, la mayoria de estas proteinas pertenecen a tres familias: las quinasas ciclin-
dependientes (CDKs), las ciclinas, y los inhibidores de las quinasas ciclin-dependientes
(CDKIs) (Bury y Cross, 2003; Sanchez-Beato et a/, 2003). Los miembros fundamentales de

estas familias de mediadores pueden verse en la Tabla 4.

De las mas de 10 CDKs existentes en los mamiferos, las que parecen jugar un papel
relevante en el control del ciclo celular son las CDKs 1, 2, 4 y 6. La CDK1 (también
denominada cdc2) es responsable del inicio de la mitosis y, por tanto, de la transicion G2/M,

mientras que las otras tres CDKs estan implicadas en el paso a través del punto de
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restriccion G1/S.

CDK Ciclina activadora CDKI

CDK 1 Ciclina B

CDK 2 Ciclina A, Ciclina E CIP/KIP

CDK 4 Ciclina D CIP/KIP, INK4
CDK 6 Ciclina D CIP/KIP

TABLA 4. Relacién funcional de las principales quinasas ciclina-dependientes (CDK), ciclinas e inhibidores de las
quinasas (CDKI).

Como su nombre indica, la actividad de las CDKs depende de su asociacién con un
miembro de la familia de las ciclinas. Hay cuatro ciclinas — A, B, C y D — en los vertebrados.
Mientras que la expresion de CDKs y ciclinas no cambia entre los diferentes tipos de tejidos y
células, la expresion de CDKIs es frecuentemente especifica de los tejidos. Hay dos familias
de CDKIs: los inhibidores de CDK4 (INK4), que comprende p16™<*, p18 y p19, y que
compiten con la ciclina D para ligarse a la subunidad reguladora de la CDK4 con el resultado
final de su inhibicién; y la familia CIP/KIP formada por p21“**, p27*'"* y p57K%2, La p21“™
esta implicada en el bloqueo del ciclo celular en respuesta al dafio del ADN detectado por

71 se incrementan en respuesta a diferentes sefiales

p53, mientras que los niveles de p2
anti-mitoticas, tales como la inhibicion por contacto y el TGF-B. Los niveles de ciclinas y
CDKIs y, por tanto, sus efectos Ultimos sobre el ciclo celular, dependen de dos procesos: su
transcripcion y su degradacion proteolitica. En la proteolisis de los inhibidores participa de

modo destacado la ubiquitina (Bury y Cross, 2003; Ortega et a/., 2000).

El punto de restriccion y la consiguiente transicion entre las fases G1 y S del ciclo
celular se regula a través de tres diferentes rutas moleculares, aunque naturalmente
interrelacionadas, que estan mas o menos alteradas en practicamente todos los tumores
agresivos y que estan representadas por las proteinas p16™<*-ciclina D-CDK4/6-Rb, p14"**-
MDM2-p53-p21“™!, y p27¥" -ciclina E-CDK2 (Sherr, 2000).

El papel de las alteraciones del gen que codifica p16 en el comportamiento del GIST

y, mas especificamente, condicionando la progresion de estos tumores desde la mutacion
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inicial en c-kit hasta llegar a convertirse en una neoplasia abiertamente maligna, ha cobrado
un creciente interés en los Ultimos tiempos (Schneider-Stock et al, 2003; Ricci et al., 2004).
Se postula que la metilacion del promotor de este gen, que tiene una funcién supresora de
tumores, o bien su delecién en el cromosoma 9, eliminaria el freno a la proliferacion celular
que supone la actividad de esta proteina cuando actla sobre la ruta ciclina D-
CDK4/6/INK4/Rb/E2F del ciclo celular (Ortega et al, 2002). Estas alteraciones en el gen p16
se traducen en una disminucién cuantificable de la expresiéon inmunohistoquimica de la
proteina correspondiente en los GIST de comportamiento maligno (Schneider-Stock et al.,
2003; Ricci et al., 2004). En nuestro estudio no hemos podido utilizar este marcador por no
disponer de un anticuerpo comercial fiable cuando comenzamos el trabajo, pero un editorial
reciente recomienda ser cauteloso antes de incorporar la evaluacion inmunohistoquimica de
p16 al estudio de rutina en los GIST sin que exista un consenso previo en torno a la calidad
de los anticuerpos disponibles, las condiciones técnicas de la tincion y los esquemas de

cuantificacion de la expresion (Corless, 2004).

La ciclina D1 es un importante regulador positivo en la progresion de la fase G1 del
ciclo celular a la fase S, mientras que la proteina del retinoblastoma (pRb) inhibe esta
transicion. Bajo condiciones de estimulo mitogénico, la acumulacién de ciclinas de tipo D
permite la formacion de complejos CDK4/6-ciclina D, que fosforilan e inactivan pRb, con la
consiguiente entrada de la célula en el punto de restriccién. Un nivel adicional de regulacion
es aportado por los INK4, entre los cuales el mas importante es p16™“* (en adelante p16).
La integridad de esta cascada reguladora, denominada “ruta de la pRb”, parece estar
comprometida en la mayoria de los canceres humanos (Sanchez-Beato et al., 2003; Ortega
et al, 2000). Hay muy pocos estudios, sin embargo, que hayan abordado las alteraciones en
esta ruta que puedan jugar un papel en la génesis y en el prondstico del GIST (Ricci et al.,
2004; Schneider-Stock et al, 2003). Nosotros hemos intentado evaluar la expresion
inmunohistoquimica de dos marcadores proteicos implicados es esta ruta reguladora del ciclo

celular: ciclina D1 y pRb.

La proteina p53, sintetizada a partir de un importante gen del mismo nombre con
funcidn supresor de tumores, desempena — como se dijo mas arriba - un papel crucial en el
control del ciclo celular, induciendo la apoptosis de las células que han sufrido errores en la

replicacion de su ADN. La regulaciéon negativa de la progresion en el ciclo celular por parte de

1CIP1

p53 es mediada en parte por la induccién de p2 (en adelante p21), una CKI de la familia

CIP/KIP que neutraliza la actividad kinasa de los complejos CDK2-ciclina E. Otra CKI de la

7KIP1

familia CIP/KIP con un importante papel regulador es p2 (en adelante p27), que es un
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factor implicado de diversas maneras en la diferenciacion celular, apoptosis, e incluso en la
respuesta a la quimioterapia en la neoplasias (Lloyd et a/, 1999). La proteina p27 falta o es
escasa en las células con una tasa alta de proliferaciéon y, con frecuencia, la pérdida de
expresion de p27 es indicadora de una mala evolucién en muchas neoplasias. Las mutaciones
en el gen p53, que suelen traducirse en la sobreproduccién de una proteina p53 no funcional
pero inmunohistoquimicamente detectable, estan implicadas en la secuencia de
acontecimientos que conducen al desarrollo de muchas neoplasias tales como el carcinoma
colorrectal, el carcinoma de células transicionales, etc. La mayoria de los trabajos que
evaluaron la expresion de esta proteina en el GIST concluyeron que no era un factor
pronostico relevante de forma independiente, en los analisis multivariante (Cunningham et
al., 2001; Panizo-Santos et al., 2000; Wang X et al, 2002; Wong et a/., 2003). También hay
algunos estudios de la expresion génica e inmunohistoquimica (Gelen et al., 2003; Pruneri et
al., 2003) de p27 en el GIST, con resultados no concluyentes, mientras que la proteina p21
apenas ha sido explorada en el GIST. De esta ruta molecular, hemos estudiado

inmunohistoquimicamente en el GIST las alteraciones de tres de sus componentes: p53, p27

y p21.

En lo que respecta a la apoptosis, la ruta fisioldgica mas frecuentemente implicada
en las neoplasias es la denominada mitocondrial o intrinseca que, cuando se activa, se
caracteriza por causar una alteracion en la permeabilidad de la membrana mitocondrial con
la liberacion del citocromo c, el cual, asociado al factor apoptdtico activador de la proteasa-1
(APAF1), actia sobre la caspasa 9, que inicia o dispara los fenédmenos que conducen a la
muerte celular (Igney y Krammer, 2002). BCL-2 forma parte de una familia de proteinas
reguladoras de la apoptosis. Algunos miembros de esta familia, como la propia BCL-2, tienen
una funcién antiapoptotica, mientras que otros componentes son proapoptdticos, entre los
que destaca la proteina BAX. Ambos actiian sobre la ruta mitocondrial de la muerte celular.
La proteina BCL-2 es, por tanto, un factor protector de la célula frente a la apoptosis, y su
papel potencial en la génesis o agresividad de los tumores mesenquimales ha sido poco
estudiado (Suster et al, 1998). La expresion de BCL-2 parece ser un marcador de mal
prondstico en el GIST en algunas series (Cunningham et al, 2001; Panizo-Santos et al.,
2000), mientras que en otra se asocié a un mejor comportamiento (Kontogianni et a/., 2003),
pero, en cualquier caso, no parece tener valor como variable independiente. Tampoco fue

relevante la inmunotincién para BAX (Kontogianni et a/., 2003).

La proteina c-myc es un factor de transcripcion que promueve la proliferacién a

través de la induccidon de genes implicados en el control del ciclo celular tales como CDK4,
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Id2, CDC25A, vy las ciclinas D1, D2, A y E. Ademas, c-myc inhibe genes bloqueadores del
crecimiento como p15, p21, p27, GADD45 y GAS1 (Sanchez-Beato et a/, 2003), y parece
promover la inmortalidad celular actuando sobre la telomerasa. En un  estudio
inmunohistoquimico de diversos factores relacionados con el ciclo celular y la apoptosis en el
GIST (Panizo-Santos et al, 2000), el marcador que alcanzd una mayor significacion
estadistica en relacion con el prondstico fue la expresion de c-myc. El 86,6% de los GIST
clinicamente malignos fueron positivos para c-myc, entendiendo por casos positivos aquellos

gue expresaban este marcador en mas del 25% de las células neoplasicas.

1.1.6 TRATAMIENTO

1.1.6.1 CIRUGIA. La reseccion quirirgica de la lesion siempre se ha situado en
primera linea en el tratamiento del GIST. La cirugia debe ser completa siempre que sea
posible, lo que suele facilitarse por la tendencia de esta neoplasia a tener un crecimiento
expansivo y no infiltrativo, rasgo que permite obtener frecuentemente unos margenes
quirdrgicos negativos. La diseccion quirirgica de la masa debe ser muy cuidadosa para evitar
su ruptura. Aungue el aspecto de muchos GISTs en las imagenes de TC puede ser muy
alarmante, estos tumores se proyectan a menudo hacia el exterior del tubo digestivo y
desplazan las estructuras vecinas sin invadirlas. Por ello, pueden separase de los érganos
adyacentes con cierta facilidad aunque, en algunos casos, la reseccion en bloque es
inevitable a causa de la existencia de adhesiones fibrosas o tumorales densas. En la
laparotomia, el abdomen debe explorarse cuidadosamente, prestando una atencion especial
a la superficie peritoneal y al higado para excluir una diseminacion metastatica. Como en
todos los tumores mesenquimales, las metastasis a ganglios linfaticos regionales son raras,
por lo que no estd indicado realizar una linfadenectomia (Conlon et al., 1995; DeMatteo et
al., 2000).

Tras la extirpaciéon quirtrgica completa del tumor, la actitud seguida habitualmente
es la observacion o seguimiento periddico del paciente. Las recurrencias y metastasis en el
GIST suelen ser también abdominales, ya sea en forma de nddulos diseminados por la
superficie peritoneal o de lesiones hepaticas. Mas raras son las metastasis a otros drganos

tales como los pulmones o el hueso. Tras la recurrencia, la supervivencia media es de sélo
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10-23 meses (Conlon et al., 1995; DeMatteo et al, 2000; Pidhorecky et al., 2000).

Una amplia serie recientemente publicada de 200 casos (DeMatteo et a/., 2000), con
un apreciable sesgo por proceder de un Unico Hospital de referencia con un nimero muy
elevado de tumores malignos, en 80 de 93 pacientes con enfermedad primaria se logré
realizar una reseccion completa. El porcentaje de supervivencia a los 5 anos de estos
pacientes fue del 54%, y el factor mas directamente vinculado a la supervivencia fue el

tamano del tumor.

1.1.6.2 QUIMIOTERAPIA CONVENCIONAL. La tasa de respuesta del GIST a los
agentes quimioterapicos convencionales es extremadamente baja, por debajo del 10%
(DeMatteo et al., 2002). Debido al fracaso de la mayoria de los regimenes propuestos, no se
alcanzd en su momento ningln acuerdo sobre el farmaco o combinaciones de farmacos que

debian administrarse a los pacientes con GIST no susceptibles de tratamiento quirurgico.

En el GIST con recurrencia peritoneal se intento la citorreducciéon quirdrgica seguida
de quimioterapia intraperitoneal adyuvante con cisplatino y doxorubicina, o bien con
mitoxantrona sola (Berthet et a/, 1999). De este modo, el intervalo medio hasta la siguiente
recurrencia se ampli6 de 8 a 21 meses. También se intentd la embolizacién o
quimioembolizacién de la arteria hepatica en el tratamiento de las metastasis hepaticas del

GIST, pero los resultados han sido pobres (DeMatteo et a/, 2002).

I.1.6.3 RADIOTERAPIA. El papel de la radioterapia en el control del GIST es casi
nulo, a diferencia de lo que sucede en los sarcomas de partes blandas de las extremidades.
El uso de la radiacion esta limitado por su toxicidad potencial en las estructuras y 6rganos
circundantes en el abdomen y, en la era pre-imatinib, parece que la Unica indicacion
aceptable era la existencia de unos margenes quirdrgicos positivos en el estudio

microscopico de los tumores gastricos o rectales (DeMatteo et al., 2002).

1.1.6.4 IMATINIB (GLIVEC). En 1996 se publicaron los resultados logrados en el
bloqueo in vitro de la actividad tirosin-quinasa de ABL y de la proteina quimérica BCR-ABL,

producto de la translocacion cromosdmica t(9; 22) caracteristica de la LMC, utilizando para
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ello una pequena molécula, entonces conocida como STI-571, lo que conducia a la muerte
de las células neoplasicas (Druker et al, 1996). Pronto se trasladd su uso a la practica
clinica, demostrando ser una terapia segura y eficaz en esta neoplasia hematoldgica (Druker
et al, 2001).

La publicacion inicial de la existencia en el GIST de mutaciones en el gen c-k/t que se
traducen en una activacion constitutiva de la funcién TQ de la proteina KIT (Hirota et al,
1998), condujo a algunos investigadores a concebir que el STI-571 podria ser eficaz también
en el GIST, pues el mecanismo de activacion patoldgica de KIT es muy similar al de la
proteina de fusion BCR-ABL en la LMC. Esta hipédtesis se sustentaba en el hecho comprobado
de que STI-571 no era un inhibidor especifico de BCR-ABL, sino que también bloqueaba la
actividad de otras TQs como el PDGFRA vy la propia KIT. Joensuu y colaboradores (Joensuu
et al, 2000) comunicaron en el ano 2000 los espléndidos resultados logrados con STI-571 -
entonces ya denominado mesilato de imatinib (Glivec) - en el control de un GIST recurrente
en cavidad peritoneal y con metastasis hepaticas en una mujer de 54 afos en la que habian
fracasado todas las terapias convencionales. El tumor era CD117 positivo, y se logré una
respuesta metabdlica completa - demostrada a través de la negatividad en la exploracion con
PET (tomografia por emision de positrones) - con una dosis de 400 mg/dia, que se mantenia
11 meses después, en el momento de la publicacién. Las biopsias seriadas de las metastasis

hepaticas demostraron que la neoplasia era reemplazada por tejido fibroso o mixoide.

Estos resultados alentadores condujeron a la realizacion de ensayos clinicos a gran
escala de la aplicacion de imatinib en el tratamiento del GIST metastatico y/o irresecable,
tanto en un estudio colaborativo Finlandia-Estados Unidos (Demetri et al, 2002) como en
otro puramente europeo patrocinado por la European Organization for Research and
Treatment of Cancer (EORTC) (Van Oosterom et al, 2001). En la primera serie, de los 86
pacientes con seguimiento de mas de tres meses se logrd una respuesta parcial en el 59%
de los casos, la enfermedad permanecié estable en el 26%, y solo se registré progresion de
la misma en el 13%. No hubo respuestas completas. Los resultados fueron muy similares en
el ensayo europeo. Estos resultados pueden considerarse espectaculares, particularmente en
el caso que nos ocupa del GIST irresecable que era en esencia completamente resistente a
cualquier terapia sistémica antes del advenimiento del imatinib. Finalmente, la FDA
norteamericana aprobd el uso de imatinib en el tratamiento del GIST metastatico y/o
irresecable, con una dosis recomendada de 400 o 600 mg/dia (Dagher et al., 2002). A estas
dosis, la toxicidad del farmaco es limitada, observandose como principales efectos adversos

edema, retencion de fluidos, nauseas, vomitos, diarrea, mialgias, rash cutaneo, citopenias no
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severas, sangrado y elevacion en las cifras de transaminasas o bilirrubina.

Actualmente estan en marcha dos estudios - patrocinados por el American College of
Surgeons Oncology Group (ACOSOG) - evaluando el papel del imatinib como terapia
adyuvante en GISTs primarios. En uno de ellos, en fase II, se incluyeron pacientes con
tumores que presentaban factores morfoldgicos asociados a un alto riesgo potencial (mas de
10 cm de diametro, ruptura tumoral o tumores multifocales) (Brumming et a/., 2003). Otro
estudio en fase III incluye pacientes con GISTs de riesgo alto y moderado (tumores de 3 cm
0 mas de diametro) asignados aleatoriamente al tratamiento con imatinib (400 mg/dia
durante un afo) o con placebo (DeMatteo et a/, 2002). Hay al menos otro ensayo clinico
similar en marcha, de ambito europeo, patrocinado por la EORTC. No disponemos todavia de

los resultados de estos ensayos.

Con todo esto, el imatinib se ha convertido en el arma mas poderosa para luchar
contra el GIST metastatico y/o irresecable (Schwartz, 2002). Los pacientes que respondan
deben ser considerados candidatos a la reseccidn quirlrgica. En los pacientes con
enfermedad estable se seguirda administrando el farmaco hasta que la progresion sea
evidente. En los pacientes con tumores resistentes al imatinib, deberad interrumpirse la
medicacion e intentarse las poco eficaces terapias convencionales, o bien entrar en ensayos
clinicos de tratamientos experimentales con nuevos medicamentos, incluyendo varios
inhibidores de TQs.

Siguiendo el mismo proceso de razonamiento, se comprobd recientemente que
algunos pacientes con trastornos mieloproliferativos crdnicos infrecuentes, en los que
subyace una translocacion cromosdmica que implica al gen que codifica el PDGFRA, han

respondido espectacularmente al tratamiento con imatinib (Apperley et a/.,, 2002).

Como ya se menciond anteriormente, hoy se sabe que el status mutacional en c-kit
0, con mucha menor frecuencia, en PDGFRA no tiene repercusiones prondsticas en los GISTs
en el momento del diagndstico. Pero si en su evolucion se registran recidivas o metastasis
que hacen necesario el tratamiento con imatinib, el conocimiento del tipo de mutacion
existente si aportara una valiosa informacidon sobre la respuesta del tumor al tratamiento
(Debiec-Rytcher et a/., 2004?; Heinrich et al, 2003%). Los GISTs con una mejor respuesta son
los que tienen mutaciones en el exén 11 de c-kit, mientras que en los tumores que carecen

de mutaciones la respuesta al tratamiento con imatinib es nula.
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I1.2. MICROMATRICES E_TEJIDOS - TISSUE

MICROARRAYS (TMAs)

I1.2.1 DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE LOS TMAs

La micromatriz de tejidos (MMT), mas ampliamente conocida en la literatura médica
por su denominacién inglesa y las siglas correspondientes (tissue microarray, TMA, término
usaremos en lo sucesivo de manera preferente), fue presentada por Kallioniemi vy
colaboradores en el afio 1998 (Kononen et 4/, 1998), como un método de alto rendimiento
en la investigacion biolégica en general, y oncoldgica en particular, pues permite el analisis
simultaneo de cientos de muestras tisulares diferentes en la misma preparacion. Los tejidos
pueden ser estudiados con todas las técnicas susceptibles de ser empleadas sobre secciones
histoldgicas, tales como el estudio por microscopia Optica convencional, las tinciones
inmunohistoquimicas - que constituyen su principal utilidad en la practica - y la hibridacion /n
situ. Este procedimiento guarda un cierto paralelismo conceptual con los conocidos arrays de
expresion de cADN (microarrays de expresion), pero mientras que uno de estos Ultimos
permiten estudiar a la vez la expresion de miles de genes en una sola muestra tumoral , con
un TMA podemos evaluar simultaneamente la expresion, en este caso inmunohistoquimica,

de un solo marcador en cientos de muestras tisulares.

El dispositivo mas ampliamente utilizado en la preparacion de los TMAs es un sencillo
instrumento de precision (Beecher Instruments, Silver Spring, MD) que consiste basicamente
en una aguja hueca que pincha los bloques de parafina originales - llamados donantes - en
un area previamente seleccionada de los mismos por ser representativa del tejido o la lesion
que se pretende estudiar. Posteriormente, el cilindro obtenido se coloca en una posicion
preestablecida, determinada mediante unos tornillos de precisién con escalas graduadas, de
un segundo blogue de parafina denominado receptor, en el que se ha practicado
previamente un orificio para alojar el tejido. Siguiendo reiteradamente este procedimiento, al

final del proceso de construccion, este bloque puede contener hasta un millar de cilindros
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tisulares de diferentes origenes. Para evitar los problemas derivados de un muestreo
inadecuado o de pérdidas de tejido, los casos suelen estar representados al menos por
duplicado en el TMA. El resultado final de este proceso es un bloque de parafina que permite
estudios masivos de la expresidén inmunohistoquimica de marcadores proteicos - o incluso de

acidos nucleicos a través de la hibridacion /n situ - sobre tejidos integros.

1.2.2 APLICACIONES DE LOS TMAs

La aplicacién fundamental de los TMAs es la caracterizacion de nuevas proteinas,
comprobando su espectro de expresion inmunhistoquimica en tejidos normales y neoplasicos.
Cada vez con una mayor frecuencia, el conocimiento de la existencia y estructura de estas
proteinas se obtiene a partir de los resultados de la aplicacién de las micromatrices de
expresion o de cADN, que permiten determinar los genes expresados preferentemente en las
neoplasias estudiadas. Las proteinas sintetizadas a partir de esos ADNs complementarios son
testadas a través de los TMAs, lo que permite conocer el rango de su expresion tisular, y
desarrollar analisis estadisticos de estos patrones de expresion en relacién con los datos
clinicos de los pacientes, para definir de este modo marcadores tisulares de importancia
prondstica o diagndstica (Mengel et al, 2003; Torhorst et al., 2001). En el caso concreto del
GIST, esta fue la metodologia seguida para descubrir el DOG1, un nuevo marcador
diagndstico de estas neoplasias de aparente gran sensibilidad y especificidad (West et al.,
2004).

Las preparaciones obtenidas a partir de los TMAs se procesan, en las tinciones
inmunohistoquimicas o en las de hibridacion /n situ, de idéntica manera a la protocolizada en

cada laboratorio para las secciones tisulares convencionales.

Los TMAs han sido utilizados hasta ahora en practicamente todas las areas de la
patologia, como pueden ser los linfomas (Foucar, 2002; Garcia et al, 2003; Hans et al.,
2004; Hedvat 2002), el cancer de mama (Zhang et al., 2003), el cancer de pulmén (Au et al.,
2004), etc. En todos estos trabajos, la técnica de TMAs demostrd ser robusta y valida en

todas sus fases, desde la propia construccion de la matriz hasta su evaluacién microscdpica.

A pesar de esto, la técnica de TMA no carece de limitaciones. Si el area diagndstica

49



Tumor estromal gastrointestinal

no esta presente en un cilindro concreto, los resultados inmunohistoquimicos, sean positivos
0 negativos, no seran valorables. Por ello, debe prestarse una cuidadosa atencion a la
morfologia tisular, no sélo en las secciones tefidas con Hematoxilina Eosina (HE), sino
también en las inmunotinciones. La principal razén de discrepancias entre los TMAs y las

secciones completas es el muestreo inadecuado, que conduce a resultados negativos falsos.
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II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

II.1 JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La identificacion de los tumores mesenquimales del tubo digestivo agresivos o
potencialmente malignos ha sido objeto de numerosas propuestas y largas controversias,
especialmente tras la comprobaciéon de que la mayor parte de estos tumores no eran en
realidad, como se supuso durante décadas, histogénicamente derivados del musculo liso sino
que se originaban aparentemente de una célula mesenquimal primitiva y, en su
diferenciacion, adquirian caracteristicas propias de la CIC. En esta polémica historia se han
propuesto innumerables factores de valor prondstico potencial, pero siempre ocuparon un
lugar central en la determinacion del comportamiento de un tumor dado el tamaio de la
lesion y su actividad proliferativa, generalmente expresada como el nimero de mitosis por 50
CGA. Incluso las propuestas mas refinadas tienen puntos débiles, pues hay tumores - cierto
es que excepcionales - que siendo de pequeno tamafio y con un bajo nimero de mitosis han
dado lugar a recidivas peritoneales o metastasis (Evans, 1985). Por ello, las publicaciones
mas recientes renuncian a identificar sin ambigiiedades los tumores benignos y los malignos,
y prefieren etiquetar a las lesiones en funcion de su riesgo (Fletcher et al., 2002?; Miettinen
et al, 2002%). Aunque la muy reciente introduccion de un tratamiento eficaz del GIST
maligno, como es el imatinib, ha podido desplazar algo el punto de interés desde la
valoracion prondstica precisa de cada tumor hacia la identificacion - por medio de la
inmunotincion para CD117 o del estudio genético directo - de las lesiones susceptibles de ser
tratadas con este agente en el caso de que aparezcan metastasis o una recidiva local, sigue
siendo un objetivo prioritario establecer parametros reproducibles que permitan distinguir los

GISTs benignos de los malignos.

Los TMAs han demostrado, en el poco tiempo transcurrido desde su disefio hasta el
presente, ser un método adecuado para el andlisis masivo de marcadores
inmunohistoquimicos tradicionales o nuevos sobre diversas lesiones neoplasicas. En los
numerosos estudios publicados de grandes series de GISTs se ha recurrido en muy contadas
ocasiones a los TMAs (Sheehan et al, 2003; West et al, 2004). Ademads, en estas

publicaciones se han estudiado ampliamente las inmunotinciones que permiten solucionar los
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problemas de diagnodstico diferencial pero son escasos los trabajos que evallan proteinas
que, en muchas otras neoplasias, guardan relacion con el prondstico, tales como los
mediadores o factores implicados en el ciclo celular y la apoptosis. Nuestra intencion en el
presente trabajo, que estudia retrospectivamente una serie de 84 casos de GISTs
procedentes de dos instituciones y tratados de una manera homogénea, fue aplicar este
nuevo método de analisis para, en primer lugar, comprobar que los resultados obtenidos con
las matrices son equiparables a los practicados sobre secciones completas en las
inmunotinciones mas comunes y, en segundo lugar, someter a los TMAs a una bateria
restringida de tinciones para los marcadores fundamentales del ciclo celular y la apoptosis y
evaluar, tras el andlisis estadistico correspondiente, si aportan informacion prondstica
adicional a la obtenida a través de los parametros mas clasicos. Los GISTs suelen ser
neoplasias bastante homogéneas en sus caracteristicas histopatoldgicas — en una valoracion
intratumoral, no intertumoral - por lo que parece que la aplicacién de TMAs al estudio de sus

marcadores sera rentable, superando el obstaculo tedrico del error de muestreo.

La tincidén inmunohistoquimica para CD117 en el GIST es crucial, como se ha dicho
en numerosas ocasiones. Por ello, es deseable que la técnica se protocolice de la manera
mas rigurosa posible para lograr unos resultados reproducibles dentro del mismo laboratorio
y entre diferentes laboratorios. También es necesario definir claramente lo que debe
entenderse por una inmunotincion positiva y evaluar las modificaciones propuestas para
incrementar su especificidad. Creemos que los TMAs son un instrumento valido para lograr

estos objetivos.
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11.2 OBJETIVOS

1. Estudio clinico-patoldgico de una amplia serie de GISTs, prestando

especial atencion a aquellos rasgos morfologicos que pueden tener

valor pronéstico.

. Validaciéon de una micromatriz de tejidos (#issue microarray) en el

estudio inmunofenotipico del GIST, comparando para ello los
resultados obtenidos en la micromatriz con los observados en las

secciones completas tradicionales.

Evaluacion de Ila rentabilidad de los diversos marcadores
inmnunohistoquimicos empleados en el diagnodstico diferencial del

GIST, con el fin de definir la bateria de anticuerpos mas adecuada.

Evaluacion de los protocolos técnicos propuestos para la

inmunotincion con CD117.

Comprobacion de Ila influencia pronéstica de los factores
reguladores del ciclo celular y de la apoptosis, comparando su
utilidad con los parametros valorados tradicionalmente, de manera

fundamental el tamaiio del tumor y su niimero de mitosis.
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III. MATERIAL Y METODOS

II1.1 PACIENTES

Los casos estudiados en el presente trabajo proceden de dos instituciones: el C.
H. U. de Vigo y el C. H. U. de Santiago de Compostela, y en las dos fueron recuperados

por procedimientos ligeramente diferentes.

En el C. H. U. de Vigo se realizd una busqueda cruzada en la base de datos del
Servicio de Anatomia Patoldgica de los tumores registrados con una clave topografica
correspondiente al tubo digestivo, epiplon o mesenterio, y con un clave abierta de tumor
mesenquimal, utilizando para ello el cédigo SNOMED. El periodo temporal abarcado de
este modo se extiende desde el afio 1995 — afio en el que se dotd al Servicio de
Anatomia Patoldgica de su actual aplicaciéon informatica — hasta el afio 2002, en el que
cerramos la serie. Asi se identificaron 43 pacientes. Otros 14 pacientes se recuperaron de
los archivos preinformaticos del Servicio de Anatomia Patolégica y de los archivos propios
del Servicio de Cirugia General. De estos Ultimos, nueve pacientes fueron objeto de una
publicacion previa (Caceres et al, 1992). Las intervenciones quirirgicas mas antiguas en

estos paciente datan del afio 1979.

En el C. H. U. de Santiago todos los pacientes fueron identificados a través de
una busqueda informatica en la base de datos del Departamento de Anatomia Patoldgica,
en el periodo temporal 1991-2002. Por este procedimiento se localizaron 53 tumores en
otros tantos pacientes. También en este caso, las circunstancias clinico-patoldgicas de 34

de estos pacientes fueron comunicadas en un articulo reciente (Abdulkader et al.,_2002).

Siguiendo este proceder, logramos reunir entre las dos instituciones un total de
110 pacientes en los que hay un diagndstico de tumor mesenquimal directamente
vinculado al tubo digestivo o localizado en el interior de la cavidad abdominal. Tras un
analisis morfolégico e inmunohistoquimico preliminar, eliminamos 26 de los pacientes
pues sus lesiones no eran GISTs: 12 tumores son leiomiomas, muchos de ellos ya
identificados como tales en el estudio anatomopatoldgico inicial, 5 lesiones — todas ellas
gastricas — son schwannomas y, en este caso, todos los tumores fueron diagnosticados

originalmente de GIST (o GANT). Una lesion localizada en el colon y otra en el
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mesenterio corresponden a sendas fibromatosis (tumor desmoide) y un tumor gastrico es
un lipoma submucoso. Dos son sarcomas metastasicos, uno en el intestino delgado, con
primario localizado en partes blandas de un miembro inferior, y otro en recto,
consecuencia de la diseminacion de un leiomiosarcoma uterino. Un tumor pélvico
desconectado del tubo digestivo corresponde a un leiomioma celular probablemente
originado en el cuerpo uterino. Finalmente, en tres casos no dispusimos de material

suficiente para el estudio por tratarse de biopsias endoscopicas de muy pequerio tamafio.

Tras este filtrado, finalmente contamos con 84 tumores en otros tantos
pacientes, lo que representa el 76,36% de los 110 casos potenciales. Ademas, se da la
circunstancia de que de cada uno de los dos Hospitales procede exactamente la mitad de
los tumores, esto es, 42 pacientes por Hospital. El nimero de preparaciones tefiidas con
hematoxilina-eosina estudiadas para cada paciente fue muy variable, oscilando entre una

y 18, con una mediana de seis preparaciones por caso.

Aunque en la actualidad existe una fuerte tendencia a exigir la expresion
inmunohistoquimica de CD117 para sostener el diagnostico de GIST — llegando incluso a
incluir este requisito en la propia definicion de la entidad (Hasegawa et a/, 2003) — se
admite la existencia infrecuente de algunos ejemplos de genuinos GIST CD117 negativos
(Fletcher et al, 20022, Corless et al, 2004). Por ello decidimos mantener el diagndstico
de GIST en cinco de estos 84 casos, en los que la inmunotincién para CD117 fue
negativa o muy débilmente positiva, pues la constelacién de los restantes hallazgos

clinico-patoldgicos fue lo suficientemente contundente como para incluirlos en la serie.

Los datos clinicos se recogieron de los informes anatomopatoldgicos originales,
de donde se obtuvo informacién tal como la edad y sexo de los pacientes, localizacién y
dimensiones de los tumores, asi como sus principales caracteristicas macroscdpicas. A
través de la revision de las historias clinicas archivadas de los pacientes completamos la
recogida de datos, prestando especial atencidn a la clinica de presentacion de las lesiones
y a la fecha y causa de la muerte, ya fuera ésta consecuencia de la evolucion natural del
GIST o motivada por otras causas. El seguimiento comienza en la fecha de la primera
cirugia y concluye con la fecha de la muerte, si ésta tuvo lugar, expresando el periodo
temporal en meses. También hemos registrado el momento de la aparicion de recidivas o
metastasis. La fecha establecida arbitrariamente como punto final del seguimiento es el
mes de Febrero de 2004.

El Unico criterio empleado para determinar la malignidad de los tumores
estudiados fue la situacion clinica de los pacientes, sin atender en principio a las

caracteristicas morfolégicas — macro y microscopicas - de las lesiones. Por tanto, se
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consideraron GISTs malignos aquellos en los que se registraron siembra o diseminacion
tumoral en la cavidad abdominal, en el momento del diagndstico o durante la evolucion

posterior de los pacientes, y cuando aparecieron metastasis a distancia.

I11.2 REVISION PATOLOGICA

Las caracteristicas macroscopicas recogidas a partir de los informes
anatomopatoldgicos archivados fueron el tamafio de los tumores, su localizacion — que se
dividié en cinco grandes categorias: esofago, estomago, intestino delgado, colon-recto y
no vinculados al tubo digestivo — y otros rasgos descritos tales como la degeneracion

quistica, hemorragia o necrosis identificada macroscopicamente.

En el estudio microscopico, prestamos especial atencién a algunos datos
morfolégicos que también fueron tabulados: el tipo histoldégico basico del tumor
(fusocelular, epitelioide o mixto), el grado de la neoplasia, la presencia de necrosis,
hemorragia, ulceracion, quistificacion, infiltracion tumoral de la lamina propia de la

mucosa Y la identificacién de las llamadas fibras esquenoides.

Finalmente, se efectud una contabilidad de las mitosis, siempre sobre las
secciones completas. Para ello se identificaron previamente a pequefios o medianos
aumentos los campos con una mayor actividad proliferativa. Posteriormente, utilizando el
objetivo de 40 aumentos en un microscopio Olympus BX40 con unos oculares 10x y con
un nuimero de campo de 22 lo que se traduce en un campo de gran aumento (CGA,
400x) de 0,237 mm? de superficie, contamos las mitosis en 50 CGA sucesivos, ya de
modo aleatorio. La contabilidad se rigid por criterios estrictos, atendiendo tan sélo a las
mitosis incuestionables, con ausencia de la membrana nuclear, y prescindiendo de
elementos dudosos tales como cuerpos apoptoticos, células inflamatorias, etc. En
aquellos casos en los que el tamafio del tumor era demasiado pequefio para evaluar los
mencionados 50 CGA, el nimero de mitosis se multiplicd por el factor necesario para

elevar el nUmero de CGA obtenido a esos 50 CGA.

En funcién del tamafio y el nimero de mitosis, cada tumor se situd en una de las
cuatro categorias de riesgo potencial, aplicando para ello la propuesta de consenso y de

uso mas generalizado (Fletcher et a/., 2002%): riesgo muy bajo, bajo, intermedio y alto.

Para la asignacion de grado a los tumores se aplicd el sistema defendido en el

volumen de la OMS dedicado a los tumores de partes blandas y 6seos (Fletcher et al.,
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2002%), que divide a los tumores en tres grados: 1, bien diferenciado; 2, moderadamente
diferenciado; y 3, pobremente diferenciado. Este sistema se basa fundamentalmente en
la valoracién combinada de tres factores: la densidad celular, el nimero y aspecto de las

mitosis, y el pleomorfismo nuclear.

II1.3 CONSTRUCCION DE LOS TMAs

En todos los casos se seleccionaron uno o dos bloques de parafina en funcion de
la representatividad de la lesion y de su espesor, bloques que se destinaron a la
construccion de los TMAs. En las preparaciones correspondientes tefiidas con HE
marcamos las areas indicadas, y el marcaje se trasladdé a los bloques de parafina

seleccionados.

Todos los tumores — GIST y no GIST — recuperados en la blUsqueda fueron
incluidos en dos TMAs, uno de ellos basado en los casos recuperados del C. H. U. de Vigo
(TMA 1) y el segundo con los tumores del C. H. U. S. (TMA 2). Estos bloques fueron
construidos con la ayuda de un dispositivo comercial manual (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD, EEUU). El aparato, descrito brevemente, dispone de un dispositivo mévil con
un juego de dos agujas: una destinada a crear un fino conducto cilindrico en el bloque de
parafina receptor, y la segunda, con un calibre interior algo mayor, se emplea para
pinchar el bloque donante, en el punto previamente sefialado, con el fin de obtener un
cilindro de parafina con el tejido. Este cilindro tisular se introduce a continuacion en el
bloque receptor a través del orificio previamente practicado. El bloque receptor se mueve
entre cada insercién de tejido con la ayuda de unos tornillos de micrométricos de
precision situados en los ejes de coordenadas X e Y. Una vez concluida la construccion
del TMA, con arreglo a una plantilla de disefio previo, el bloque de parafina receptor se
calienta a 60° C durante 30 minutos para facilitar la plena integracion del nuevo tejido en
la parafina, tras lo que ya puede procederse al corte de secciones de 4 um de espesor

con un microtomo convencional.

Todos los tumores se incluyeron por duplicado y, como se dijo antes, ademas de
los 84 GISTs, afadimos una representacion de los demas tumores mesenquimales
abdominales o vinculados al tubo digestivo que recuperamos en la blsqueda inicial, entre
los que se cuentan leiomiomas (12 casos), leiomiosarcomas (2 casos), schwannomas (5

casos) y fibromatosis mesentéricas (2 casos). También se anadieron cilindros de la capa
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muscular propia del tubo digestivo normal. De este modo, en cada uno de los dos
bloques receptores se introdujeron finalmente 120 cilindros de tejido de 0,6 mm de
diametro, separados por una distancia de 0,4 mm entre los limites de cada cilindro, con
un cilindro adicional (amigdala palatina) destinado a servir de control de posiciéon del
TMA. Como plantillas para la construccion de los TMAs, y como tablas para la recogida de
los resultados de las inmunotinciones, se emplearon unos diagramas elaborados a tal

efecto con la hoja de calculo Excel™ (Microsoft).

De los dos TMAs se hicieron inicialmente 35 secciones de 4 um de espesor,
tifiendo la primera y la Gltima con hematoxilina-eosina para ratificar la representatividad
y la persistencia del tejido en los diferentes niveles de corte de los bloques receptores.
Las secciones restantes se montaron en portas especiales para inmunohistoquimica
(SuperFrost®Plus, Menzel-Glaser, Alemania) y, a la espera de su tincion, se impregnaron

en parafina por inmersion para preservar la antigenicidad del tejido.

I11.4 INMUNOHISTOQUIMICA

En el laboratorio del Servicio de Anatomia Patoldgica del C. H. U. de Vigo se
realizaron todas las inmunotinciones. Para ello se utilizd un sistema automatizado, el
equipo Benchmark™ de la firma Ventana Medical Systems (E.E.U.U.), distribuido en
Espafia por Atom, que permite la estandarizacion completa del proceso, obteniendo de
este modo unos resultados mas homogéneos. El desenmascaramiento antigénico
empleado fue idéntico en todas las tinciones, utilizando un tampdn comercial basado en
TRIS suministrado por el mismo proveedor — Cell Conditioning Solution (CC1), referencia
950-124, Ventana — con una temperatura de trabajo de 100° C durante 30 minutos. La
incubacion con los anticuerpos policlonales o monoclonales primarios fue de 30 minutos,
excepto con la ciclina D1 en el que la incubacion se prolongd a toda la noche a 4° C. En
la inmunotincién propiamente dicha se empled el método de la estreptavidina-biotina-
peroxidasa, con diaminobencidina como cromdgeno, y con una contratincién con

hematoxilina.

El suministrador de los anticuerpos utilizados, las referencias comerciales, los
respectivos clones vy las diluciones de trabajo se resefian en la Tabla 5. Estos anticuerpos
pueden dividirse basicamente en dos categorias. Por un lado tenemos los destinados a

identificar con la suficiente certeza los casos de GIST y a resolver las dudas planteadas
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en el diagndstico diferencial, y aqui pueden incluirse los siguientes: KIT (CD117), CD34,
actina musculo-especifica (AME), desmina, S100, proteina glial fibrilar acida (GFAP), B-
catenina, y vimentina. En segundo lugar estan los marcadores implicados en el control o
regulacion del ciclo celular y de la apoptosis, y en este apartado debemos considerar los
anticuerpos siguientes: Ki67, ciclina D1, BCL2, BAX, p21, p27, p53, pRb y c-myc. La
primera categoria de marcadores, utilizados en el diagnéstico diferencial, se aplicé tanto
sobre las secciones de los dos TMAs como sobre secciones completas y representativas
de todos o una parte de los tumores, con el fin de comprobar si la inmunoreactividad de
los TMAs es similar a la del material considerado como referencia. En concreto, fueron
tefidas secciones completas de los 84 tumores con CD117, CD34 y vimentina; mientras

que 45 tumores se tifieron con S-100 y AME, 43 con desmina, 38 con GFAP y 27 con -

catenina.
ANTICUERPO  ORIGEN CLON REFERENCIA DILUCION
CD117 Dako Policlonal A4502 1:100
CD34 Novocastra QBENd/10 NCL-END 1:20
Actina Enzo HHF35 C34931 1:20
Desmina Bio-Genex 33 MU-072-UC 1:100
S-100 Bio-Genex Policlonal PU-058-UP 1:300
GFAP Bio-Genex G-A-5 MU-020-UC 1:1000
B-catenina  Novocastra 17C2 NCL-B-CAT 1:50
Vimentina Dako V-9 M0725 1:500
Ki67 Master Diag. MIB1 211611Q 1:50
Ciclina D1 Novocastra P2D11F11 NCL-Cyclin D1-GM 1:10
BCL2 Dako 124 M0887 1:10
BAX Dako Policlonal A3533 1:10
p21WAFL/CIPL - Novocastra  4D10 NCL-WAF-1 1:20
p27%*! Novocastra 1B4 NCL-p27 1:20
p53 Novocastra DO7 NCL-p53-DO7 1:50
pRb Biogenex G3245 B504 1:100
c-myc Novocastra 9E11 NCL-cMYC 1:100

TABLA 5. Relacion de los anticuerpos utilizados en el estudio inmunohistoquimico.

Ademas, recientemente se ha recomendado emplear el anticuerpo comercial

policlonal CD117 de uso mas extendido — el A4502 de Dako — a una dilucion de 1:250 sin
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desenmascaramiento antigénico por calor (Lucas et al., 2003), con el fin de evitar
tinciones no deseadas en otras lesiones mesenquimales que no son GIST, tales como la
fibromatosis o tumor desmoide. Para comprobar la rentabilidad diagndstica de esta
propuesta, efectuamos en nuestra serie de casos una tincién adicional de los dos TMAs

con A4502, siguiendo estrictamente la técnica descrita en este articulo.

Todas las inmunotinciones fueron valoradas por el autor de este trabajo sobre las
preparaciones de los dos TMAs. En esencia, a cada cilindro de los TMAs se le asigné uno
de cuatro valores: 2, si la tincion es claramente positiva, tanto en intensidad como en
extension, o cuando la expresion se situa en el nivel medio para el marcador estudiado;
1, cuando la inmunotincion es positiva pero con una sefial mas débil o en escasas células
tumorales, o cuando la intensidad se sitia por debajo del nivel medio; 0, si no existe
expresion inmunohistoquimica de ese marcador; vy, finalmente, -1, si el cilindro
correspondiente se ha perdido en la tincién o si ya no queda tejido en el bloque de
parafina. En caso de que hubiera discrepancias en los resultados tintoriales entre los dos
cilindros, se asignd a efectos de los estudios estadisticos el valor mas alto, aunque se

registraron los porcentajes de heterogeneidad inmunohistoquimica para cada marcador.

En el caso de Ki67 (MIB-1), contamos directamente el nimero de nlcleos tefiidos
en cada uno de los dos cilindros pertenecientes a cada tumor, sumamos el numero de
los dos cilindros y obtenemos una media dividiendo el resultado entre dos (Ki67_med).
También tabulamos el nimero de nucleos tefiidos en el cilindro con mayor expresion de
este antigeno (Ki67_max). Para trasladar los datos de contabilidad de la inmunotincion
para Ki67 obtenidos en los TMAs a secciones completas hemos comprobado que, a pesar
de utilizar en la construccion de los TMAs una aguja de 0,6 mm de diametro, los cilindros
de tejido medidos sobre el porta miden 0,68 mm. Esta discreta expansion del tejido
puede deberse a la rehidratacién del mismo durante el procesamiento y tincién. Con
estas dimensiones cada cilindro tendrd un area de 0,363 mm? con lo que, si
multiplicamos por tres el numero de nlcleos tefidos en un cilindro, el resultado
equivaldrd muy aproximadamente al ndmero de nlcleos tefiidos por mm? También
contamos el nimero células que incluye cada cilindro de los TMAs en los casos de GIST,
con el fin de conocer el porcentaje de nucleos tefiidos con Ki67, porcentaje conocido en
la literatura como indice MIB-1 y que es la forma habitual de referir la expresiéon de este

marcador.

En la tabulacion de los resultados inmunohistoquimicos evitamos hacer una
cuantificacioén precisa del porcentaje de células tefiidas, con la excepcion del Ki67, y la
valoracion de cada marcador en niveles de intensidad 1 y 2 se modulé siempre en

funcion de la expresién media de cada uno de los marcadores evaluados.
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I11.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA

En 16 de los casos de GIST pudo realizarse un estudio ultraestructural. Para ello,
se fijé tejido fresco en una solucion fria de glutaraldehido al 4% en un tampdn fosfato
con un pH de 7,4. El tejido fue postfijado en tetroxido de osmio al 1%, deshidratado en
etanol a concentraciones crecientes, e incluido en resina Eppon. Las secciones finas
seleccionadas se tifieron con acetato de uranio y citrato de plomo, para ser examinadas
posteriormente mediante el microscopio electronico de transmision Jeol 100B (Tokio,
Japon) del Departamento de Anatomia Patoldgica del C. H. U. de Santiago. Los criterios
ultraestructurales empleados para evaluar la linea predominante de diferenciacion en
cada tumor fueron, en esencia, los descritos por Erlandson y colaboradores (Erlandson et
al, 1996). En consecuencia, en las lesiones examinadas se determind si la diferenciacion
predominante era muscular, neural, mixta o dual; o bien si carecian por completo de

cualquier signo ultraestructural de diferenciacion.

I11.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los calculos fueron realizados utilizando el paquete estadistico SPSS para
Windows, versién 11.5.1 (16 Nov 2002, OSPSS Inc., Chicago, USA).

Para verificar la normalidad de las variables cuantitativas se aplicé la prueba no

paramétrica de Kolmogorov-Smirnov.

Las variables cuantitativas se compararon usando un test de diferencia de
medias. Cuando se verificod la normalidad en la distribucion de las variables, se utilizd la t
de Student para muestras independientes. Si no se cumplia el criterio de normalidad,

recurrimos al test no paramétrico de la U de Mann-Whithney.

Para comparar variables cualitativas utilizamos el test de x? salvo cuando los

casos esperados eran menos de 5, en cuyo caso empleamos el test exacto de Fisher.
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Las correlaciones entre variables fueron evaluadas usando tablas de
contingencia, para las variables discretas, y métodos de regresion lineal para las variables
continuas. Dado que ninguna de las variables estudiadas, con la excepcion de la edad de
los pacientes, se ajusta a la normalidad, la significacion estadistica de las posibles
correlaciones se calcularon mediante el coeficiente no paramétrico Tau de Kendall. Para

las variables escaladas utilizamos el coeficiente de correlacién de Spearman.

Los criterios adoptados para la determinacion del comportamiento maligno, como
acontecimientos no censurados en las curvas de supervivencia, fueron la aparicion de
recurrencias o recidivas locales en la cavidad abdominal, las metastasis a distancia o -
directamente - la muerte causada por la enfermedad, todo ello expresado en meses tras
la cirugia inicial. Solo las muertes en las que se pudo confirmar su relacion directa con el
GIST se contabilizaron como eventos, los restantes exitus fueron censurados en el

momento de la muerte.

Todas las variables clinico-patoldgicas estudiadas fueron sometidas a un analisis
de supervivencia univariante a través del método de Kaplan-Meier, y las diferencias se
compararon con el test del logaritmo del rango. El analisis se completd utilizando un

modelo de regresién de Cox univariante.

Elegimos para el analisis multivariante todos los parametros prondsticos con los
que se obtuvo un valor P menor o igual a 0,05 en el andlisis univariante, utilizando de
nuevo el modelo de regresion de Cox, a través de la progresién por pasos adelante y

eliminacion de variables por pasos atras, verificado con el test de Wald.

El nivel considerado de significacion estadistica fue p<0,05 (error a: 5%).

I11.7 REVISION BIBLIOGRAFICA

La revisién bibliografica se llevd a cabo mediante la consulta via Internet de la
pagina web Pub Med, un servicio de la National Library of Medicine estadounidense que
incluye alrededor de 14 millones de articulos publicados en el area de la biomedicina
desde los afios 50 del pasado siglo (http://www.ncbi.nlm.gov). Las citas proceden de la
base de datos Med Line y de otras muchas publicaciones. Toda esta revision esta

actualizada al mes de Septiembre del afio 2004.
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IV. RESULTADOS

IV.1 HALLAZGOS CLINICOS Y MACROSCOPICOS

Los 84 pacientes con GIST finalmente incluidos en este trabajo se repartieron
exactamente por mitades en lo que atafie al sexo, esto es, 42 eran varones y otros 42
eran mujeres. El rango de edad de estos pacientes, en el momento del diagndstico,
oscilaba entre los 28 y los 88 afios, con una media de 65,81 afios, una mediana de 67,5
afnos y una desviacion tipica de 12,18 afos. En cuanto a la localizacion de los diferentes
tumores, 1 era esofagico (1,2%), 46 eran gastricos (55,4%), 30 surgian de algin punto
del intestino delgado (36,1%), 1 era colo-rectal (1,2%) y 4 tumores no estaban
directamente vinculados al tubo digestivo (4,8%). Una paciente se presentd con
numerosas masas abdominales, sin que fuera posible determinar la porcion del tubo
digestivo en la que se origind la neoplasia, y en otra paciente no pudo conocerse el

origen por no figurar explicitamente este dato en la historia clinica.

El tamarfio de los tumores — evaluado a partir de su dimensién maxima — oscilaba
entre 0,4 y 32 cm, con una media de 7,58 cm, una mediana de 5 cm y una desviacion
tipica de 7,40 cm. Si estratificamos los tumores seglin las magnitudes acotadas que
utilizan Fletcher y colaboradores en su aproximacion pronostica al riesgo de
comportamiento agresivo en el GIST (Fletcher et al, 2002°), 16 lesiones (19%) midieron
menos de 2 cm, 28 (33,3%) median entre 2 y 5 cm, 19 (22,6%) median mas de 5 cm
pero menos de 10 cm, y 21 tumores (25%) median 10 cm o mas en dimensién maxima.
El aspecto macroscopico de los tumores fue marcadamente variable y, mientras que la
mayoria de los GISTs estudiados crecieron predominantemente hacia la luz del tubo
digestivo, otros lo hicieron exofiticamente formando masas subserosas. La mayoria de los
GISTs de pequeiio tamafio mostraron una superficie de corte bastante homogénea,
fibrilar, blanco-grisacea y elastica. Sin embargo, muchos de los tumores presentaron una
superficie de corte mas heterogénea en la que alternaban areas nodulares carnosas y
blandas, con otras mas fibrosas y consistentes, asi como zonas mas o menos amplias de
hemorragia o de necrosis. Muchos tumores de crecimiento hacia la luz del tubo digestivo
acabaron erosionando o ulcerando claramente la mucosa, con signos macroscopicos de

hemorragia luminal (Figura 3).
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FIGURA 3. Aspecto macroscopico de dos GISTs. A. Tumor gastrico de crecimiento fundamentalmente
exofitico, aspecto fibrilar y con pequefias areas de hemorragia. B. Tumor del intestino delgado de
crecimiento submucoso, de aspecto mas heterogéneo. Ambos tumores provocan la ulceracion de la

mucosa.

En 20 lesiones de un total de 81 tumores en los que este dato estd registrado
(24,7%), 15 de ellas localizadas en el estémago, la quistificacion era una caracteristica
macroscopica muy destacada, de tal manera que en muchos de estos casos la neoplasia
viable se limitaba a un delgado casquete periférico que rodeaba una o mas grandes
cavidades quisticas. De este modo, no es extrafio que en 6 pacientes con tumores
gastricos el diagnostico prequirirgico de sospecha, a través de técnicas de imagen, fuera

de neoplasia quistica pancreatica.

Una buena parte de los tumores (25 casos, 29,76%) se descubrié casualmente,
bien en el transcurso de laparotomias realizadas por otros motivos, generalmente
resecciones gastricas o intestinales por carcinomas, bien en exploraciones abdominales
con técnicas de imagen. Como es previsible, la mayoria de los tumores de pequefio
tamanio se detecté de este modo. Cuando se registraron en la historia clinica sintomas
causados directamente por el GIST, el dato mas frecuentemente resefnado (26 pacientes,
30,95%) fue una hemorragia digestiva, considerada alta en 5 pacientes, baja en 20
pacientes, y con hemoperitoneo en un paciente. La hemorragia fue lo suficientemente
copiosa como para causar un cuadro de anemia cronica o aguda clinicamente evidente en
16 pacientes (19,04%). En algunos casos (3 pacientes, 3,57%), la hemorragia digestiva

fue de tal magnitud que llegd a requerir una intervencion quirirgica de urgencia.
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El siguiente sintoma en importancia fue el dolor abdominal, que se present6 en
11 pacientes (13,09%). El dolor fue de tipo cdlico, causado por obstruccion intestinal, en
3 de estos enfermos, que también fueron intervenidos quirtrgicamente de urgencia. En
otros 10 pacientes (11,90%), el sintoma clinico dominante fue la sensacién subjetiva de
masa abdominal, acompafiada frecuentemente de dispepsia o de otras molestias
imprecisas. En los restantes 12 pacientes, no figuraba en las historias clinicas datos sobre

la sintomatologia prequirirgica.

En la fecha de cierre del seguimiento (febrero del afio 2004), disponemos de
datos de 79 pacientes (94%), mientras que en el caso de los restantes 5 pacientes no
existe constancia documental en sus historias clinicas ni en otros registros que permitan
conocer su evolucion posterior al diagnostico. Empleando para los estudios estadisticos
los datos disponibles en los 79 pacientes seguidos, permanecian con vida y sin evidencia
de enfermedad 36 (45,57%), 3 (3,8%) estan vivos con GIST metastatico y siguiendo
tratamiento con mesilato de imatinib, y 40 (50,63%) habian fallecido. De estos Ultimos,
en 16 pacientes (20,25%) habia una evidencia contundente para establecer que la
muerte estaba relacionada directamente con el GIST, y en los restantes 24 pacientes
(30,38%) el fallecimiento se debid a causas ajenas al GIST. El periodo de seguimiento
oscilé entre 0 meses, cuando los pacientes murieron en el postoperatorio inmediato, y los
200 meses, contando siempre desde la primera intervencion quirdrgica. El seguimiento
medio fue de 57,51 meses, con una mediana de 51 meses y una desviacion tipica de
46,08 meses. Cuando se registraron en la historia clinica, en el caso de los GISTs
malignos, uno o mas episodios de recidiva local, aparicion de implantes intraabdominales
0 metastasis en el higado u otros dérganos, también tabulamos la fecha de aparicion,

contando las semanas desde la cirugia inicial.

De las cifras anteriores se deduce que, finalmente, encontramos 19 pacientes con
tumores clinicamente malignos entre los 79 pacientes de los que se dispone de
seguimiento. En un paciente (nimero 10), que fue intervenido quirdrgicamente por
presentar obstruccion intestinal por un carcinoma colo-rectal con metastasis hepaticas, se
descubrid en el momento de esta intervencion que tenia un GIST obviamente maligno en
el intestino delgado con implantes tumorales mdltiples. El paciente fallecié poco después
- a los cuatro meses de la cirugia - a causa del carcinoma metastatico, por lo que lo

incluimos en el estudio de supervivencia como dato censurado.

La totalidad de los datos clinicos relevantes se presenta en el Anexo 1.
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IV.2 HALLAZGOS HISTOLOGICOS

Las caracteristicas microscopicas de los tumores son las habituales de los GIST,
esto es, siendo muy heterogéneos sus rasgos entre tumores diferentes, si consideramos

cada tumor aisladamente, resultan ser neoplasias bastante homogéneas compuestas por

células fusiformes, epiteliodes, o por mezclas de estos dos tipos celulares.

FIGURA 4: Tumores estromales
gastrointestinales de tipo fusocelular.
Lesion de baja densidad celular vy
aspecto  neuroide  (A). Lesion
fasciculada de mas alta densidad y de
aspecto muscular (B). Vacuolas
citoplasmaticas paranucleares en un
tumor gastrico (C). Fibras esquenoides
en un tumor del intestino delgado (D).
Area de degeneracion mixoide en una
lesion gastrica (E) (HE, aumento
original 200x A, B, Cy E; 100x D)
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En los tumores fusocelulares (Figura 4), las células neoplasicas poseen
citoplasmas levemente eosindfilos vy fibrilares, mas palidos habitualmente que los de las
células musculares lisas. La densidad de la proliferacion celular es muy variable, como lo
es el patron histologico. Algunos tumores muestran un patréon fasciculado,
frecuentemente con haces cortos o de aspecto estoriforme, mientras que otros carecen
por completo de un patrén definido. A veces se observa una agrupacion celular con
formacion de empalizadas, que recuerda a los tumores schwannianos. Los nlcleos son
bastante uniformes pero de contorno variable dependiendo del caso o del campo, desde
nucleos muy elongados y algo serpiginosos — que remedan los de los schwannomas -
hasta nucleos perfectamente ovoides o en forma de cigarro puro. No encontramos, al
menos de modo generalizado, el elevado grado de pleomorfismo e hipercromatismo
nuclear que puede observarse en otros tumores mesenquimales malignos o sarcomas,
tales como en los leiomiosarcomas, que constituyen uno de los principales diagnosticos
diferenciales. Sin embargo, si pueden identificarse campos aislados en los que las células
neoplasicas muestran nlcleos grandes, de contornos irregulares y con un fuerte
hipercromatismo, pero este fendmeno infrecuente — al igual que sucede con muchos
tumores endocrinos - no se asocia necesariamente con una mayor actividad mitética ni
con otros rasgos de comportamiento agresivo. Un hallazgo destacado, observado en al
menos 8 de nuestros casos es la presencia de numerosas vacuolas citoplasmaticas
paranucleares que, en otro tiempo, se creyé que eran un marcador de diferenciacion
muscular lisa. También observamos en 7 tumores (8,33%) — todos ellos fusocelulares y
localizados en el intestino delgado — las llamadas fibras esquenoides, unas particulas de
coladgeno de rasgos peculiares, hialinas e intensamente eosindfilas, de aspecto globular o

fascicular.

Los GISTs de tipo epitelioide se componen de células redondas o poligonales de
tamafo medio con citoplasmas eosindfilos o claros (Figura 5), llegando a adquirir en al
menos un caso un cierto aspecto de células en “anillo de sello”. Los nulcleos son
uniformes y, en este caso, siempre de contornos redondos u ovoides, con cromatina de
patron vesicular y pequefios cromocentros o nucleolos. Es frecuente la tendencia a la
asociacion en nidos de las células tumorales, separados por septos fibrovasculares
delicados, lo que refuerza la posibilidad de confusién diagndstica con tumores epiteliales

0 neuroendocrinos.

Los GISTs de tipo celular mixto muestran, por lo general, una mezcla compleja e
intima de elementos fusocelulares y de células epitelioides con diferentes formas de
transicion. Son mucho mas infrecuentes los tumores que presentan transiciones abruptas

de un patron histoldgico a otro.
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En lo que atafie al tipo histoldgico de los tumores de esta serie, 57 casos
(67,9%) son de tipo fusocelular, 12 (14,3%) son de tipo epitelioide, y 15 tumores
(17,9%) son mixtos.

SFYTR
§
’ ' g !""" b,b

A, -:ffélf

FIGURA 5. Tumores estromales
gastrointestinales de tipo epitelioide y
de origen gastrico. Proliferacion en
sdbana de células poligonales, con
nlcleos redondos de aspecto uniforme
(A). Lesion de aspecto endocrinoide,
con células de citoplasmas eosinofilos
(B). Tumor compuesto por células de
citoplasmas claros, algunas de las
cuales adquieren un aspecto de células
en “anillo de sello” (C) (HE, aumento
original 200x A; 400x B y C).

El nimero de mitosis por 50 CGA oscila entre ninguna y 110, con una media de
6,68, una mediana de 1 mitosis, y una desviacion tipica de 19,13. El nimero de tumores
que muestra 5 M/50 CGA o menos es de 67 (79,8%), hay 7 tumores (8,3%) con un
numero de mitosis entre 6 y 10 por 50 CGA, y 10 lesiones (11,9%) presentan mas de 10
M/50 CGA. Un hecho percibido de manera inmediata es que existe una fuerte relacion
entre el tamafio y el nimero de mitosis, de tal manera que en sdlo 4 de los 44 tumores

de 5 cm o menos de didmetro encontramos mas de 5 M/50 CGA.

La aplicacion directa de la propuesta de Fletcher y colaboradores (Fletcher et al,
2002%) que define el riego de comportamiento agresivo del GIST en funcién del tamano
tumoral y el nimero de mitosis (Tabla 1) da los siguientes resultados: 16 tumores (19%)
son de riesgo MUY BAJO, 24 (28,6%) de riesgo BAJO, 18 (21,4%) de riesgo
INTERMEDIO, y 26 (31%) de riesgo ALTO (Tabla 6).
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En 16 tumores (19%) encontramos areas de necrosis mas o menos extensas, y
solo dos de ellos median menos de 5 cm en dimension maxima. La hemorragia es un

fendmeno presente con mucha mayor frecuencia, y lo encontramos en 47 de los 84

TAMANO

MITOSIS Menosde2cm 2-5cm 5-10cm Mas de 10 cm

Menos de 5 M/50 CGA 16 (100%)? 24 (85,7%)° 15 (78,9%)° 12 (57,1%)¢

5-10 M/50 CGA 0 (0%)¢ 3 (10,7%)° 2 (10,5%) ¢ 2 (9,5%) ¢
Mas de 10 M/50 CGA 0 (0%)¢ 1(3,6%)¢ 2(10,5%)¢ 7 (33,3%) ¢
TOTAL 16 (100%) 28 (100%) 19 (100%) 21 (100%)

NOTAS: @ Muy bajo riesgo, ° Bajo riesgo, ¢ Riesgo intermedio, ¢ Alto riesgo

TABLA 6. Tamaiio y tasa de mitosis de los GISTs de esta serie.

tumores (56%). Mientras que vemos a menudo la ulceracion de la mucosa, la infiltracion
de la misma — entendida como la interposicién anarquica de células neoplasicas en la
ldmina propia de la mucosa entre las glandulas preexistentes — es muy rara. La primera
circunstancia fue detectada en 22 de 71 casos evaluables (31%) y la infiltracion

neoplasica, sin embargo, en solo un caso de los 73 tumores que pudimos valorar (1,4%).

Respecto al grado histoldgico de los GISTs, a ninguno de ellos se le asignd un
grado 3 lo que es previsible si se atiende a que muy raramente, si sucede alguna vez,
estos tumores muestran la profunda atipia y el nivel de pleomorfismo nuclear que puede
verse en muchos otros tumores malignos de partes blandas. Por otra parte, las mitosis
casi siempre son escasas, lo que suele obligar a una contabilidad minuciosa y lenta de las
mismas, y nunca son atipicas. Finalmente, 61 de los 84 tumores (72,6%) son de grado 1

y los restantes 23 (27,4%) son de grado 2.

En contraste con los GISTs, los leiomiomas del tracto gastrointestinal que hemos
estudiado muestran rasgos idénticos a los leiomiomas de otras localizaciones, esto es,
son tumores de menor densidad celular, con un patrén fasciculado mas definido y
aspecto mas uniforme, con células de citoplasmas fibrilares con intensa eosinofilia, y con

nlcleos que presentan la caracteristica forma de cigarro puro, con extremos romos. La
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ausencia de mitosis es la horma y nunca encontramos necrosis. Los schwannomas que
identificamos en la busqueda, todos ellos gastricos, muestran un manto de celularidad
linfoide a su alrededor, con formacion incluso de foliculos dotados de centros germinales.
Ademas, se observa un patron festoneado organoide en al menos algunos puntos de las
secciones. Sin embargo, los rasgos morfoldgicos de los GISTs, de los leiomiomas y de los
schwannomas se solapan ampliamente, y en muchos casos sélo pudimos resolver este
diagndstico diferencial con la ayuda de las tinciones inmunohistoquimicas. Los
leiomiosarcomas son tumores obviamente malignos, con un marcado pleomorfismo
nuclear y numerosas mitosis, siendo faciles de diferenciar de los GISTs. La fibromatosis o
tumor desmoide mesentérico se distingue del GIST por su contorno mal definido,

frecuentemente infiltrativo, y su marcada colagenizacion.

Hemos contado directamente el nimero de células completas presentes en los
cilindros de los TMAs que corresponden a los GISTs. El nimero medio de células es de
299,7; con una mediana de 299,5; y una desviacion tipica de 61,75. el nimero minimo es

de 188 células y el maximo de 465 células.

En el Anexo 2 estan tabulados todos los datos morfolégicos, macro vy

microscopicos, observados en los 84 GISTs.

IV.3 HALLAZGOS INMUNOHISTOQUiIMICOS

De los 84 tumores estudiados, la inmunotincién para KIT (CD117) efectuada
sobre secciones completas es positiva en 79 casos (94%), mientras que uno de estos
tumores (nimero 59) perdio la expresion de este marcador cuando se evalué el resultado
en los TMAs. En los otros 5 no logramos demostrar expresion de CD117, no obstante y
como ya hemos dicho, sus caracteristicas clinicopatoldgicas fueron lo suficientemente
explicitas como para mantener el diagndstico de GIST. En 57 de los 78 tumores positivos
en los TMAs, la inmunotincion es intensa y en la mayoria de las células neoplasicas, con
expresion citoplasmatica ligeramente reforzada en la zona submembranosa de las células
(Figura 6). En los 21 tumores restantes, la tincion para CD117 es mas débil y/o mas
focal, y se percibe en algunos tumores un patrén de gota citoplasmatica paranuclear. En
todas las restantes lesiones estudiadas, incluyendo en ellas las dos fibromatosis

mesentéricas, la inmunotincién para CD117 es completamente negativa.
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P O

Vimentin

FIGURA 6. TMA2 (A8). Tumor estromal gastrointestinal (GIST) de 3,5 cm de diametro y de localizacion ileal,
de caracteristicas morfologicas malignas. Véase la inmunotincion intensa de CD117 y de vimentina,
asi como el elevado porcentaje de nucleos tefiidos con Ki67 y p53 (HE, avidina-biotina-peroxidasa-
DAB contratefida con hematoxilina, aumento original: 200x).
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La tincion para CD34 es positiva en un nimero menor de casos (66 tumores,
78,6%). La expresion citoplasmatica de este marcador es fuerte y extensa en 45 de estos
66 tumores, y mas débil en los 21 restantes. En solo uno de los 5 tumores CD117
negativos la tincion para CD34 es positiva. Encontramos, ademas, una llamativa
diferencia en la expresion de este marcador en funcién de la localizacién del tumor vy asi,
mientras que el 93,5% de las lesiones gastricas se tifien con CD34 (43 de 46), solo lo
hacen el 56,7% de los tumores situados en el intestino delgado (17 de 30). Esta

diferencia de expresion es estadisticamente significativa (p<0,0001).

Con la proteina S100 se observa una inmunotincién positiva en 13 de los 84
casos (15,5%). Esta tincion es siempre débil y focal excepto en 2 de los 13 tumores
positivos, en los que la tincion es mas intensa. Sin embargo, en solo uno de los casos
(caso 27) se observa una expresion débil de GFAP. Este tumor fue clinicamente maligno,

y expresa otros marcadores tales como S100, desmina o AME.

En cuanto a los marcadores utilizados para detectar una diferenciacion muscular,
la desmina es positiva en 9 tumores (10,7%) y la AME en 8 tumores (9,5%). La
inmunotincidén para estos dos anticuerpos es compartida en 7 casos. La inmunotincién
para la vimentina es intensa en casi todos los GISTs estudiados, y solo en dos tumores se
registra una expresion negativa, probablemente causada por una pérdida general de
antigenicidad del tejido, pues son casos también negativos para otros muchos

marcadores, incluido el CD117.

MARCADOR Secciones completas Secciones TMAs
CD117 79/84 (94%) 78/84 (92,9%)
CD34 67/84 (79,8%) 66/84 (78,6%)
S-100 8/45 (17,8%) 13/84 (15,5%)
AME 9/45 (20%) 8/84 (9,5%)
Desmina 6/43 (13,9%) 9/84 (10,7%)
GFAP 1/38(2,6%) 1/84 (1,2%)
B-catenina 0/27 (0%) 0/82 (0%)
Vimentina 82/84 (97,6%) 82/84 (97,6%)

TABLA 7. Comparacion de los resultados inmunohistoquimicos entre la tincion de secciones completas y de
secciones de los TMAs. El marcador de resultados mas dispares es la AME, a causa de su expresion

muy focal en el GIST.
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Si comparamos estos resultados del estudio inmunohistoquimico realizado sobre
los TMAs con los resultados obtenidos con las secciones completas, que sirve de
referencia o gold-standard (Tabla 7), comprobamos que la correlacién es muy buena,
con la Unica excepcion, légica pero no muy relevante, de uno de los marcadores que se

pueden expresar en el GIST de un modo muy focal: la AME.

FIGURA 7. TMA 1 (B4). Leiomioma rectal dependiente de la muscularis mucosae, de 0,6 cm de diametro.
Obsérvese la expresion contundente de AME y desmina, y la inmunotincion negativa para vimentina,
CD34 y CD117. En esta Ultima se tifien algunos mastocitos (HE, avidina-biotina-peroxidasa-DAB
contratefiida con hematoxilina, aumento original: 200x).
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En los doce leiomiomas estudiados (Figura 7) la expresién inmunohistoquimica
de la desmina y de la AME es difusa e intensa, siempre mayor que en los GISTs que son
positivos para estos marcadores. La tincion para CD34 es siempre negativa, con la
excepcion evidente de los endotelios vasculares. Llama la atencidon también la
negatividad universal de la tincion para la vimentina en los tumores de musculo liso. Los
dos leiomiosarcomas incluidos en los TMAs muestran un inmunofenotipo idéntico al de

los tumores benignos.

Los cinco schwannomas resultaron intensamente positivos, con el habitual patron
mixto de tincion nuclear y citoplasmatico, para la proteina S-100 (Figura 8). La

intensidad de la expresion de GFAP es mas variable pero, en cualquier caso, todos los

schwannomas son positivos para este marcador.

FIGURA 8. TMA 2 (H2). Schwannoma gastrico, de 12 x 9,5 c¢m, etiquetado inicialmente como GIST. Ademas
de la valoracion de sus caracteristicas morfologicas generales, la expresion generalizada e intensa de
S-100 y GFAP, con una inmunotincion negativa para CD117, conducen al diagnéstico correcto (HE,
avidina-biotina-peroxidasa-DAB contratefiida con hematoxilina, aumento original: 200x).
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La expresién de B-catenina se limita a las dos fibromatosis incluidas en el estudio,
sin que identifiquemos inmunoreactividad en los GISTs, schwannomas o tumores de
musculo liso. La expresién en las fibromatosis es nuclear, y se aprecia en la mayoria de

las células.

La tabla 8 resume estos resultados del estudio inmunohistoquimico basico de los
GISTs, y los compara con las principales entidades implicadas en el diagnostico
diferencial que hemos recuperado de nuestros archivos en el curso de este trabajo, y que
incluimos en los TMAs: 12 leiomiomas, 5 schwannomas y 2 fibromatosis (tumor

desmoide), todos ellos situados en relacién directa con el tubo digestivo.

KIT CD34 S100 GFAP DESM AME VIM B-CAT
GIST +(78/84) +/- (66/84) -/+ (13/84) neg (1/84) -/+(9/84) -/+ (8/84) + (81/83) neg (0/84)
LEIMIOMA neg (0/12) neg (0/12) neg (0/12) neg (0/12) + (12/12) + (12/12) neg (0/12) neg (0/12)

SCHWANNOMA neg (0/5) neg (0/5)  + (5/5) + (5/5) neg (0/5) neg (0/5) +(5/5)  neg (0/5)

FIBROMATOSIS neg (0/2) neg (0/2) neg (0/2) neg (0/2) neg (0/2) +/-(1/2) +(2/2) +(2/2)

NOTA. DESM: desmina, AME: actina musculo-especifica, VIM: vimentina, B-CAT: B-catenina.

TABLA 8: Resultados del estudio inmunohistoquimico con los marcadores de valor diagndstico en el GIST y
otros tumores mesenquimales del tubo digestivo. Estan resaltados en negrita los resultados mas
informativos en el diagndstico diferencial.

El nimero de nucleos tenidos con Ki67 (MIB-1), contabilizados como la media del
resultado obtenido en los dos cilindros de cada GIST en los TMAs (Ki67_med), oscila
entre ninguno y 189, con una media de 12,06, una mediana de 3,75 y una desviacion
estandar de 24,7. También hicimos una valoracién de la inmunotincién para Ki67,
atendiendo exclusivamente al cilindro con el nimero maximo de nlcleos tefiidos
(Ki67_max). En este ultimo caso, las cifras oscilan entre 0 y 195, la media es de 14,92, la
mediana es de 5, y la desviacién tipica es de 27,11. Dado que el nimero medio de
nucleos por cilindro en los TMAs es casi 300, el resultado de dividir entre 3 el valor de
KI67_med nos dara muy aproximadamente la expresion de este marcador como
porcentaje de nlcleos tefiidos, parametro que recibe el nombre de indice MIB-1. El indice
MIB-1 en nuestra serie de GISTs oscila entre 0 y 63%, con 17 tumores mostrando un

indice de 5 o superior.
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Recientemente, Kindblom (Kindblom, 2004) propuso una aproximacién prondstica
a los GISTs que probablemente sea mas atinada que la clasificacion de consenso vigente
ya comentada (Fletcher et al, 2002°). Esta propuesta se basa en la asignacién a cada
lesion de una puntuacion o score resultado de la suma directa del tamano del tumor,
expresado como su diametro mayor en centimetros, y del indice MIB-1. Kindblom
comenta que un valor mayor de 7 implicaria un prondstico peor. La aplicacion de esta
propuesta a nuestra serie da un score minimo de 1 y uno maximo de 67, con una media
de 11,6, una mediana de 6,17 y una desviacion tipica de 11,98. En 47 de los 84 GISTs
(56%) el score se situa entre 1 y 7 (BAJO RIESGO), 14 tumores (16,7%) tienen una
puntuacién situada entre 8 y 15 (RIESGO INTERMEDIO), y en los 23 restantes (27,3%)
el score es de 16 o mas puntos (ALTO RIESGO). En la tabla 9 se muestra el
comportamiento clinico de los GISTs en funcién del score asignado con esta

estratificacion.

COMPORTAMIENTO CLINICO

Puntuacion BENIGNO MALIGNO TOTAL
1-7 42 (97,7%) 1 (2,3%) 43 (100%)
8-15 11 (84,6%) 2 (15,4%) 13 (100%)
>15 7 (30,4%) 16 (69,6%) 23 (100%)

TABLA 9. Comportamiento clinico de los GISTs en funcién de la puntuacion asignada sumando el

diametro mayor, expresado en centimetros, y el indice MIB-1.

El nimero de GISTs que resultan positivos para BAX y c-myc es muy elevado, y
se observa una apreciable tincion de fondo que dificulta considerablemente la valoracion
de los resultados. En el caso del BAX, 67 tumores son positivos y 17 negativos, mientras
que con c-myc encontramos 70 tumores positivos y 13 negativos. La inmunohistoquimica
para p53, BCL-2 y p27 es de mayor calidad y permite hacer una valoracién mas precisa.
Con p53 vemos 43 tumores negativos (0), 27 con expresion débil (1), y 12 con una
expresion intensa (2). Con BCL2 los resultados son de 42 casos, 28 casos y 13 casos en
cada una de las tres categorias mencionadas para el p53; y para p27 encontramos 59, 20
y 4 tumores, respectivamente. La inmunotincidn para ciclina D1, pRb y p21 no permite
matizar la intensidad y solo la consideramos positiva 0 negativa. En el caso de la ciclina

D1, 60 tumores son negativos y 24 positivos; con pRb, 56 son negativos y 27 positivos; y
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con p21, 46 son negativos y 37 positivos. Siempre que la suma de los tumores no
alcanza la cifra de 84, son casos cuyos cilindros se perdieron en el proceso de tincion y

montaje de las preparaciones de los TMAs.

Como se dijo anteriormente, se ha propuesto una modificacion en las condiciones
técnicas en las que se debe realizar la inmunotincion para CD117, con el fin de eliminar
las indeseables reacciones que se observan con este anticuerpo en algunas entidades
que como la fibromatosis (tumor desmoide), lo que puede provocar problemas
adicionales en el diagndstico diferencial (Lucas et a/, 2003). Estas modificaciones
consisten en esencia en emplear una dilucion a 1:250 del anticuerpo policlonal mas
ampliamente utilizado (A4502, DAKO), en vez de la dilucién recomendada por el
proveedor de 1:100, y sin efectuar un desenmascaramiento antigénico con calor. La
aplicacion estricta de este protocolo al proceso de tincién inmunohistoquimica de los dos
TMAs provocd que solo en 68 GISTs se obtuviera una reaccidon positiva, siempre de
intensidad mas ligera que en la inmunotincion original (Figura 9). En consecuencia, la
sensibilidad de la tincién en la identificacion de los GISTs bajé desde un 92,9% (78 de 84

tumores) a un 81% (68 de 84 tumores).

FIGURA 9. TMA 2 (B3). GIST, inmunotincién para CD117. Izquierda: dilucién de trabajo de 1:100, con
recuperacion antigénica por calor. Derecha: dilucion de 1:250, sin desenmascaramiento antigénico.
La expresion se pierde casi por completo (CD117, anticuerpo policlonal A4502, DAKO, aumento
original 40x)

La totalidad de los resultados obtenidos en el estudio inmunohistoquimico en los

84 GISTs se muestra en el Anexo 3.
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IV.4 HALLAZGOS ULTRAESTRUCTURALES

El examen ultraestructural realizado en 16 de los 84 tumores demostrd una
diferenciacién muscular incompleta o abortiva en 5 de ellos (31,3%). En 7 tumores se
encontraron rasgos morfoldgicos que sugieren diferenciacion neural (43,8%) vy, por ello,
fueron calificados en su momento de GANTS. Finalmente, en 4 tumores (25%) los signos
de diferenciacion fueron ambiguos o mixtos, con marcadores ultraestructurales tanto

musculares como neurales.

No parece existir ninguna relacion entre la diferenciacion de las neoplasias, segin
se desprende del estudio ultraestructural, y los resultados de las tinciones
inmunohistoquimicas realizadas sobre los TMAs. Asi, solo uno de estos 16 GISTs
estudiados, con diferenciacién dual por microscopia electronica, resulta ser positivo para
S-100, mientras que los 7 tumores “neurales” son negativos. De los 5 tumores con
diferenciacién muscular ultraestructural, en solo uno de ellos se encuentra expresion de
desmina, siendo negativa en todos los casos la AME. Todos los tumores estudiados
expresan CD117 y, con CD34, se tifien también todos los tumores “musculares” mientras

que 2 de los 7 tumores “neurales” son negativos para este Ultimo marcador.

IV.5 ANALISIS PRONOSTICO

Como ya hemos dicho, la definicién de malignidad en este trabajo deriva
exclusivamente del comportamiento clinico de cada tumor. Asi, son malignos todos
aquellos casos en los que se registrd en la historia clinica la existencia de recidivas
intraabdominales o metastasis, suceso que ocurrid6 en 19 pacientes (22,6%), de los
cuales 16 fallecieron por la enfermedad y los otros tres sobrevivian en el momento de
cierre del seguimiento, y estaban a tratamiento con imatinib. En un paciente (nimero 10)
ya en la cirugia inicial se observaron numerosos implantes tumorales en la cavidad
abdominal. Por ello, aunque falleci6 a las pocas semanas de la cirugia por otra causa, lo
hemos considerado también como ejemplo de GIST maligno, pero sdlo a efectos del

estudio inmunohistoquimico, sin trasladar este caso al estudio de la supervivencia.
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IV.5.1 COMPARACION DE MEDIAS DE VARIABLES
CUANTITATIVAS

La comparacion de las medias de las variables cuantitativas — edad, tamafio
tumoral, nimero de mitosis y nUmero medio de ndcleos tefiidos con Ki67 (MIB-1)- entre
los grupos de pacientes con tumores clinicamente benignos y malignos, utilizando para
ello el test de la U de Mann-Whithney, revela la existencia de diferencias significativas en
tres de estas variables: el tamafio, las mitosis y el indice MIB-1, todas ellas con una p

menor de 0,001. La edad, sin embargo, no difiere entre ambos grupos (p = 0,210).

Cuando las comparaciones se establecen por 6rgano afecto (estdmago versus
intestino delgado), no encontramos diferencias en los parametros estudiados (edad, p =
0,190; tamafio, p = 0,369; mitosis, p = 0,227; Ki67, p = 0,316).

Cuando comparamos por sexos los cuatro parametros antes indicados,
encontramos que sdlo el tamario resulta significativamente diferente (p = 0,023), siendo

mayor en el sexo masculino.
IV.5.2 CORRELACIONES

En nuestra serie, el sexo de los pacientes no guarda una relacion
estadisticamente significativa con el prondstico. Sin embargo, si encontramos una
correlacion en el limite de la significacion estadistica (p = 0.044) entre el sexo y la
valoracion del riesgo, si agrupamos los tumores considerados de muy bajo y bajo riesgo,
por un lado, y los de riesgo intermedio y alto, por el otro. En este caso, los tumores de
mayor agresividad teodrica aparecen en los varones. También observamos una fuerte
asociacion entre el sexo y el drgano afecto (p = 0,006), con un predominio reforzado
(75,7%) de los tumores gastricos sobre los situados en el intestino delgado en las
mujeres, en relacién con la frecuencia observada en los varones (46,2%). También
vemos (Tabla 10), con nivel de significacion estadistica (p = 0,004), que el
comportamiento de los GISTs depende de la localizacién de los tumores, si atendemos
exclusivamente a los dos segmentos del tubo digestivo en los que asientan con mayor
frecuencia: el estdmago vy el intestino delgado. Mientras que en el estémago tan solo
mostraron un comportamiento clinico adverso un 10,87% de los tumores, en el intestino

delgado se alcanzé una cifra del 40%.

Otro de los parametros que no tienen valor prondstico pero que si tiene una
fuerte relacién con el 6rgano en el que asienta el tumor es la inmunotincion para CD34.

Un inmunofenotipo positivo para este marcador es mucho mas comun en los tumores del
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estdmago (43 de 46, 93,5%) que en los del intestino delgado (17 de 30, 56,7%). Por el

contrario, no hay diferencias de expresion para la desmina, AME o S-100 segun el 6rgano

afecto.
. . . tde

Variable Tumores benignos Tumores malignos

Kendall
Edad
< 70 afios 33 (54,1%) 12 (63,2%) p =0,48
70 afios 0 mas 28 (45,9%) 7 (36,8%)
Sexo
Varoén 30 (46,9%) 12 (60%) p = 0,302
Mujer 34 (53,1%) 8 (40%)
Organo
Estdmago 41 (69,5%) 5 (29,4%) p = 0,004
Intestino delgado 18 (30,5%) 12 (70,6%)
Tamaiio
<5cm 38 (59,4%) 2 (10%) p <0,001
5 cm o mayor 26 (40,6%) 18 (90%)
Mitosis
<5/ 50 CGA 59 (92,2%) 8 (40%) p <0,001
56 mas / 50 CGA 5 (7,8%) 12 (60%)
Necrosis
No 54 (84,4%) 14 (70%) p = 0,206
Si 10 (15,6%) 6 (30%)
Hemorragia
No 32 (50%) 5 (25%) p = 0.037
Si 32 (50%) 15 (75%)
Grado histologico
1 52 (81,3%) 9 (45%) p = 0,006
2 12 (18,8%) 11 (55%)
Ki67
< 15 nucleos 60 (93,8%) 7 (35%) p <0,001
15 nucleos 0 mas 4 (6,3%) 13 (65%)
p53
Negativo 38 (60,3%) 5 (26,3%) p = 0,008
Positivo 25 (39,7%) 14 (73,7%)
p21
Negativo 37 (58,7%) 9 (45%) p = 0,286
Positivo 26 (41,3%) 11 (55%)
p27
Negativo 47 (74,6%) 12 (60%) p = 0,239
Positivo 16 (25,4%) 8 (40%)
BCL-2
Negativo 33 (51,6%) 9 (47,4%) p =0,748
Positivo 31 (48,4%) 10 (52,6%)
BAX
Negativo 14 (21,9%) 3 (15%) p =0,472
Positivo 50 (78,1%) 17 (85%)
Ciclina D1
Negativo 45 (70,3%) 15 (75%) p =0,677
Positivo 19 (29,7%) 5 (25%)
c-myc
Negativo 9 (14,3%) 4 (20%) p = 0,568
Positivo 54 (85,7%) 16 (80%)

TABLA 10. Relaciones entre el comportamiento clinico de los GISTs y otras variables.

El tipo histoldgico (epitelioide vs. fusocelular) no tiene valor prondstico, pero si
encontramos una fuerte relacién con el 6rgano afectado (p = 0,004), pues los 11

tumores puramente epiteliodes identificados estaban situados en el estomago, donde
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otros 10 fueron calificados de mixtos. Sin embargo, todos los tumores intestinales fueron
fusocelulares, excepto 3 que eran mixtos. No observamos que exista una asociacion
entre la carencia de expresion de CD117 vy el tipo tumoral epitelioide en nuestra serie, y
los cinco tumores negativos para CD117 en la tincién de secciones completas son del tipo
fusocelular. Aunque nuestros datos no confirman la relevancia de la necrosis en la
identificacion de los GIST de comportamiento agresivo, la hemorragia si se sitia por
encima del limite de la significacion estadistica (p = 0,037). Ambos parametros
morfoldgicos guardan, sin embargo, una estrecha relacion con el tamano de los tumores
(p < 0,001). Ni la degeneracion quistica ni la presencia de fibras esquenoides tienen valor
prondstico. Si vemos que la quistificacion es mas frecuente en los tumores gastricos,
organo en el que el 32,6% de las lesiones muestran areas de degeneracion quistica,
mientras que sélo se ve en el 7,4% de los intestinales. Lo contrario sucede con las fibras
esquenoides, que identificamos en 7 de 29 tumores intestinales (24,1%) y en ninguno de
los 46 tumores gastricos. Un dato morfoldgico de gran importancia prondstica es el grado
histolégico de las neoplasias (p = 0,006). De los 61 tumores de grado 1, solo 9
mostraron un comportamiento clinico maligno (14,8%), mientras que fueron malignos 11
de los 23 tumores de grado 2 (47,8%).

De todos los marcadores inmunohistoquimicos relacionados con el ciclo celular y
la apoptosis, el Unico que demuestra tener valor pronéstico es p53 (Tabla 8). En 25 de
los 63 (39,7%) tumores benignos clinicamente la inmunotincién fue positiva, mientras
que en los malignos se observo positividad en 14 de los 19 casos (73,7%). El nimero de
nicleos tefidos con p53, incluso en los casos con una expresidon mas contundente de
este marcador, suele ser bajo en el caso de los GISTs por lo que optamos por considerar
positivos todos los tumores en los que encontramos tinciéon nuclear, sin determinar el
porcentaje de células tefidas. Aunque ni la inmunotincion para p21 ni para p27 aportaron
informacidn prondstica, si se percibe un marcado paralelismo en la expresion de estos
dos marcadores, entre ellos, y con p53. El analisis de esta asociacion mediante el test de
chi-cuadrado y, en su caso, el test exacto de Fisher, muestran que la asociacion es
significativa, con una p < 0,001 en el caso de p53 y p21, una p = 0,002 en el caso de
p53 y p27, y una p = 0,002 entre p21 y p27. En lo que atafie a p27, su tincién — ya sea
positiva 0 negativa — coincide con la de p53 en 54 de los 82 tumores valorables (65,9%),

y con p21 esta coincidencia se aprecia en 58 de los 82 tumores valorables (69,5%).

El coeficiente de correlacién de Spearman para analizar la correlacién entre el
nimero de mitosis y el nimero de nucleos tefiidos con Ki67, ambos expresados como

parametros escalados, es de 0,715 (p<0,001).
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IV.5.3 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA. MODELO DE

KAPLAN-MEIER

en los 84 pacientes con GISTs a un analisis de supervivencia, mediante el método de

Kaplan-Meier y con resultados comparados con el logaritmo del rango, se muestran en la

Tabla 11.

FACTOR LOG. RANGO SIGNIFICACION
Sexo 0,48 0,4878
Edad (mayor/menor 70 aiios) 0,00 0,9593
Tamaiio (mayor/menor 10 cm) 32,77 <0,0001
Tamaiio (<2cm, 2-5 cm, 5-10 cm, >10cm) 29,19 <0,0001
Mitosis (<5, 5-10, >10/50CGA) 25,83 <0,0001
Mitosis (mas/menos 5/50 CGA) 20,61 <0,0001
Riesgo (alto vs. otros) 44,86 <0,0001
Puntuacion (score) 42,39 <0,0001
Tipo (fusocelular/epitelioide/mixto) 1,09 0,5792
Necrosis 3,86 0,0495
Hemorragia 2,23 0,1357
Organo (estémago vs. int. delgado) 7,19 0,0073
Ulceracién 2,11 0,1463
Degeneracion quistica 0,25 0,6201
Grado histoldgico 8,53 0,0035
Ki67 (mas/menos 20 niicleos teiiidos) 32,45 <0,0001
BCL2 0,20 0,6564
BAX 0,04 0,8431
p53 9,57 0,0020
Ciclina D1 0,27 0,6028
pRb 0,08 0,7731
p21 1,86 0,1726
p27 1,16 0,2822
c-myc 1,82 0,1776

TABLA 11. Analisis por el método de Kaplan-Meier. Logaritmo del rango y significacion estadistica de diferentes
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Como se observa en la tabla, el sexo, la edad, el tipo histoldgico, la hemorragia,

la ulceracion, la degeneracion quistica, y las inmunotinciones para BCL2, BAX, ciclina D1,

pRb, p21, p27 y c-myc, no alcanzan un nivel de significacion estadistica. Por el contrario,
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Figura 10. Curvas de supervivencia, analisis de Kaplan-Meier. A. Tamaifio tumoral. Se comparan lesiones
que miden 10 cm o mas de didmetro, con las menores. B. Nimero de mitosis / 50 CGA. Linea
superior: menos de 5. Linea media: entre 5 y 10. Linea inferior: mas de 10. C. Tincion con Ki67. Se
comparan los tumores con 20 nucleos o mas tefiidos por cilindro en los TMAs, con los que muestran
menos de 20. D. Comportamiento de los tumores de alto riesgo, seglin la clasificacion de
consenso, comparados con los de las demas categorias.

el tamano y la tasa de proliferacion, expresada por el método tradicional del nimero de

mitosis o a través del nimero de nlcleos tefiidos con Ki67, divide claramente a los

pacientes en diferentes categorias pronodsticas, y esto sucede cuando se aplican

diferentes puntos de estratificacion en estas variables continuas (Figura 10). Como es

natural, el riesgo de comportamiento agresivo del GIST, que se determina en la

clasificacion de consenso a partir del tamafio tumoral y del nimero de mitosis, también



Tumor estromal gastrointestinal

se sitla en un nivel alto de significacion, sobre todo cuando se comparan los tumores de
alto riesgo con todos los demas (intermedio, bajo y muy bajo riesgo). La puntuacion
estratificada, obtenida sumando el didmetro maximo de los tumores y el indice MIB-1,

también muestra un gran valor prondstico.

Otras variables que, en el andlisis de Kaplan-Meier, dividen a los pacientes en
categorias prondsticas relevantes son el 6rgano en que asienta la neoplasia, si
atendemos solo al estdmago y al intestino delgado, la necrosis tumoral, el grado

histolégico, y la inmunotincién para p53 (Figura 11).
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Figura 11. Curvas de supervivencia, analisis de Kaplan-Meier. A. Necrosis tumoral, presencia o ausencia
valorada en las secciones microscopicas. B. Organo. Linea inferior: tumores surgidos del intestino
delgado. Linea superior: tumores gastricos. C. Grado histoldgico. Tumores de grado 2 vs. tumores

de grado 1. D. Tincion de p53. Linea inferior: tumores positivos. Linea superior: tumores negativos.

92



RESULTADOS

IV.5.4 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA. MODELO DE
REGRESION DE COX

En el andlisis univariante, los datos clinico-patoldgicos que tienen una correlacion
mas fuerte con el comportamiento bioldgico de los tumores son, como era de esperar, el
tamafio — expresado como el didmetro maximo en centimetros - y la tasa de proliferaciéon
— expresada con el nimero de mitosis por 50 CGA o con el nimero de nucleos tefidos
con Ki67, empleando en ambas variables continuas diferentes puntos de corte (Tabla
12). La estadistica, en el caso del tamafio tumoral, se mantiene casi idéntica si
establecemos estratificaciones dicotdmicas a diferentes niveles: menor 5 cm y mayor o

igual de 5 cm, menor de 10 cm y mayor o igual de 10 cm. Sin embargo, en lo que atafie

FACTOR ODDS RATIO SIGNIFICACION 95% IC INF-SUP
Riesgo alto vs. otros 49,997 <0,0001 6,639-367,208
Puntuacion 9,142 <0,0001 2,837-29,460
Int. delgado vs. estomago 3,953 0,013 1,340-11,663
Tamaiio >5 cm 15, 462 0,008 2,056-116,298
Tamaiio > 10 cm 15,094 <0,0001 4,361-52,240
5 M/50 CGA 6,691 <0,0001 2,585-17,318
10 M/50 CGA 5,500 <0,0001 2,164-13,978
15 nicleos Ki67 pos. 9,621 <0,0001 3,585-25,819
20 nucleos Ki67 pos. 10,071 <0,0001 3,796-26,719
p53 positivo 4,944 0,005 1,606-15,222
Grado 2 3,649 0,007 1,436-9,271

TABLA 12. Variables de importancia prondstica en el GIST. Andlisis univariante de Cox para la supervivencia.
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al nimero de mitosis, se obtienen mejores resultados si situamos el punto de corte en los
tumores que muestran 5 o mas mitosis por 50 CGA (OR: 6,691), que si optamos por un
nimero de 10 o mas mitosis por 50 CGA (OR: 5,500).

La identificacion de los tumores clinicamente malignos es especialmente certera
si consideramos, por un lado, las neoplasias asignadas a la categoria de alto riesgo en la
clasificacion vigente (Fletcher et al, 2002°) y, por el otro, todas las demas, es decir, los
tumores de muy bajo riesgo, de bajo riesgo, y de riesgo intermedio. Si procedemos de
este modo, la OR del analisis es de 49,997 (IC: 6,639-367,208). De hecho, todos los
GIST que se comportaron clinicamente como neoplasias malignas en esta serie, excepto
s6lo un caso, caen en la categoria de tumores de alto riesgo. Asi, 18 de los 25 tumores
de alto riesgo fueron malignos. El que hace el nimero 199 de los tumores malignos (caso
78) correspondié a una lesion de 5 cm de didmetro localizada en el intestino delgado de
un paciente varén, que fue intervenido en el ano 1987 por presentar episodios de
hemorragia digestiva. En el examen histopatoldgico se comprobd que era un GIST —
entonces diagnosticado de leiomioma — de patron fusocelular, sin hemorragia
intratumoral o necrosis, y con solo 2 mitosis por 50 CGA. Con estos datos, si se le aplica
la clasificacion de determinacion del riesgo, el tumor debe ser considerado como de bajo
riesgo. Sin embargo, en el afio 2002, 186 meses después de la cirugia, se le detectan al
paciente metdastasis hepdticas del GIST. La inmunotincidon para CD117, realizada
recientemente sobre el tumor original con motivo de este nuevo episodio, es positiva y el
paciente esta siendo sometido también a tratamiento con imatinib, con el que se logrd

una remisién parcial de la enfermedad.

La valoracion de la proliferacion celular a través de la inmunotincién para Ki67
(MIB-1) es, en esta serie, superior a la contabilidad directa de las mitosis a la hora de
identificar los tumores de comportamiento clinico maligno. En un andlisis multivariante de
Cox si confrontamos el nimero de mitosis con el indice MIB-1, este Ultimo parametro
permanece como variable independiente. Aunque, como se dijo mas arriba, los GISTs
calificados de alto riesgo se diferencian claramente en su comportamiento clinico de los
restantes tumores, si comparamos en el analisis de regresidn todas las categorias de la
clasificacion de consenso con la estratificacion que ya definimos en la puntuacion
obtenida a partir del tamafo y del indice MIB-1 (0-7: bajo riesgo, 8-15: riesgo
intermedio, mas de 15: alto riesgo), este score - con una OR de 9,142 (IC: 2,837-29,460)

- desplaza a la clasificacion vigente.

En un analisis multivariante general, en el que confrontamos todas las variables
mencionadas que demuestran tener importancia prondstica, expresadas en sus valores

brutos y, por tanto, sin estratificaciones arbitrarias; solo el tamafio, la tincion
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inmunohistoquimica para p53 y la tasa de proliferacion valorada a través de la expresion
de Ki67, permanecen como variables independientes en la identificacion de los tumores

de comportamiento adverso (Tabla 13).

FACTOR ODDS RATIO SIGNIFICACION 95% IC INF-SUP
Tamaiio 1,115 0,001 1,047-1,187
indice MIB-1 1,030 0,024 1,004-1,056
p53 positivo 1,907 0,041 1,026-3,546

TABLA 13. Variables prondsticas independientes. Analisis multivariante de Cox con las variables expresadas en

sus valores brutos.

Si en el analisis multivariante de Cox aplicamos diferentes puntos de corte a las
variables cuantitativas y hacemos entrar como variables todas aquellas que, en el analisis
univariante, mostraron tener relevancia pronostica (6rgano, tamario, mitosis, expresion
de Ki67, grado histoldgico, expresion de p53), permanecen como variables
independientes respecto a la supervivencia de los pacientes tan solo tres de ellas: el
organo donde se localiza el tumor y, mas en concreto, los surgidos en el intestino
delgado versus los gastricos; el tamafio del tumor, si se establece la estratificacion por
encima y por debajo de los 10 cm de didmetro mayor; y un inmunofenotipo positivo para
p53 (Tabla 14).

FACTOR ODDS RATIO SIGNIFICACION 95% IC INF-SUP
Int. delgado vs. estbmago 4,561 0,011 1,413-14,723
Tamaiio >10 cm 8,933 0,001 2,424-32,925
p53 positivo 3,600 0,040 1,063-12,191

TABLA 14. Variables prondsticas independientes. Andlisis multivariante de Cox para la supervivencia.
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V. DISCUSION

El GIST es el tumor de estirpe no epitelial que mas frecuentemente surge en el
tubo digestivo o en sus inmediaciones (Appelman y Helwig,1986; Rosai, 1996; Rosai,
2004). Esta neoplasia estd rodeada desde hace muchos afios de una densa nube de
confusion y de discusiones entre los especialistas, relacionadas tanto con su origen
enigmatico como con la gran dificultad que plantea la identificacion de criterios

prondsticos Utiles y reproducibles.

A pesar de que el GIST es una neoplasia basicamente heterogénea desde el
punto de vista macroscopico, microscopico y, desde luego, en lo que atafie a su
comportamiento  bioldgico, en su patologia molecular subyace una relativa
homogeneidad. En todos los GISTs parece existir un Unico acontecimiento genético-
molecular que juega un papel central en su desarrollo, situacion sin parangoén en la gran
mayoria de los restantes tumores que suelen ser el resultado de la acumulaciéon de un
nimero mayor o menor de trastornos moleculares de idéntica importancia. Este
acontecimiento, generalmente una mutacion o delecidon genética aunque no siempre
detectable, conduce a la activacion constitutiva o permanente de una tirosin-quinasa, que
hace que una putativa célula mesenquimal pluripotencial del tubo digestivo o de
estructuras vecinas adquiera la capacidad de proliferar para dar lugar a la formacion de
masas tumorales, cuyas células tienden a adquirir un fenotipo similar al de las CIC
(Kindblom et a/, 1998; Miettinen et a/, 2000°; Rosai, 2004). En la inmensa mayoria de
los casos, la tirosin-quinasa activada en estos tumores es KIT, aunque hay casos de GIST
con la activacion — alternativa y mutuamente excluyente — de PDGFRA (Heinrich et al,,
2003° Hirota et al, 2003). Para reflejar ademas la homogeneidad a este nivel mas
basico, sea cual sea la tirosin-quinasa activada, la administracién de mesilato de imatinib
(Glivec) ha demostrado ser sumamente efectiva en el control del GIST recidivante o
metastatico a través del bloqueo de la actividad enzimatica (Dagher et a/., 2002; Demetri
et al., 2002; Van Oosterom et al., 2001).

Las controversias en el GIST parten incluso de su propia definicion. Hasta hace
poco tiempo, existia un cierto consenso en definir el GIST como aquel tumor
mesenquimal del tubo digestivo que expresa inmunohistoquimicamente la proteina KIT
(CD117) (Fletcher et al., 2002°; Hasegawa et al., 2002). Sin embargo, ni todos los GISTs
estan directamente vinculados al tubo digestivo — hay GISTs incuestionables que surgen

en los tejidos blandos de la cavidad abdominal (epiplon, mesenterio, superficie
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peritoneal, etc.) (Miettinen et a/, 19997, Reith et al, 2000) - ni en todas las ocasiones se
detecta KIT en el estudio inmunohistoquimico pues, entre otras posibles explicaciones y
como se dijo mas arriba, hay algunos GISTs en los que existe una mutacion activadora
en el gen que codifica la PDGFRA en vez de la mucho mas comin mutacién en el gen c-
kit (Debiec-Rytcher et al., 2004°; Heinrich et al, 2003° Hirota et al, 2003). Por estos
motivos, se ha propuesto recientemente una nueva definicién de los GISTs, como “los
tumores intraabdominales no epiteliales (mesenquimales) que expresan la proteina KIT o
que tienen una mutacidn activadora en un gen de un receptor tirosin-quinasa de clase III
(KIT o PDGFRA)" (Joenssu y Kindblom, 2004).

En esta serie hemos considerado el diagndstico de GIST sélo cuando no existian
evidencias histoldgicas, inmunohistoquimicas o ultraestructurales obvias de diferenciacion
muscular lisa o neural/schwanniana y, en principio, exigimos la expresion
inmunohistoquimica de CD117. De hecho, en 19 tumores mesenquimales, muchos de los
cuales fueron inicialmente diagnosticados como GISTs, la aplicacion de estos criterios
supuso la modificacién del diagnostico de tal manera que doce casos eran leiomiomas
verdaderos, cinco tumores resultaron ser schwannomas, y dos de ellos correspondian
realmente a sendas fibromatosis/tumor desmoide. Sélo en cinco casos — en los que el
estudio inmunohistoquimico sobre secciones completas no se aprecidé expresion de
CD117 — mantuvimos el diagndstico de GIST pues el resto de las caracteristicas clinico-
patoldgicas eran lo bastante contundentes como para tomar esta decision. Es necesario
constatar que estos cinco tumores eran pequefios, con didmetros mayores que oscilaban
entre 0,8 y 4 cm, y ninguno de ellos mostré un comportamiento maligno en su evolucion,
aunque en dos casos no disponemos de datos de seguimiento. Estos dos ultimos tumores
se remitieron como casos de consulta desde otras instituciones, y es posible que la
negatividad para CD117 sea una consecuencia de una pérdida general de antigenos por
fijacion deficiente. En ninguno de estos cinco tumores pudimos comprobar si el gen
mutado era PDGFRA en vez de c-kit, por no haber realizado en este trabajo un estudio
molecular especifico en este sentido y por no existir en este momento una tincion
inmunohistoquimica para PDGFRA que ofrezca resultados fiables (Medeiros et al., 2004).
Por otra parte, estos cinco tumores CD117 negativos correspondieron al tipo histoldgico
fusocelular y recientemente se ha comprobado que las mutaciones en PDGFRA se asocian

de modo significativo con un fenotipo tumoral epitelioide (Debiec-Rytcher et a/., 2004°).
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V.1 DATOS CLINICOS

Las caracteristicas clinicas de los GISTs presentados en este trabajo son muy
similares a las de series precedentes. Respecto al sexo de los pacientes, el nimero de
casos es idéntico en ambos sexos, dato coincidente con el reflejado en la literatura
(Miettinen et a/, 2000%). El GIST es un tumor de presentacion tardia, y nuestra serie
constata una vez mas este hecho, con sélo 6 pacientes menores de 50 afios, entre los 80
en los que el dato de la edad era conocido. Aunque se han descrito algunos casos
congénitos o de presentacion en edad pediatrica, éstos son excepcionales (Bates et al,,
2000; Cypriano et al, 2004). En lo que atafe a este aspecto, es interesante constatar
que, en las familias afectas por mutaciones en linea germinal del gen c-4it, los GISTs,
aunque a menudo multiples, aparecen precozmente pero también en la edad adulta
(Nishida et al, 1998; Maeyama et al, 2001), lo que ratifica la sospecha de que es
necesario que existan alteraciones genético-moleculares adicionales para que la mutacién

en una tirosin-quinasa conduzca al desarrollo de los GISTs.

Un dato peculiar de esta serie es que tan sélo encontramos un caso en el colon-
recto, y el porcentaje de tumores en esta localizacion suele oscilar entre el 5 y el 10% del
total (Corless et a/, 2004; Miettinen et a/, 2000%). También es llamativo que el tamarfio
de los tumores sea mas reducido que en muchas de las series precedentes, con un
porcentaje del 51,2% de lesiones menores o iguales de 5 cm. Este Ultimo dato deriva con
seguridad del elevado ndimero de nédulos o tumores (25 casos, 29,76%) descubiertos
accidentalmente en el curso de laparotomias realizadas por motivos diferentes a la
presencia del propio GIST. Siguiendo este razonamiento, una consecuencia directa de
este numero importante de lesiones de pequefias dimensiones, sin clinica asociada, es
que el porcentaje de tumores clinicamente malignos también es mas bajo en nuestra
serie (19 casos, 22,6%) del que se refleja en la literatura con cifras que oscilan entre un
30 y un 50% (Emory et al, 1999; Evans, 1985; DeMatteo et a/, 2000).

La clinica de presentacién, cuando existid, solid corresponder a una hemorragia
digestiva crénica con anemizacion mas o menos intensa, aunque también encontramos
pacientes con una hemorragia digestiva aguda que condujo a situaciones mas graves de
pre-shock, que requirieron intervenciones quirdrgicas de urgencia. Algo mas infrecuente
fue la deteccion de los tumores por la sensacion subjetiva de masa en los pacientes o a

través de la palpacion objetiva y directa de las lesiones.
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Como sucede habitualmente con el GIST (DeMatteo et al, 2000), el
comportamiento maligno de los tumores en esta serie vino dado por la aparicién de
recidivas locales multiples en el interior de la cavidad abdominal o por constatarse
enfermedad metastatica, siempre de localizacién hepatica. En ninglin caso encontramos
en las historias clinicas revisadas referencias a la aparicion de lesiones metastaticas en
territorios extraabdominales. Tres de los pacientes mas recientes en los que se
diagnosticd GIST recidivante o metastatico se pudieron beneficiar del tratamiento con
imatinib, y permanecian con vida en una situacién de remisién parcial de la neoplasia, en

el momento de cierre del seguimiento.

En el andlisis univariante, ni la edad ni el sexo de los pacientes mostraron tener
relevancia prondstica. Aunque algunas series anteriores refieren que la edad avanzada
(Cunningham et al, 1993; Emory et al, 1999; Hasegawa et al, 2002) y el sexo
masculino (Cooper et al., 1992; Hasegawa et al., 2002) son factores que se asocian a un
prondstico peor, el sentir general es que estas variables repercuten poco, si lo hacen de

alguna manera, sobre la supervivencia en el GIST.

V.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Como ya se menciond anteriormente, el tamafio medio de los tumores de esta
serie es algo menor que el registrado en series precedentes. Aunque es mas habitual que
los tumores del intestino delgado sean mayores que los gastricos (Emory et al, 1999),
nosotros no encontramos una relacion significativa entre el tamafio y la localizacion de
las lesiones. Con respecto a este Ultimo aspecto, las dos porciones del tubo digestivo en
las que con mayor frecuencia asientan los GISTs — el estdmago vy el intestino delgado —
tienen una clara tendencia a mostrar caracteristicas morfoldgicas diferenciadas. Mientras
que en el estbmago se concentran la gran mayoria de los tumores epitelioides, a menudo
con areas de degeneracion quistica, las lesiones surgidas en el intestino delgado son
fusocelulares casi en su totalidad y muestran con frecuencia fibras esquenoides. Este
hallazgo, claramente reflejado en esta serie, no ha sido referido con esta contundencia

en publicaciones anteriores.

Mientras que en alguna serie precedente el porcentaje de pacientes que
sobrevivian a los 5 afos tras la cirugia era mayor en el caso de los GISTs de tipo

fusocelular respecto a los pacientes con tumores epitelioides 0 mixtos (49% versus 23%,
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respectivamente) (Singer et al, 2002), en esta serie no encontramos diferencias en la

evolucion clinica en funcién del tipo histoldgico.

La necrosis y hemorragia es un hallazgo frecuente en los GISTs de esta serie
que, como es esperar, guarda una estrecha asociacion con el tamano de los tumores. La
necrosis es habitualmente de tipo coagulativo, es decir, con identificacion de sombras
celulares, inflamacidon y en contacto directo con la celularidad viable, sin fibrosis
interpuesta. Hay una abundante literatura que demuestra que la presencia de necrosis
coagulativa, en los tumores del musculo liso del miometrio, es un claro signo de
comportamiento agresivo (Bell ef al, 1994), aunque es cierto que los dos tipos
morfoldgicos de necrosis — hialinizante y coagulativa — no siempre son faciles de
distinguir. En el analisis de supervivencia por el método de Kaplan-Meier nosotros
encontramos una relacion en el limite de la significacion estadistica entre la presencia de
necrosis y el comportamiento clinico. En relacién con este punto, los resultados de las
distintas series son contradictorios pues mientras que algunos autores observan una
fuerte relacion entre la necrosis y una evolucién desfavorable (Abdulkader et a/, 2002;
Brainard et al, 1997; Carrillo et al, 1997; Yan et al, 2003), otros no encuentran este
vinculo (Cooper et al, 1992; Gelen et al, 2004). En las tablas de contingencia
observamos que existe una correlacion entre la presencia de hemorragia y un
comportamiento clinico agresivo de los tumores, pero esta variable pierde su valor

prondstico cuando es sometida a un analisis de supervivencia.

La ulceracion de la mucosa es un fendmeno comun en los tumores de gran
tamafo. Es muy rara, por el contrario, la infiltracidon neoplasica directa — de patrén
pseudolinfomatoso - de la lamina propia de la mucosa, que nosotros solo identificamos
en un tumor. En este caso, sorprendentemente, no logramos constatar un
comportamiento clinicamente maligno del GIST, pero el paciente fallecié pronto por el

carcinoma gastrico que motivo la intervencién quirdrgica.

Se ha propuesto la aplicacion de diferentes sistemas de consenso en la
asignacion del grado histoldgico en el GIST, desde la aproximacién clasica de Broders de
cuatro niveles de diferenciacion, hasta el sistema mas complejo de Hasegawa (Hasegawa
et al., 2002), pasando por los dos sistemas mas ampliamente utilizados en el campo de
los tumores de partes blandas: el del NCI (National Cancer Institute, de EEUU) (Costa,
1990) y el del FNCLCC (Fédération Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer, de
Francia) (Trojani et al, 1984), que combinan de modo variable el tipo histolégico, la
celularidad, el pleomorfismo nuclear y la tasa de mitosis. Por otra parte, es cada vez mas
fuerte la tendencia por parte de los oncologos que tratan tumores de partes blandas a

convertir las asignaciones de grado en tres o cuatro niveles en una estratificacion en dos
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escalones: neoplasias de bajo grado (grado 1, cuando se utiliza un sistema de tres
niveles; grado 1 y 2, si es de cuatro) y neoplasias de alto grado (grado 2 y 3, con
sistemas de tres niveles; grado 3 y 4, si es de cuatro) (Cross, 1998; Fletcher et al,
2002°). En la evaluacién de los tumores de esta serie, nosotros hemos hecho una
aplicacion laxa del sistema del NCI, de tres estratos, haciendo hincapié en la densidad
celular y el pleomorfismo nuclear por encima de los restantes factores morfoldgicos.
Como es de esperar, si se atiende a las caracteristicas histopatoldgicas habituales del
GIST, todos estos tumores caen en las categorias 1 (bajo grado) y 2 (alto grado), sin que

identifiquemos tumores grado 3.

Que el tamano es una variable de gran relevancia prondstica estd muy bien
expresado en un amplio estudio epidemioldgico reciente (Kindblom et al, 2002), que
refiere el dato de que se incrementa en un 5% el riesgo de muerte a los 5 afos en los
pacientes con GISTs por cada centimetro que aumenta el didametro tumoral. De todos los
rasgos morfoldgicos evaluados en esta serie - el nimero de mitosis sera considerado mas
adelante - mostraron tener significacion prondstica en el analisis univariante tanto el
tamafio como el grado histoldgico. El modo de expresar el tamafo — ya sea en bruto o
estratificado — para obtener el mayor nivel de informacion prondstica no estad
definitivamente resuelto, y se han propuesto diferentes puntos de corte. El sistema de
consenso de valoracion del riesgo en el GIST (Fletcher et al., 2002°) refiere tres puntos
de corte precisos (2 — 5 — 10 cm) y parece razonable no modificar esta aproximacion,
aunque en el analisis multivariante encontramos que un corte en los 10 cm permanece
como variable independiente explicativa de una evolucién adversa, con una OR de 8,933.
En el andlisis multivariante de las variables cuantitativas sin puntos de corte, y
prescindiendo de la inclusion del érgano en el analisis, permanecidé el tamafo -

expresado en su valor bruto en centimetros - como variable relevante en el pronéstico.

El grado de las neoplasias, asignado como se explicé mas arriba, es una variable
que demuestra tener en esta serie una estrecha relacion con la evolucion de los
pacientes tanto en las curvas de Kaplan-Meier como en el modelo univariante de Cox,
aunque desaparece como parametro explicativo independiente en el analisis de regresion

multivariante.
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V.3 INMUNOHISTOQUIMICA Y DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL

El diagndstico diferencial del GIST es amplio y no debe caerse en la tentacién de
efectuar este diagnostico ante cualquier tumor mesenquimal localizado en el interior de la
cavidad abdominal, esté vinculado o no al tubo digestivo, pues las implicaciones
prondsticas y las opciones terapéuticas dependen enormemente de un diagndstico

certero.

Aunque la experiencia y el conocimiento profundo de esta entidad ayudan a su
identificacion en secciones tefidas por métodos convencionales (Trupiano et al, 2002),
sus caracteristicas histopatoldgicas son lo suficientemente variadas como para que exista
siempre un cierto grado de incertidumbre. Por ello, y probablemente con mas motivo que
en otras muchas neoplasias, es preciso recurrir a la ayuda de tinciones
inmunohistoquimicas para ratificar un diagnostico de GIST (Greenson, 2003; Fletcher et
al., 2002°; Miettinen et a/, 2000%; Yamaguchi et a/, 2004). En principio, podria pensarse
que es un GIST cualquier tumor mesenquimal de la cavidad abdominal que exprese
CD117. Pero, como siempre sucede en la Patologia, un diagndstico no debe basarse
exclusivamente en un inmunofenotipo positivo para un determinado marcador, sin la
valoracion adecuada de todo el contexto clinico-morfoldgico o la insercion del marcador
central en el contexto de una bateria inmunohistoquimica mas amplia. La entidad que
puede plantear dificultades diagnosticas mas serias es la fibromatosis o tumor desmoide
mesentérico, debido fundamentalmente a la frecuente expresion de CD117 en el mismo
(Yantiss et al, 2000; Montgomery et al, 2002; Rodriguez et al, 2004), aunque casi
siempre es mas débil que en el GIST y carece del refuerzo membranoso en su patrén de
tincion (Rosai, 2004). Nosotros no hemos encontrado, en las dos fibromatosis
mesentéricas estudiadas en los TMAs, una tincién positiva para CD117, aunque el

nimero de casos es muy bajo para llegar a conclusiones validas.

Se ha recomendado modificar las condiciones en las que se realiza habitualmente
la inmunotinciéon — proponiendo la eliminacién del desenmascaramiento antigénico y
utilizando el anticuerpo policlonal de DAKO (A4502) a una dilucién de 1:250 en vez de a
la dilucién de 1:100 estandar — para evitar esta indeseable y confusa expresién de CD117
en las fibromatosis (Lucas et a/, 2003). En este estudio, se ha realizado un ensayo de la
inmunotincién para CD117 en estas condiciones comprobandose que 10 casos de GIST
(12,7%) dejaban de expresar CD117. Por ello, creemos que el pretendido incremento en

la especificidad de la inmunotincion se logra sélo a través de una apreciable disminucion
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en su sensibilidad, lo que hace poco recomendable la aplicacién sistematica de esta

modificacion técnica.

Por otra parte, las fibromatosis nunca expresan CD34 y recientemente se ha
comunicado que suelen mostrar un patréon de inmunotincidon nuclear con B-catenina
(Montgomery et al, 2002; Yamaguchi et a/., 2004) derivado de mutaciones en este gen o
en el gen APC que suelen ocurrir en esta entidad. Nosotros encontramos esta tincion de
gran ayuda y las dos fibromatosis mesentéricas incluidas en esta trabajo, aunque son
una muestra muy limitada, expresan claramente (B-catenina con patrén nuclear en la
mayoria de las células neoplasicas. Las diferentes caracteristicas morfoldgicas de una y
otra entidad también sirven de ayuda. Las fibromatosis que, a pesar de su rareza, son el
mas comun tumor del mesenterio (Weiss y Goldblum, 2001), son lesiones de limites mas
imprecisos, con un patron de crecimiento infiltrativo. Estan formadas por una poblacién
homogénea de células fusiformes de forma ondulada, con nicleos de extremos afilados,
a diferencia de los nucleos de extremos romos de los GISTs. El coldgeno es abundante
y, @ menudo, de aspecto queloidal (Rodriguez et a/., 2004; Rosai, 2004). Recientemente,
Yantiss y colaboradores han descrito una nueva entidad que denominaron seudotumor
nodular fibroso reactivo del tracto gastrointestinal y del mesenterio (Yantiss et a/., 2003)
pero, a juzgar por las ilustraciones y su definicion, es posible que no sea mas que una

variante morfoldgica de la fibromatosis mesentérica.

Los tumores benignos de musculo liso del tubo digestivo son particularmente
frecuentes en los dos extremos de este sistema, esto es, en el esdéfago — donde
dependen de la capa muscular propia — y en el recto y colon distal — donde son de
pequefio tamafio y surgen a partir de la muscularis mucosae (Miettinen et al., 2001°;
Rosai, 2004) — y sus diferencias morfoldgicas respecto a los GIST son a menudo lo
suficientemente explicitas como para poder ser identificados en secciones histologicas
teflidas con HE, con la IHQ sélo Gtil como técnica de refuerzo. Son tumores muy bien
delimitados, de baja densidad celular, constituidos por fasciculos ordenados de células
elongadas con citoplasmas eosindfilos y fibrilares, con nlcleos grandes de extremos
romos, que a veces muestran un grado apreciable de pleomorfismo, pero con ninguna o
muy escasas figuras de mitosis. La IHQ, ademas de la constante negatividad para CD117
y CD34, revela una expresion fuerte y extensa de AME y desmina, diferente de la mucho
mas débil y focal que se observa en los GISTs positivos para estos marcadores de
diferenciacién muscular. Estos dos anticuerpos — AME y desmina — fueron positivos en
esta serie en un nimero pequeno y similar de GISTs (9 casos se tifieron con desmina y 8
casos con AME) evaluados en los TMAs, a diferencia de la mas frecuente expresién de

AME reflejada en la gran mayoria de las series precedentes. En estas series, el porcentaje
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de GISTs que se tifie con desmina rara vez supera el 5%, mientras que la AME se
expresa en el 30-40% de los tumores (Corless et al., 2004; Fletcher et al., 2002%; Ma et
al, 1993; Miettinen et a/, 2000%), aunque siempre con cifras muy variables. Esta
heterogeneidad en los resultados puede ser por la utilizacion de diferentes anticuerpos
comerciales, por las condiciones técnicas de la inmunotincion o, en nuestro caso, por el
uso de TMAs que dificulta la identificacion de las expresiones muy focales de un
marcador. En relacién con esta Ultima hipétesis, en la IHQ realizada sobre secciones
completas de los GISTs se observa que el porcentaje de tumores que expresan AME es
del 20,2%, una cifra que se aproxima mucho mas a la reflejada en la literatura, en
contraste con el 9,5% de inmunorreactividad de los GISTs en los TMAs. Esta es la Unica

inconsistencia — poco relevante - detectada en el analisis de los GISTs a través de TMAs.

En nuestra serie, un hallazgo también constante en los leiomiomas estudiados
fue la inmunotincién negativa para vimentina, con el anticuerpo monoclonal empleado
(clon V9 de DAKO). Esta circunstancia ya ha sido reflejada previamente (Sarlomo-Rikala
et al, 2002) y creemos que también puede ser util en el diagnostico diferencial. La
utilizacion de otro marcador de musculo liso como el h-caldesmoén no parece aportar
ayuda en el diagndstico diferencial, y su expresién relativamente frecuente en el GIST se
ha invocado como una prueba de que existe una tendencia a una diferenciacion muscular

lisa incompleta en esta entidad (Miettinen et a/., 1999°).

Los dos leiomiosarcomas incluidos en los TMAs, ademas de compartir este
inmunofenotipo, mostraron numerosas mitosis, muchas de ellas atipicas, y un grado muy
elevado de pleomorfismo nuclear. Los GISTs, incluso los mas agresivos, presentan
mitosis que suelen ser relativamente escasas y que siempre son tipicas. Ademas, el grado
histolégico es habitualmente mas bajo, sin que — como ya dijimos - hayamos encontrado

casos a los que pudiéramos asignar un grado 3.

Los schwannomas plantean un diagnéstico diferencial de muy dificil resolucion si
atendemos a la morfologia y la IHQ clasica, como lo acredita que los 5 casos estudiados
en este trabajo fueron etiquetados originalmente como GISTs o GANTS. La caracteristica
microscdpica fundamental es la constante presencia de una corona de linfocitos — con
formacién incluso de centros germinales foliculares — en el margen tumoral, siempre muy
bien definido. La presencia de un patrén vagamente organoide, de aspecto festoneado o
trabecular, es un hallazgo mas inconstante (Daimaru et a/., 1988; Miettinen et a/., 2001¢;
Prevot et al, 1999; Sarlomo-Rikala y Miettinen, 1995). En el estudio IHQ, estos tumores
nunca expresaron CD117 ni CD34 y, sin embargo, la inmunotincién para S-100 y GFAP
fue positiva y contundente. La positividad para GFAP es un fendmeno curioso que no se

aprecia en ningln otro tumor mesenquimal del tubo digestivo y que tampoco es
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caracteristico de los schwannomas clasicos de partes blandas. La identificacién correcta
del schwannoma es muy importante pues su comportamiento es invariablemente benigno
(Daimaru et al, 1988; Miettinen et al, 2001 Prevot et al, 1999; Sarlomo-Rikala y
Miettinen, 1995). Respecto a la expresién de S-100 por el GIST, nosotros encontramos
una inmunotincién positiva para este marcador, siempre débil y focal, en el 15.5% de los
tumores. Aunque ligeramente mas alta de lo habitual, esta cifra es comparable con las
reflejadas en series precedentes, que se sitlan entre el 5y el 10% (Corless et al., 2004;
Fletcher et al., 2002?; Miettinen et a/., 20007).

El tumor fibroso solitario, extraordinariamente infrecuente en la cavidad
abdominal y del que no encontramos ningun caso en esta serie, es otra entidad que debe
considerarse en este diagnostico diferencial, especialmente a causa de su positividad IHQ
para CD34 (Miettinen et al, 1995; Mikhael et al, 1994). Son tumores bien definidos
cuyas caracteristicas histopatoldgicas pueden solaparse considerablemente con el GISTs,
a pesar de su colagenizacion intensa y su patron hemangiopericitoide focal. De nuevo,
nunca expresan CD117 (Shidham et a/, 2002). La tincidon inmunohistoquimica de CD34
se observo en el 78,6% de los GISTs de esta serie, que también es muy similar a los
porcentajes que se mencionan mas frecuentemente en la literatura, con cifras en torno al
70% de los tumores (Fletcher et al, 2002%; Miettinen et al, 2000%; Miettinen y Lasota,
2001).

Una entidad que debe afiadirse a las mencionadas en el diagndstico diferencial
del GIST es el tumor gldmico gastrointestinal. La mayor serie publicada consta de 32
tumores, de los cuales todos excepto uno — localizado en el ciego — eran gastricos, con
un claro predominio de pacientes del sexo femenino (Miettinen et a/., 2002). El principal
problema diagndstico surge, como es previsible, con el tipo epitelioide del GIST. En el
tumor glémico las células son mas uniformes y redondas, y los capilares y venas son mas
prominentes que en el GIST. En el estudio inmunohistoquimico, los tumores glémicos
suelen mostrar una expresion fuerte y extensa de la AME ademas, naturalmente, de la
tincidn negativa para CD117 y CD34 (Miettinen et a/., 2002°).

Otras entidades tales como el tumor miofibroblastico inflamatorio, el polipo
fibroide inflamatorio, los tumores neuroendocrinos, y algunos carcinomas y melanomas,
son alternativas que se plantean con menos frecuencia y cuyo diagnéstico diferencial

puede ser resuelto con mas facilidad.

En resumen, creemos que una valoracion juiciosa de las caracteristicas clinicas,
macroscopicas, microscopicas e inmunohistoquimicas de los tumores mesenquimales

abdominales — vinculados o no al tubo digestivo — debe llevar a solucionar las dificultades
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que plantea el diagndstico diferencial del GIST. De todo lo dicho, se deduce que los
anticuerpos mas informativos y relevantes, y que deben ser incluidos en la
correspondiente bateria inmnohistoquimica, son: CD117, desmina, S-100, B-catenina y
CD34, que son los marcadores centrales positivos de los GISTs, tumores de musculo liso,
schwannomas, fibromatosis y tumores fibrosos solitarios, respectivamente. Otros
marcadores como la AME, h-caldesmdn, enolasa neuroespecifica o GFAP tienen un valor

mas limitado.

V.4 VALORACION DE LA ACTIVIDAD
PROLIFERATIVA

El procedimiento de contar directamente las mitosis sobre secciones tisulares de
las neoplasias, como indicador de la actividad proliferativa de las mismas, es una técnica
antigua y muy instalada en el armamentarium de la Patologia. Asi por ejemplo, no puede
faltar en los informes anatomopatoldgicos de neoplasias tan frecuentes como el
carcinoma de la mama, como parte integral del sistema de grados histoldgicos conocido
con el nombre de Bloom-Richardson (Bloom y Richardson, 1957; Elston y Ellis, 1991). Sin
embargo, a pesar de su tedrica sencillez, no es un procedimiento exento de puntos
débiles o dificultades, reflejados en los estudios que abordaron las discrepancias
interobservadores — e incluso intraobservadores - en las cifras de mitosis de diferentes
tumores (Thunnissen et al, 2001). Solo si se aplican normas muy estrictas en la
contabilidad — teniendo en cuenta exclusivamente las mitosis incuestionables vy
prescindiendo de aquellas estructuras que puedan simularlas tales como cuerpos
apoptdticos, células inflamatorias, etc. - se pueden obtener valores relativamente

homogéneos.

Un abordaje alternativo de esta cuestion es la utilizacién de marcadores
inmunohistoquimicos que informan sobre la actividad proliferativa por expresarse
exclusivamente en las células en mitosis o en las fases del ciclo celular que preceden a la
mitosis. Los dos marcadores mas ampliamente utilizados con este fin son el PCNA y el
Ki67. Este ultimo es un antigeno que corresponde a una proteina nuclear no-histona,
expresada por células en las fases proliferativas G1, G2, S y M del ciclo celular (Gerdes et

al, 1991). El Ki67 también es conocido a través de las siglas MIB-1, que identifican un
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anticuerpo monoclonal dirigido contra un epitopo de la molécula resistente a la fijacion
formdlica y a la inclusion en parafina. EIl PCNA, en un tiempo muy popular, ha
desaparecido practicamente del uso cotidiano en favor del MIB-1 por su menor
especificidad, pues se encuentra expresion de este marcador en las fases de descanso
del ciclo celular en algunos tejidos y porque estd desregulado en ciertos tumores

malignos (Coltrera et al., 1993).

En el caso de los GISTs, mas que en otras neoplasias, es conocido de antiguo
que el nimero de mitosis tiene un enorme valor prondstico, de tal manera que sigue
siendo una de las dos variables — junto con el tamafio tumoral — tenidas en cuenta para
determinar el riesgo de que un GIST concreto tenga un comportamiento adverso
(Fletcher et al., 2002?). Sin embargo, incluso en muchos GISTs clinicamente malignos, el
nimero de mitosis suele ser relativamente bajo por lo que deben ser contadas sobre 50
CGA, y no 10 CGA como sucede en otros tumores, lo que aumenta las posibilidades de

obtener unos resultados poco reproducibles.

Los estudios clinico-patoldgicos publicados hasta ahora no han resuelto todavia la
cuestion de qué método es superior en la determinacion de la actividad proliferativa en
los GISTs, la contabilidad directa de las mitosis o la evaluacion de la proliferacion a través
de la determinacion del porcentaje de nucleos tefidos con MIB-1 (indice MIB-1). Algunos
autores defienden la superioridad del abordaje inmunohistoquimico (Hasegawa et al.,
2002; Kindblom et al, 2002; Rudolph et al, 1998; Seidal et al, 1999; Panizo-Santos et
al, 2000; Yan et al, 2003), de tal modo que los pacientes con tumores que muestran un
indice MIB-1 de 10 o superior desarrollan metastasis con frecuencia o tienen una superior
mortalidad relacionada con el tumor. En otros estudios, por el contrario, el indice MIB-1
no demuestra ser mas informativo sobre el curso de la enfermedad que el tradicional

computo de mitosis (Goldblum y Appelman,1995; Emory et al., 1997).

En este estudio, cuando sometemos las dos formas de evaluar la proliferacion
celular a un andlisis de regresion de Cox, comprobamos la superioridad de la
aproximacion inmunohistoquimica, con el valor afiadido de que la tincién nuclear con
MIB-1 suele ser contundente e inequivoca, lo que atenuda la subjetividad e imprecision
inevitable en la identificacion y contabilidad de las mitosis. Un punto de corte de 15, en el
nimero medio de nucleos tefidos con MIB-1 en los dos cilindros de cada GIST, fue la
cifra mas informativa respecto a la evolucion clinica de los pacientes. Teniendo en cuenta
que el numero medio de células por cilindro en nuestros TMAs es de 300, un porcentaje
aproximado de nlcleos equivalente a ese punto de corte se debe situar en torno al 5%.
Por tanto, un indice MIB-1 superior al 5% se traduce en una evolucién desfavorable en

los pacientes con GIST. Sin embargo, en el analisis multivariante en el que hacemos
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entrar todos los pardametros de valor prondstico con diferentes estratificaciones en las
variables cuantitativas, se pierden todas las formas de evaluar la tasa de proliferacion
celular, y permanecen como factores independientes asociados a un comportamiento
adverso sdlo el tamaifio mayor de 10 cm, que el tumor esté situado en el intestino

delgado y la expresion inmunohistoquimica de p53.

Recientemente, Kindblom (Kindblom, 2004) propuso una nueva forma de abordar
la prediccion prondstica en los GISTs, asignando una puntuacién o score a los tumores,
que probablemente sea mas informativa que la clasificacién de consenso vigente. Esta
puntuacién es el resultado de sumar directamente el diametro maximo del tumor
expresado en centimetros y el indice MIB-1, y su proponente sugiere que los GISTs con
una puntuacion mayor de 7 deben ser considerados como potencialmente malignos. La
aplicacion directa de esta estrategia a nuestra serie es especialmente valiosa si

estratificamos los tumores en tres categorias:

- Puntuacion 1-7: BAJO RIESGO.
- Puntuacion 8-15: RIESGO INTERMEDIO.
- Puntuacion mayor de 15: ALTO RIESGO.

Si seguimos este procedimiento 47 tumores son de bajo riesgo (56%), 14 son de
riesgo intermedio (16,7%) y 23 son de alto riesgo (27,4%). La confrontacion en un
analisis de regresién multivariante de Cox de esta estratificacion de la puntuacién con la
clasificacion de consenso muestra la superioridad de la primera valoracién prondstica. Sin
embargo, esta puntuacion no resuelve definitivamente el problema de la identificacion sin
ambigiiedades de los GISTs malignos, pues uno de los 19 tumores de evolucion
desfavorable caen en la categoria de bajo riesgo, y otros dos son tumores de riesgo
intermedio. Creemos que este procedimiento nuevo de asignacion de una puntuacién o
score a todos los GISTs es muy prometedor pero debe ser evaluado en series mas

amplias antes de trasladarse a la practica clinico-patoldgica.

A la espera de incorporar a las clasificaciones de riesgo en el GIST éste u otros
sistemas basados en el indice MIB-1, aparentemente superior a otros parametros de
proliferacion, debemos seguir recurriendo al nimero de mitosis, pues se combina con el
tamafio tumoral en la determinacion del riesgo de comportamiento agresivo cuando
aplicamos la clasificacién vigente (Fletcher et al, 2002%). La valoraciéon del riesgo asi
asignada tiene una enorme repercusion prondstica, sobre todo si consideramos
aisladamente los tumores de alto riesgo. En el presente estudio, todos los GISTs
considerados malignos clinicamente — excepto un caso - caen en la categoria de tumores
de alto riesgo. So6lo un tumor del intestino delgado operado el afo 1987 que, por el

tamafio y nimero de mitosis era de bajo riesgo, se comporté como lesion maligna al

111



Tumor estromal gastrointestinal

aparecer metastasis hepaticas 15 afios después de la cirugia. Miettinen y colaboradores
(Miettinen et al,, 2003) refieren tres casos de GISTs duodenales muy similares a éste,
pues median entre 2 y 5 cm de diametro, con una baja tasa de mitosis, y los pacientes
fallecieron mas de 5 afios después de la cirugia inicial, tras sufrir numerosas recidivas.
Estos autores plantean la posibilidad de que estas recidivas tan tardias correspondan en
realidad a nuevos tumores primarios. Kindblom y colaboradores, en un amplio estudio
epidemioldgico del sur de Suecia con casi 300 casos recogidos de GISTs (Kindblom et al,,
2002), llegan a la conclusién de que los grupos de riesgo intermedio, bajo y muy bajo, no
sufren un exceso de mortalidad respecto a la poblacidn general y no hay muertes
relacionadas con el tumor. Sin embargo, en el grupo de tumores de alto riesgo se
registra un 50% de muertes en un plazo de 2,5 afos, con un 68% de estas muertes
directamente relacionadas con el tumor. Estos datos confirman la nitida separacion entre

el grupo de alto riesgo y los demas.

V.5 MARCADORES DEL CICLO CELULAR Y LA
APOPTOSIS

Actualmente no se conocen al detalle las alteraciones de los delicados
mecanismos implicados en el ciclo celular y el control de la apoptosis que juegan un
papel relevante en el desarrollo del GIST. No obstante, se sabe que la activacion
constitutiva de una protein-quinasa — habitualmente KIT — observada en todos los GISTs,
conduce a una cascada de sefiales intracelulares en las que estan implicadas diferentes
proteinas: STAT 1y 3, MAPK p42/43 y otras. Estas proteinas actGan a nivel nuclear como
factores de transcripcion sobre los promotores de diferentes genes, a partir de los cuales
se sintetizan mediadores del ciclo celular y de la apoptosis, con un resultado final global
de proliferacion acelerada e inhibicion de la apoptosis (Duensing et a/., 2004). Asi, se ha
demostrado que STAT 1 y, en menor medida STAT 3, activan la transcripcion de genes
que codifican proteinas que median en el proceso de la muerte celular programada, tales
como Bcl-xL, caspasas, etc., asi como algunos reguladores de la progresion del ciclo
celular como p21 (Battle y Frank, 2002).

Se han estudiado de manera limitada las diferentes dianas moleculares sobre las
que pueden actuar estos factores de transcripcién en el caso de los GISTs. La proteina

protectora frente a la apoptosis BCL-2 es una de las mas evaluadas en las diferentes
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series. En uno de los primeros trabajos publicados, de Suster y colaboradores (Suster et
al, 1998), se constata que BCL-2 es expresado inmunohistoquimicamente por los 47
GISTs incluidos en una serie de 380 tumores fusocelulares, y afirman que parece haber
una estrecha correlacion de la expresion de BCL-2 y CD34 en todos estos tumores. Tras
esta observacion de la expresion casi universal de BCL-2 en los GISTs, Panizo-Santos y
colaboradores defienden que la inmunotincién para BCL-2 tiene valor prondstico y, en sus
manos, se expresa en el 93% de los GISTs clinicamente malignos, mientras que solo tife
el 30% de los tumores benignos (Panizo-Santos et &/, 2000). Cunningham vy
colaboradores encuentran también que la expresion de BCL-2 se asocia a un pronostico
peor, pero sin alcanzar un nivel de significacion estadistica en el modelo univariante
(Cunningham et al., 2001). Noguchi y colaboradores, en una serie muy corta de solo 20
GISTs, apoyan la afirmacion de que la sobreexpresion de BCL-2 predice el potencial
maligno (Noguchi et al, 2002). Por el contrario, Wong y colaboradores, en una serie
mucho mdas numerosa que las anteriores, describen una inmunotincién positiva para BCL-
2 en 56 de 108 GISTs, sin que este hallazgo guarde una relaciéon con la evolucidn clinica
de los pacientes (Wong et a/, 2003). Para afadir confusion a este asunto, en el estudio
mas reciente, Kontogianni y colaboradores refieren un prondstico mejor en los tumores
que expresan BCL-2 (Kontogianni et a/, 2003). En este trabajo nosotros encontramos
una expresion de BCL-2 en 41 de los 83 tumores valorables (49,4%), sin que este dato
aporte informacién prondstica relevante. También se constata un estrecho vinculo,
significativo estadisticamente (p<0,001), entre la inmunotincidon de BCL-2 y la de su
antagonista proapoptdtico BAX. En relacion con esta Ultima proteina, solo hemos hallado
un estudio en el que se menciona la expresion inmunohistoquimica de BAX en el GIST
(Kontogianni et al., 2003). Es este articulo los autores refieren una inmunotincion positiva
en el 80% de los tumores, una cifra idéntica a la que encontramos nosotros (67 de 84
tumores, 78,8%). Esta expresion tan generalizada de BAX tampoco se relaciona con la
evolucion clinica de los pacientes. Por ello creemos que BCL-2 y BAX deben jugar en el
GIST su habitual papel fisioldgico en los mecanismos de la apoptosis, pero en estos

tumores no deben intervenir en la adquisicién de un fenotipo maligno.

La proteina c-myc es un factor de transcripcion que esta involucrado en muchas
funciones celulares tales como la regulacién del ciclo celular, la apoptosis, el crecimiento
celular, la adhesion y la diferenciacion celular, y estas funciones estan alteradas en
muchas neoplasias, en particular en los linfomas (Sanchez-Beato et al, 2003). Hasta
donde nosotros sabemos, c-myc solo fue valorado inmunohistoquimicamente en el GIST
en un trabajo previo (Panizo-Santos et a/, 2000). Estos autores encontraron que una
expresion sustancial de este marcador, en mas del 25% de las células tumorales, se

observaba en el 86,6% de los tumores clinicamente malignos, situacion que se daba sélo
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en el 20% de los benignos (p = 0,0002), y este parametro permanecia como variable
independiente tras aplicar un analisis multivariante, junto con el tamafio tumoral y el
indice MIB1. Sin embargo, nosotros en este estudio observamos expresion de c-myc, por
lo general muy intensa, en 70 de los 83 GISTs valorables (84,3%), sin que su presencia

guarde ninguna relacion con la evolucion clinica de los pacientes.

La ciclina D1, sobre la que — entre otros factores — actla el c-myc, es un
regulador positivo de la progresion de la fase G1 del ciclo celular a la fase S. En estudios
de sarcomas de partes blandas, se ha comprobado que un inmunofenotipo positivo para
ciclina D1 predice una evolucion desfavorable (Kim SH et a/, 1998). Tan solo existe una
publicacion previa en la que se explora la expresion de ciclina D1 en una serie de 108
GISTs gastricos, con el resultado paraddjico de que el mejor prondstico correspondia a
los tumores que eran positivos para la ciclina D1, aunque este dato no alcanzaba el nivel
de significaciéon estadistica (p = 0,0717) (Wong et al., 2003). Nosotros observamos un
inmunofenotipo positivo para este marcador en 24 de los 84 GISTs (28,6%), y tampoco
resulta informativo sobre la evolucién clinica de los pacientes, pero es mayor el
porcentaje de tumores benignos que expresan ciclina D1 (30%) que el de tumores
malignos (26,3%).

La proteina pRb es, al contrario que la ciclina D1, un regulador negativo en el
punto de restriccién del ciclo celular. La integridad de la cascada reguladora denominada
“ruta de la pRb” (INK4-CDK4,6/ciclina D-Rb-E2F) estd comprometida en muchos canceres
humanos (Ortega et al., 2002; Sanchez-Beato et al., 2003). No hemos encontrado ninguin
estudio que abordara la expresion inmunohistoquimica de este marcador en el GIST,
aunque si se ha estudiado la metilacion del promotor de muchos genes supresores de
tumores, entre ellos el gen Rb, observandose que en sus promotores no existia una
hipermetilacion que anulara su transcripcion (House et al., 2003). Nosotros observamos
un inmunofenotipo positivo para pRb en 27 de los 83 tumores valorables (32,5%). De
nuevo, la evaluacion de pRb no aporta informacion prondstica, aunque se detecta una
relacion significativa (p = 0,004) de la expresion de pRb con el grado de la neoplasia, con
un mayor porcentaje de GISTs de grado alto expresando este marcador (59,1%)

respecto a su expresion en los tumores de bajo grado (23%).

Las proteinas p21 y p27 pertenecen a la familia CIP/KIP de los CKI (cyclin-
dependent kinase inhibitors) y actian como genes supresores de tumores (Lloyd et a/,
1999). La expresion de p27 esta inversamente relacionada con la proliferacion y, de esta
manera, en el tejido linfoide se tifien fuertemente las células quiescentes (linfocitos del
manto) mientras que las células proliferantes del centro germinal muestran un

inmunofenotipo negativo (Sanchez-Beato et a/, 2003). También en tumores se ha
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observado una relacion inversa entre la tasa de proliferacién y la expresion de p27, con
repercusion sobre el prondstico (Lloyd et a/., 1999). Solo hay dos trabajos publicados que
exploran la utilidad del estudio inmunohistoquimico de p27 en el GIST. El primero, de
Gelen y colaboradores (Gelen et al, 2003), llega a la conclusién de que un
inmunofenotipo positivo para p27 es un factor de buen prondstico, tanto en el analisis
univariante como en el multivariante, y refieren una relacién inversa con el nimero de
mitosis y el indice MIB1. El segundo, de Pruneri y colaboradores (Pruneri et al, 2003),
también encuentra una asociacion inversa de la expresidn de p27 con la tasa de
proliferacion, medida a través del indice MIB1, pero no alcanza un nivel de significacion
cuando se evalla su vinculacién a la supervivencia, probablemente debido al pequefio
tamafio de la serie (21 tumores). En este estudio, 59 de 83 GISTs han sido negativos
para p27 (71%), y en los restantes 24 (29%) se ha observado expresion de este
marcador. No hemos encontrado que exista una asociacién con la evolucién clinica de los
pacientes, y tampoco se establece con la tasa de proliferacion, ya se exprese como el
nimero de mitosis o como el indice MIB1. El gen que codifica la proteina p21 es activado
por p53 e inhibe las CDKs, regulando de este modo el ciclo celular al bloquear la
transicion de la fase G1 a la fase S (Pindzola et a/, 1998; Sanchez-Beato et al, 2003).
Solo hemos localizado un trabajo que explora la expresion inmunohistoquimica de p21 en
el GIST, englobado en una serie de 66 sarcomas de tejidos blandos (Pindzola et al.,
1998). Todos los GISTs expresaban p21, sin que los autores refieran la importancia
prondstica de este hallazgo. En este estudio, el porcentaje de GISTs con un
inmunofenotipo positivo para p21 es de 44,6% (37 de 83 tumores) y este parametro no
es relevante en los analisis de supervivencia. Sin embargo, la expresion de p21 si se
correlaciona con la de otros marcadores que participan en las mismas vias moleculares

del ciclo celular: p27 y p53.

De todas las proteinas evaluadas en este trabajo, la que ha suscitado un mayor
interés en éste y en todos los demas campos de la patologia oncoldgica es p53, el
producto del mas importante de los genes supresores de tumores. La proteina p53 es un
factor de transcripcién que induce el blogueo del ciclo celular o desencadena la apoptosis
en respuesta al dario del ADN y a una gran variedad de estimulos téxicos. Como se dijo
antes, la regulacion negativa de p53 en la progresion del ciclo celular estd mediada por la
induccién del gen p27 (Bury y Cross, 2003). El gen p53 es el que mas frecuentemente
muestra mutaciones en el cancer humano (Ortega et al, 2002), aunque su anulacién
funcional también puede alcanzarse por otras vias como la hiperactivacion de sus
antagonistas (MDMZ2) o la inactivacion de sus agonistas (p14) (Sanchez-Beato et al,
2003).
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Son cinco los principales trabajos que han evaluado la expresién
inmunohistoquimica de p53 en el GIST, generalmente combinada con otros marcadores
(Cunningham et al, 2001; Noguchi et al, 2002; Panizo-Santos et al, 2000; Wang X et
al, 2002; Wong et al, 2003), con unos resultados no homogéneos. En dos de estos
trabajos (Cunningham et a/, 2001; Noguchi et a/, 2002) no se encuentra relacion entre
la inmunoreactividad a p53 y el prondstico, mientras que en los tres restantes si que se
alcanza un nivel de significacion estadistica en el analisis univariante, pero la expresion
de p53 pierde su valor como parametro independiente de prediccidén prondstica cuando
se aplica un modelo multivariante de analisis de la supervivencia. En esta serie de GISTs,
nosotros si observamos que un inmunofenotipo positivo para p53 se correlaciona
claramente con una evolucion clinica desfavorable y, lo que es mas importante,
permanece en el andlisis multivariante del modelo de Cox como parametro informativo
sobre el prondstico, junto con un tamano superior a los 10 cm de didmetro, y la
localizacién del tumor en el intestino delgado. La intensidad de la inmunotincion es
raramente fuerte y el porcentaje de células tefidas suele ser bajo, y creemos que un
caso de GIST debe ser considerado positivo incluso con tinciones débiles y focales para
p53. Es muy interesante resefar que el Unico paciente con un GIST clinicamente maligno
que inicialmente no se asignd a la categoria de alto riesgo, y que, como se relatd
anteriormente, se presentd con metastasis hepdticas 17 afios después de la cirugia
inicial, expresa la proteina p53 en el estudio inmunohistoquimico del tumor resecado el
afio 1987. Por todo esto creemos que la inmunotincidn para p53 debe ser evaluada
sistematicamente en los GISTs vy, si se expresa en tumores de riesgo muy bajo, bajo o
intermedio, el paciente debe ser vigilado mas estrechamente pues se incrementan las
posibilidades de que la evolucion posterior sea desfavorable, y es recomendable que este
seguimiento sea prolongado pues no son raras en el GIST las recidivas muy tardias
(Miettinen et al., 2003). Alternativamente, podria considerarse la opcién de instaurar un
tratamiento adyuvante con imatinib en los tumores de alto riesgo que, ademas, expresan
p53. Hasta donde nosotros sabemos, no se han realizado estudio mutacionales de p53 en
el GIST, y es probable que la proteina p53 acumulada en los nicleos celulares de los
GISTs que la expresan sea funcional, y esté sintetizada a partir del gen wild-type, en un
intento de bloquear la proliferacion celular acelerada por la activacion de otros factores

de transcripcién.
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VI. CONCLUSIONES

1. Los GISTs gastricos son a menudo de tipo histologico
epitelioide, sufren degeneracion quistica, y expresan con mayor frecuencia
CD34; mientras que los del intestino delgado son fusocelulares y muestran

frecuentemente fibras esquenoides.

2. La aplicacion de los tissue microarrays al estudio de los GISTs
es una técnica informativa y robusta, con resultados 6ptimos tanto en el
estudio histolégico convencional como en la aplicacién de las tinciones

inmunohistoquimicas.

3. La inmunotincion positiva para la proteina KIT (CD117) es
recomendable pero no exigible para el diagndstico de GIST. Si todas las demas
caracteristicas clinico-patolégicas son compatibles con esta entidad, debe

mantenerse el diagnostico.

4. Los mejores resultados en la tincion inmunohistoquimica para
la proteina KIT (CD117) se obtienen con el anticuerpo policlonal A4502
(DAKO) a una dilucion de 1:100, con pretratamiento basado en calor. El
pretendido incremento en la especificidad logrado con otros procedimientos
(prescindiendo de la recuperacion antigénica o a mayores diluciones del

primario) es a costa de un inaceptable descenso en la sensibilidad.

5. Los marcadores de mayor rendimiento para resolver los
problemas de diagnéstico diferencial en el GIST son CD117, desmina, S-100 y
B-catenina, que tifien positivamente los GISTs, los tumores de musculo liso, los
schwannomas, y las fibromatosis mesentéricas, respectivamente, atendiendo
siempre a las positividades cruzadas. A estos anticuerpos es posible que deba
aiadirse el CD34, el marcador positivo de los infrecuentes tumores fibrosos
solitarios de la cavidad abdominal, que no hemos encontrado en esta serie. La
actina y la vimentina son poco utiles por su amplio espectro de expresion, y la

GFAP complementa a la S-100 en la identificaciéon de los schwannomas.

6. En los analisis univariante de supervivencia, por el método de
Kaplan-Meier y por el modelo de regresion de Cox, los parametros que
muestran relevancia pronodstica son el tamaiio tumoral, la proliferacion celular
— evaluada a través de la contabilidad de las mitosis o de los nicleos teiiidos

con MIB-1 -, el organo en el que asienta el tumor (estomago vs. intestino
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delgado), la presencia de necrosis, el grado histoldgico, y la inmunoreactividad

para p53.

7. La mejor forma de evaluar la tasa de proliferacion en el GIST
es a través del indice MIB-1. Un porcentaje igual o superior a un 5% de
nucleos teiiidos con MIB-1 en las células neoplasicas se asocia a una mala
evolucion clinica, con mayor nivel de significacion estadistica que el numero
de mitosis por 50 CGA, independientemente de los puntos de estratificacion

que se empleen.

8. La asignacion de un GIST a la categoria de alto riesgo,
aplicando la clasificacion prondstica vigente basada en la combinacién de los
datos de tamaifio tumoral y nimero de mitosis por 50 campos de gran
aumento, es la variable con una mayor odds ratio. Todos los tumores malignos

de esta serie, excepto uno, eran de alto riesgo.

9. La estratificacion de la puntuacion o score resultado de la
suma directa del diametro maximo de cada tumor, expresado en centimetros,
y su indice MIB-1 desplaza en el analisis de regresion multivariante de Cox a la
clasificacion pronéstica vigente. La estratificacion propuesta define tres
categorias de GISTs: bajo riesgo (score: 1-7), riesgo intermedio (score: 8-15),

y alto riesgo (score: mayor de 15).

10. En el analisis multivariante, permanecen como parametros
que aportan informacion pronodstica independiente el tamaiio, el organo y la
inmunotincién para p53. Los GISTs mayores de 10 cm, los situados en el
intestino delgado y los que expresan p53, tendran mas probablemente una

evolucion desfavorable.

11. Hay asociaciones estadisticamente significativas y mutuas
entre tres de las proteinas implicadas en el control del ciclo celular que hemos
evaluado: p21, p27 y p53. Sin embargo, sdlo la expresion de p53 mostré una
asociacion solida con la malignidad clinica. Creemos aconsejable anadir
sistematicamente la inmunotinciéon de p53 al estudio prondstico de todos los
GISTs y, en caso de resultar positivo, mantener un seguimiento mas estrecho

de los pacientes.
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GIST

VII. ANEXOS

VII.1 ANEXO 1. DATOS CLINICOS

SEXO EDAD PRESENTACION

LOC MALIG SEG I/R/M SITUACION

80 HEMOPERITONEO
64 HDB-A

78 HDA

42 HDB-A

70 CAS Técnicas de imagen
82 CAS Cancer gastrico
75 HDB-A

46 HDA

72 HDA

72 CAS Cancer colorrectal
28 HDB-A

71 DOLOR

83 HDA-UR

CAS Donante dérganos
51 MET

69 HDB-A

70 CAS Hernia estrangulada
64 CAS Cancer gastrico
73 CAS Enf. de Crohn

63 DOLOR

69 MASA

77  CAS Cancer colorrectal
81 CAS Cancer colorrectal
55 CAS Cancer colorrectal
54 OBS-UR

57 HDB-A

72 MASA

72 CAS Técnicas de imagen
71 HDB-A

HDB-UR

30 OBS-UR

54 DOLOR

74 CAS Cancer colorrectal
67 CAS Colecistectomia
77  CAS Cancer gastrico

86 MASA

69 CAS Perforacion intestinal
61 DOLOR

67 DOLOR

59 CAS Cancer gastrico
65 DOLOR

70 CAS Cancer colorrectal
63 HDB-A

63 HDB

52 HDB-A

87 HDB-UR

69 CAS Cancer colorrectal

80 HDB-A

65 HDB-A

80 DOLOR

66 CAS Perforacion intestinal
56 HDB-A

88 HDB

40 HDB-A

55 HDB-A

CAS Estenosis pildrica
péptica

64 HDB-A

45 HDB-A
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VSE

VSE

VSE

VSE

VSE

MOC Dehiscencia anastomosis
VCE Glivec

VSE

VCE Glivec

MOC Carcinomatosis Implantes
VSE

VSE

MOC Protesis cadera infectada
MOC Donante 6rganos

MPE Metastasis hepaticas

MPE Metastasis hepaticas

VSE

MOC Carcinomatosis peritoneal
MOC Shock séptico

MPE Recidiva abdominal masiva
VSE

MOC Insuficiencia respiratoria
VSE

MOC Metéastasis masivas

MPE Recidiva masiva abdominal
VSE

MPE Recidiva masiva abdominal
MPE Recidiva masiva abdominal
MPE Recidiva masiva abdominal
VSE

VSE

MPE Metastasis hepaticas Glivec
VSE

VSE

MOC Infarto de miocardio
PERDIDO

MOC Neumonia

VSE

MPE Recidiva masiva abdominal
VSE

MOC Carcinomatosis peritoneal
VSE

VSE

MPE

VSE

MPE Metastasis hepaticas

MOC Neumonia

VSE

PERDIDO

MOC Neumonia

VSE

MOC Sepsis

VSE

VSE

MOC Insuciencia vascular

VSE

MPE Metastasis hepaticas

VSE

MPE Recidiva masiva abdominal
VSE
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GIST|SEXO EDAD PRESENTACION

LOC MALIG SEG I/R/M SITUACION

61 F 66
62 F 68
63 F 78
64 M 79
65 M 47
66 F 62
67 M 74
68 M 53
69 F 60
70 M 73
71 M 70
72 F 52
73 F 78
74 M 60
75 M 60
76 F 66
77 M 76
78 M 47
79 F 65
80 M 47
81 F 78
82 F 70
83 F 70
84 F 55

OBS-UR

MASA

CAS Cancer colorrectal
CAS Cancer gastrico
CAS Hernia inguinal
CAS Técnicas de imagen
HDA-A

HDB

CAS Endoscopia
HDB-A

HDB-A

MASA
MASA
MASA
MASA
HDB-A
HDB-A

MASA
CAS Técnicas de imagen
MASA

DEL
DEL
REC
EST
DEL
EST
EST
EST
EST
EST
EST
CcoL
EST
EXT
EST
EST
EST
DEL
EST

EST

EST
EST
EXT
EST

cM

cM

cM

cM

100
18
64
15

105

109
84

117

120

126
64

1
96
108
146
186
200

60
12
13

200

45

188

13

VSE

MPE Metastasis hepaticas

MOC Carcinomatosis peritoneal
MOC Metastasis hepaticas

VSE

VSE

MOC Leucemia aguda

VSE

VSE

VSE

MOC Cancer colorrectal disem.
PERDIDO

PERDIDO

MOC Neumonia

MOC Infarto de miocardio

MPE Metastasis hepaticas

MOC Cancer prostata diseminado
VCE Metéstasis hepéaticas Glivec
VSE

MOC Cancer colorrectal
diseminado

MOC Neumonia

MPE Recidiva masiva abdominal
PERDIDO

VSE

Abreviaturas: M sexo masculino, F sexo femenino, CAS descubrimiento casual, HMA hemorragia
digestiva alta, HDB hemorragia digestiva baja, A anemia, OBS obstruccion, ESO esdfago, EST estomago, DEL
intestino delgado, COL colon, EXT extradigestivo, CM comportamiento clinico maligno, SEG seguimiento (en
meses), I/R/M momento de aparicidn de implantes tumorales, recidivas locales o metastasis a distancia, VSE
vivo sin enfermedad, VCE vivo con enfermedad, MPE muerto por enfermedad, MOC muerto otras causas.
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ANEXOS

VII.2 ANEXO 2. CARACTERISTICAS

M/50 TIPO NEC HEM ULC QUIS ESQ INF GR M ELEC

y
HISTOPATOLOGICAS
GIST | LOC RIESGO MALIG TAMANO
1 |pEL INT 5,5
2 |EST INT 6X5
3 |EsT BAJO 3,5
4 |EST BAIO 4,5
5 |DEL INT 6X5
6 |EST MBA 0,4
7 |DEL ALTO M 6,5
8 |EST BAIO 4X3
9 |EST ALTO CM 10,5X 10
10 | DEL ALTO CM  3,5X3
11 | DEL BAJO 2,6 X 2,4
12 | EST M BAJ 0,5
13 | EST INT 9X5
14 | EST BAIO 2,5X 2,4
15 |MUL ALTO CM  HASTA 20
16 | DEL ALTO CcM ?
17 | DEL M BAJ 0,7
18 | EST INT 6X3
19 | EST M BAJ 1,3
20 | EXT ALTO CM 22X18
21 | EST INT 9X7,5
22 | EST M BAJ 1X0,9
23 | EST M BAJ 1,1X1
24 | DEL BAJO 2,3
25 |DEL ALTO CM  HASTA 10
26 |EST MBAJ 2X1,8
27 | DEL ALTO M ?
28 | EST ALTO CcM 6X 4
29 |DEL ALTO M 16X 11
30 | EST M BAJ 1,8 X 1,5
31 | DEL BAJO 4
32 | EST ALTO CM  26X16
33 | EST BAJO 4X%2
34 | EST MBAJ 1X0,8
35 | EST M BAJ 0,6
36 |DEL INT 10
37 | DEL ALTO 13X 12
38 | EST INT 43X2,8
39 |DEL ALTO M 13
40 | EST INT 6X4
41 |DEL MBAJ 1X0,8
42 |ESO MBAJ 1,5X1
43 | DEL MBAJ 1,2
44 |DEL ALTO CcM 10,5
45 | DEL INT 57Y2,4
46 |DEL ALTO CM 10X 6
47 | EST BAJO 4X3
48 | EST MBAJ 2X1,2
49 | EST BAJO 3,5X2,5
50 | DEL BAJO 43X3
51 | EST BAJO 2,7X1,6
52 | EST ALTO 11X7
53 | DEL M BAJ 1,3X0,8
54 | DEL INT 6X5
55 | DEL BAJO 3,2

2

HO KR OOOR

—_
o

coNWNRrRHOONNMNSNOOWNOORRrROROJORNMNWRHRF OoOOoORDoNvMOoESNNMNO R OO

FUS
MIXTO
FUS
EPIT
FUS
MIXTO
FUS
MIXTO
FUS
FUS
FUS
MIXTO
FUS
FUS
MIXTO
FUS
FUS
FUS
FUS
FUS
EPIT
EPIT
MIXTO
FUS
FUS
MIXTO
MIXTO
FUS
FUS
FUS
FUS
FUS
FUS
EPIT
FUS
FUS
FUS
FUS
MIXTO
FUS
FUS
FUS
FUS
FUS
FUS
MIXTO
FUS
FUS
MIXTO
FUS
FUS
EPIT
FUS
FUS
FUS

1

OO0 O0OHH OO0OO0OO0O0OO0OHOODODODOHH O EFEFOOODOOOH OOODODODODODODOHOOOODODOOHHOOH OO OOOOO

1

OO0 O0OH+HHHFMHOFHOFRMFEFFEFOOOFHKFEHFEFFEFFHROOOFHOOFHFEFFEFFEFMEFOOOHOOOOHHOOHOOFHORIRFORMOR -

= O O O

o = O

== O O O

o O

o oo~

O OO+ O

H =, O, OO0OO0OOF OO

0

OO 000000 OHOOODOHOOOODOHOHOOOOH OOOFO

o

OHOFHOOODOOOODOOOOOoO

0

OO0 00D O0OH OOO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0OO0DOLODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODOO0ODOO0ODO+HOOOoO

OO0 0000000 O+HOHFEFOOOOR

O oOoOooo

o = O

OO oO0OoOooo

[=NelNelelNelNoNolNo)

oNeNeNeNolNolNolNeNeNe oo NoNe No No ool

2

1
1
1
2
1
2
1
1
2
1
1
1
1
2
2
1
1
1
2
2
2
1
1
2
1
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
2
1
1
2
1
1

Dif.

Dif.

Dif.

Dif.

Dif.

Dif.

Dif.
Dif.
Dif.
Dif.

Dif.

Dif.
Dif.

Dual

Neural

Dual

Muscular

Neural

Neural

Dual
Dual
Muscular
Neural

Muscular

Neural
Muscular
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GIST |LOC RIESGO MALIG TAMANO M/50 TIPO NEC HEM ULC QUIS ESQ INF GR M ELEC
56 | EST BAJO 4X4 3 MIXTO © 0 1 0 0 0 1 Dif. Muscular
57 |EXT ALTO CM 15X 12 2 FUS 0 1 1 0 2 Dif. Neural
58 | EST MBAJ 0,5 0 FUS 0 0 0 0 0 0 1
59 |DEL ALTO CM 32X 28 4 FUS 0 1 0 0 0 0 1
60 | EST INT 4,9X 4 10 FUS 0 0 0 0 0 0 1
61 |DEL INT 52X2,5 0 FUS 0 0 1 0 0 0 1
62 |DEL ALTO CM 20 32 FUS 1 1 0 1 0 0 2
63 | REC ALTO 5X4 6 MIXTO ©0 1 0 0 0 0 1
64 | EST BAJO 5 4 FUS 0 1 0 0 0 0 1
65 | DEL M BAJ 0,8 0 FUS 0 0 0 0 1 0 1
66 | EST BAJO 2X1,5 1 FUS 0 0 0 0 0 0 1
67 | EST INT 5X3,5 1 FUS 0 1 0 0 0 0 1 Dif. Neural
68 | EST BAJO 4X3,5 4 FUS 1 1 0 1 0 0 2
69 | EST BAJO 4X2 3 FUS 0 1 0 0 0 0 1
70 | EST INT 7X6 1 FUS 0 1 0 0 0 0 1
71 | EST INT 7X3,5 1 EPIT 0 0 0 0 0 0 1
72 |COL M BAJ 1,2X1 0 FUS 0 0 0 0 1 0 1
73 | EST BAJO 5 1 FUS 0 1 1 0 0 0 1
74 | EXT ALTO 20 99 FUS 1 1 0 0 0 0 2
75 | EST ALTO 26 X 23 1 EPIT 0 1 0 1 0 0o 2
76 | EST ALTO CM 14X 13 32 FUS 1 1 1 0 0 0 2
77 |EST ALTO 21X 16 1 EPIT 0 1 0 1 0 0 1
78 | DEL BAJO CM 5X3,5 2 FUS 0 0 0 0 1 0 1
79 | EST INT 6X5 2 MIXTO O 1 1 1 0 0 1
80 | EST ALTO 15X 11 1 EPIT 0 1 0 1 0 0 2
81 |EST ALTO 26 X 15 12 EPIT 1 1 0 1 0 0 2
82 | EST ALTO CM 30 X 22 1 EPIT 0 0 0 1 0 0 1
83 | EXT INT 2,5 2 EPIT 0 1 0 1 0 0 1
84 | EST BAIO 6 1 MIXTO O 1 0 1 0 0 1

Abreviaturas: M/50 nimero de mitosis por 50 campos de gran aumento, FUS tumor fusocelular,
EPIT tumor epitelioide, NEC necrosis, HEM hemorragia, ULC ulceracion, QUIS degeneracion quistica, ESQ fibras
esquenoides, INF infiltracion de la lamina propia de la mucosa, GR grado histoldgico (1, 2 y 3), M ELEC
microscopia electronica.

Los rasgos morfoldgicos evaluados (NEC, HEM, ULC, QUIS, ESQ e INF) se tabulan como 0 (ausencia
del rasgo) y 1 (presencia del rasgo).
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ANEXOS

VII.3 ANEXO 3. DATOS INMUNOHISTOQUIMICOS

62

58

GIST|KIT CD34 S100 GFAP DES AME BCAT VIM Ki67 p53 Bax bcl-2 CicD1 pRb p21 c-myc p27

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40

41

42

43

a4
45

46
47

48
49

50
51

52
53
54
55
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Abreviaturas: DES desmina, AME actina musculo especifica, VIM vimentina, CicD1 ciclina D1.

La intensidad de las inmunotiniciones se gradua de la siguiente manera:

0: Tincién negativa.

1: Expresion débil.
2: Expresidn intensa.

GIST|KIT CD34 S100 GFAP DES AME BCAT VIM Ki67 p53 Bax bcl-2 CicD1 pRb p21 c-myc p27

56
57

58
59
60
61

62

63

64

65

66
67

68
69

70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82

83

84
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