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INTRODUCCION






1. DEFINICION DE TUMOR ESTROMAL DEL TRACTO
GASTROINTESTINAL.:

Los tumores estromales del tracto gastrointestinal (GISTs) son las neoplasias
estromales mas frecuentes en esta localizacion (2% de todas las neoplasias del
tracto gastrointestinal) y presentan diferencias clinico-patol6égicas con respecto
a otros tumores mesenquimales como leiomiomas, leiomiosarcomas vy
schwannomas. Son tumores constituidos por células fusiformes y/o epitelioides,
que de forma caracteristica expresan c-kit (CD117, receptor de “stem cell
factor”) y CD34 (marcador de células intersticiales fibroblasticas dendriticas)
(1). Presentan variabilidad en la expresion de actina y marcadores neurales,
aunque generalmente son negativos para desmina (2-3). Esta definicion
excluye tumores de musculo liso, schwannomas y neurofibromas.

Las caracteristicas que presentan estos tumores desde el punto de vista
inmunohistoquimico y de microscopia electronica han permitido demostrar que
se originan a partir de células intersticiales de Cajal, con positividad para c-kit
(CD117), CD34 y vimentina (4). Las células intersticiales de Cajal estan
situadas en el plexo mientérico, se disponen entre las fibras musculares de la
pared intestinal, y constituyen la interfase entre la inervacién autonémica de la
pared intestinal y la musculatura lisa intestinal, cuya funcion es regular el
peristaltismo intestinal.

La identificacion en la mayoria de los GISTs de mutaciones en uno de los dos
genes de receptores tirosinquinasa (c-KIT y PDGFRA) es un elemento clave en
la patogénesis de los GISTs (5), a la vez que ha permitido definir esta entidad y

distinguirla de otras neoplasias (6).

2. HISTORIA DE LOS GIST:

La terminologia utilizada para clasificar los tumores mesenquimales del tracto
gastrointestinal (TGI) ha sufrido diversas modificaciones durante los ultimos 70
afos. En 1940, para Scout et al, la mayoria de tumores mesenquimales del TGI
se consideraban tumores de musculo liso (leiomiomas, leiomiomas celulares y
leiomiosarcomas), en funcion del grado de celularidad y actividad mitética; y los
tumores mesenquimales de aspecto epitelioide se consideraban

leiomioblastomas o0 leiomiosarcomas epitelioides. La introduccion de la



microscopia electrénica (ME) en el estudio de tumores, entre finales de 1960 y
principios de 1970, revelé que la mayoria de ellos no tenian las caracteristicas
tipicas de diferenciacion de células de musculo liso. Con la introduccion de la
inmunohistoquimica (IHQ), a principios de 1980, se corrobord la ausencia de
caracteristicas inmunofenotipicas de diferenciacion de musculo liso (7).

El término “tumor del estroma gastrointestinal” se introdujo como término
histogenético arbitrario para referirse a un grupo de tumores mesenquimales
del TGl que no podian considerarse de origen neurogénico (proteina S-100
negativa) ni de musculo liso (ausencia de miofilamentos en la microscopia
electrénica) (8); asi pues la designacion de GIST se ha utilizado como término
para englobar los diferentes tumores mesenquimales, en ausencia de un
marcador especifico para su diagndstico (9). En 1991, Traweek et al describen
gue CD34, ademas de expresarse en tumores vasculares, también se expresa
en sarcomas epitelioides y en una minoria de leiomiosarcomas (10). En 1994,
van de Rijn et al y Monihan et al describen la expresion de CD34 en una gran
proporcion de tumores mesenquimales del TGI (11-12). En 1995, Miettinen et al
también describen alta expresibn de CD34 en tumores mesenquimales
gastrointestinales (Gl), que no son ni leiomiomas ni schwannomas (3). Aunque
CD34 se consider6 un marcador util para diferenciar GISTs del resto de
tumores mesenquimales GI, habia un nidmero considerable de estos tumores
negativos para CD34, que resultaba dificil de interpretar si pertenecian al
mismo grupo de GISTs CD34 positivos.

Posteriormente, se descubrié que los denominados GISTs, formaban un grupo
de tumores mesenquimales del TGI biolégicamente distinto. Quiza el criterio
diagnéstico mas  especifico y aplicable fue la determinacion
inmunohistoquimica de la expresién de c-kit (CD117) (2, 4-5). El otro grupo
minoritario de tumores mesenquimales lo forman los verdaderos leiomiomas y
schwannomas del TGI, que muestran criterios histolégicos e
inmunohistoquimicos bien definidos, principalmente localizados en esoéfago,
colon y recto.

Los GISTs de diferentes localizaciones pueden presentar ligeras diferencias
histoldgicas y en el perfil IHQ, por ejemplo en la expresion de actina (13). Sin

embargo, hallazgos recientes IHQ, citogenéticos y moleculares sugieren que
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los GISTs, independientemente de su localizacion, comparten caracteristicas
fundamentales.

El término “tumores de nervio autonémico gastrointestinal” (GANT), equivalente
al anteriormente empleado “plexosarcoma”, se utilizé en los GISTs con
caracteristicas ultraestructurales que recordaban a los plexos autonémicos
gastrointestinales y mostraban diferenciacion neural (14). Los GANT se
consideran actualmente una variante morfologica de los GISTs, dado que
presentan las mismas caracteristicas morfologicas, IHQ y estado mutacional
(15).

3. ORIGEN CELULAR DE LOS GIST:

En 1998 se propuso que los GISTs podrian originarse de las células
intersticiales de Cajal (CIC) (5), y diversos autores apoyaron esta teoria (4, 16-
17).

Las CIC fueron descritas por primera vez en 1893 por Santiago Ramon y Cajal,
como un tipo de célula especial que formaba parte de la red de capas del plexo
mientérico del TGI (18). Especul6 que estas células podian tener un papel
importante en los movimientos del TGI.

Posteriormente tres nuevos conceptos mejoraron el conocimiento de las CIC:

- La publicacion de una monografia titulada “Interstitial Cells of Cajal:
Intestinal Pacemaker Cells?” de Thuneberg en 1982 (19), donde el autor
sumariza todos los datos disponibles sobre las CIC en base a hallazgos
de microscopia Optica y electronica y estudios electrofisiologicos. Segun
Su revision, las caracteristicas ultraestructurales de las CIC varian desde
células fibroblasticas a células similares a las musculares, segun
diferencias de localizacion, nivel y especie. Se reconocieron cuatro tipos
de CIC (CIC-I a CIC-IV). Concluye que existen suficientes datos para
asignar la funcién de marcapasos a las CIC.

En 1989, diversos estudios electrofisioldgicos recogieron la actividad
marcapasos en las capas de plexos mientéricos ricas en CIC (20).
Thomsen et al describieron que una unica CIC generaba contracciones
espontaneas y corriente interna ritmica (21), de modo que se considera
a las CIC células marcapasos para el movimiento autbnomo del TGl

(pacemaker cells). Se considera que las CIC derivan de precursores
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comunes que producen CIC y células musculares longitudinales, pero no
neuronas.

- El descubrimiento de que las células identificadas como CIC entre las
capas musculares de intestino delgado de ratones expresaban el
receptor quinasa c-kit, y que c-kit participa en el desarrollo y maduracién
de CIC (22-23). Se aceptd que las CIC podrian tener funcion de células
marcapasos, con tincion IHQ para c-Kit, como marcador fiable para
identificarlas microscopicamente (24).

- Los GISTs no tenian marcadores inmunofenotipicos de tumores
musculares ni de vaina nerviosa, expresaban c-kit y presentaban
mutaciones en el gen c-KIT. Estas observaciones permitieron afirmar
que las CIC son las células a partir de las cuales se originan los GISTs
(2, 4, 25).

Muchos investigadores aplicaron la microscopia electronica para caracterizar
las CIC como células mesenquimales, células de musculo liso o hibridos
celulares con ambas caracteristicas. Algunos autores sugirieron que habia
diversos tipos de CIC en funcién de los diferentes niveles y capas del TGI. La
microscopia electronica no aclaraba si las CIC representaban un unico tipo de
célula con variaciones morfologicas que reflejaban su estado de desarrollo y
funcionalidad, o una mezcla de varios tipos celulares entre los que se incluian
células que no eran en realidad CIC (24, 26).

Las CIC son las Uunicas células fusiformes mesenquimales del TGl que
expresan doble positividad para CD34 y c-kit, junto con los mastocitos, de los
que se diferencian facilmente con tinciones de histoquimica (giemsa, azul de
toluidina o triptasa). Con la tincién inmuhistoquimica c-kit, se demuestra como
las CIC forman una red de células en el plexo mientérico intestinal, y en el
borde submucoso de la capa muscular circular y entre las capas musculares
circulares y longitudinales. Las CIC se pueden observar en el intestino adulto
en relacion al plexo mientérico y en el intestino fetal en forma de un extenso
cinturén en la capa muscular externa (Fig.1).

La alteracion en el desarrollo de las CIC se ha relacionado con la enfermedad

de Hirschprung y la estenosis pilorica infantil.
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Estas particularidades hacen que se considere que los GISTs se originen a
partir de ellas. Ademas, la variacion regional en la distribucion de las CIC a lo
largo del TGI (mas comun en estdbmago e intestino delgado y menos frecuente
en esofago y recto) concuerda con la prevalencia anatémica de los GISTs. Sin
embargo, las localizaciones no gastrointestinales de una pequefia proporcion
de GISTs (omento, peritoneo y retroperitoneo) pone de manifiesto que la
histogénesis de estos tumores es todavia incierta (12).

Las CIC integran una parte de la fisiologia de las funciones motoras digestivas

como células marcapasos, controlando el peristaltismo, la contraccion muscular

y probablemente como mediadores de neurotransmision (3).

Fig.1 (A-B) HE y tincién para c-kit que pone de manifiesto la presencia de CIC en relacion
a plexo mientérico en el intestino adulto. (C-D) HE y tincidn para c-kit que pone de
manifiesto la presencia de CIC en forma de cinturén en la capa muscular externa en el
intestino fetal.
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4. EPIDEMIOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS:

La incidencia de los GISTs es de 10-20 casos/millon de habitantes. Ocurren
tipicamente en personas de mas de 50 afios, con una media de 55-65 afios.
Son raros en menores de 40 afios y excepcionales en nifios (27). Predominan
ligeramente en varones.

Se localizan con mayor frecuencia en estdbmago (50-60%), seguidos de
intestino delgado (20%), colon y recto (10%), y esofago (<5%). Ocasionalmente
se localizan en epiplén, mesenterio y retroperitoneo (5%) (25).

La localizacion es un factor prondstico independiente, de forma que los tumores
localizados en intestino delgado tienen peor prondstico que los géastricos.

Se han descrito variantes morfologicas asociadas a determinada localizacion:
las lesiones epitelioides ocurren con mas frecuencia en estdmago, mientras
que las lesiones fusocelulares en intestino delgado muestran un patrén de tipo

paraganglioma-like, organoide y contienen fibras esquenoides.

Espectro clinico:

Los sintomas dependen del tamafio y la localizacion, aunque son inespecificos.
Algunos GISTs gastricos y de intestino delgado son pequefios (<2 cm),
asintomaticos, y se detectan de forma incidental durante controles por
enfermedad neoplasica o durante la cirugia por otra causa no relacionada.
Segun diferentes estudios, los GISTs gastricos se presentan de forma mas
frecuente con discreto dolor abdominal o hemorragia digestiva alta. En GISTs
de intestino delgado los sintomas son dolor, hemorragia o0 signos de

obstruccion (27).

5. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS E HISTOLOGICAS:

Espectro macroscopico:

Los GISTs pueden medir entre 0,3 y 38 cm. de diametro maximo. La mayoria
de lesiones pueden presentar un crecimiento endofitico o exofitico, expansivo
(21%), pseudoexpansivo con formacioén de nddulos satélite (45%) o infiltrativo
(34%), entre el tejido adiposo de los mesos o disociando las fibras musculares
lisas. Este tipo de crecimiento, en ocasiones sin limites netos, puede ser la

causa de una reseccidén incompleta del tumor cuando se practica una simple
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enucleacion, aunque en general son tumores bien delimitados, no
encapsulados, a veces pseudoencapsulados. Por su relacion con la pared del
tubo digestivo, pueden tener localizacién submucosa (con o sin ulceracion de la
mucosa suprayacente), intramural o subserosa. A la seccion, la superficie de
corte puede ser de color variable (grisaceo, blanquecino, rojizo o parduzco),
dependiendo del grado de hemorragia; y suelen ser soélidos de aspecto
carnoso, con areas de degeneracion quistica o necrosis, mas frecuentes en
lesiones de gran tamafo (28). Suelen ser Unicos; si hay mas de un GIST, se
debe descartar que se trate de un GIST familiar o asociado a otras afecciones
concomitantes (neurofibromatosis, triada de Carney) (29).

El aspecto macroscopico mas caracteristico es en forma de masa tumoral
dependiente de la pared gastrica o intestinal proyectada hacia la cavidad
abdominal, aunque otras veces se presenta como masa polipoide intraluminal.
Algunos tumores pueden crecer en ambos sentidos en forma de “reloj de
arena”. De forma ocasional, pueden crecer en el omento gastrocélico o
gastrohepatico, separados de la pared gastrica o intestinal. A veces, son
multicéntricos y se presentan en forma de multiples nédulos intramurales y en

el omento.

Espectro histologico:

Los GISTs presentan un amplio espectro histolégico debido a las distintas
morfologias celulares que pueden presentar: células fusiformes (77%), células
epitelioides (8%) y mixtos (15%) (25).

Los tumores predominantemente fusocelulares estan constituidos por células
con nucleo fusiforme y escaso citoplasma palido y eosinofilo, de aspecto
fibrilar. En el 5% de los casos pueden observarse vacuolas citoplasmaticas
yuxtanucleares, sobre todo en los tumores gastricos. Son generalmente
hipercelulares y pueden presentar un crecimiento sin patron definido, fascicular,
verticilado, estoriforme o formando empalizadas nucleares (recordando
tumores de nervio periférico) con minimo estroma intercelular.

El grupo de tumores epitelioides esta constituido por células con citoplasma
amplio, generalmente eosinodfilo, incluso de aspecto oncocitico, o claro, con
bordes bien definidos. Pueden presentar glucégeno intracitoplasmatico de

distribucion perinuclear (30). El espectro histologico incluye variantes con nidos
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sélidos, patron cordonal, trabecular, organoide o alveolar, formando grupos
celulares de tipo insular (simulando tumores neuroendocrinos), o con
vacuolizacién citoplasmatica.

Los tumores de tipo mixto muestran transicion abrupta entre el componente
fusocelular y el epitelioide.

El estroma puede ser mixoide o hialinizado, con hialinizacién perivascular (28).
La densidad celular y el estroma varian segun cada caso. Las caracteristicas
nucleares de los GISTs son muy variables, desde una poblacion celular
monotona ovalada/fusiforme hasta un pleomorfismo nuclear marcado, aunque
no es un hallazgo comun. El indice mitético es muy variable, y oscila entre la
ausencia de mitosis y la presencia de mas de 150 mitosis en 50 campos
microscopicos de gran aumento (CGA).

Los GISTs localizados en intestino delgado son generalmente fusocelulares, y
en esta localizacién presentan fibras colagenas extracelulares en madeja,
llamadas “fibras esquenoides” (31), intensamente eosinodfilas, PAS positivas,
que aunque fueron interpretadas como un signo de diferenciacion neural,
parece que carecen de significado histogenético (1, 16) y se asocian a buen
pronastico.

Los GISTs de colon y recto son frecuentemente fusocelulares.

Se puede observar un variable componente inflamatorio asociado, de
predominio linfoplasmocitario, cambios microquisticos, necrosis y hemorragia.
La trama vascular puede ser de densidad variable.

Este amplio perfil histomorfologico, junto con los hallazgos IHQ vy

ultraestructurales, sugieren una gran diversidad de opciones de diferenciacion.

6. ESPECTRO INMUNOHISTOQUIMICO:

Uno de los elementos clave de la guia consenso de la National Institutes of
Health (NIH) publicada en 2002 fue definir el papel determinante de la
inmunoreactividad para c-kit (CD117) en el diagndstico de los GISTs (1). Asi
pues, la expresion de c-kit es una de las caracteristicas que mejor define a este
grupo de tumores, aunque no es un marcador celular o tumoral especifico
(Tabla. 1-2) (5, 32).
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Tabla.1 Expresion de c-kit en tejido normal

Tracto gastrointestinal Tejido extragastrointestinal
« CIC e Células precursoras hemopoyéticas CD34
* Mastocitos positivas

* Melanocitos

» Células basales epidérmicas

e Células de Langerhans inmaduras epidérmicas

» Células epiteliales (mama, glandula salival, tubulos
renales)

» Células gliales

» Precursores osteoclasto

Tabla.2 Tumores c-kit positivos

Tumores gastrointestinales
« GIST
Tumores de localizacién extragastrointestinal
« Melanoma (ausente en fase de crecimiento vertical y metastasis)
e Sarcoma de células claras de tendones y aponeurosis
e Carcinoma endometrial
e Carcinoma oat-cell pulmonar
e Grupo de sarcoma de Ewing
e Linfoma anapléasico
e Células de Reed-Sternberg de linfoma de Hodgkin
* Mastocitosis
e Leucemia mieloide aguda
* Glioma
» Germinoma

Se observa positividad para c-kit en el 80-100% de GISTs, independientemente
de la citomorfologia. La ausencia de expresion de c-kit en tumores de musculo
liso y neurales hace que sea de gran utilidad en el diagndstico diferencial entre
GIST y otros tumores mesenquimales del TGl (2, 4, 32). El estudio clinico-
patolégico realizado por Miettinen et al sobre GISTs primarios de omento,
peritoneo y retroperitoneo refuerza la importancia de c-kit para diferenciar
GISTs de localizaciones poco frecuentes de otros tumores mesenquimales en
estas localizaciones, facilitando un correcto diagnostico y un adecuado
seguimiento clinico.

La positividad para c-kit en general es intensa y difusa, de tipo citoplasmatico,
de membrana o con acentuacion paranuclear en la zona de Golgi (2, 4, 33).

Esta variedad de patrones de tincion podria correlacionarse con diferentes tipos
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de mutacién de c-KIT. En la mayoria de casos la tincion alcanza el 90-100% de
las células tumorales, y s6lo en pocos casos la tincién es focal (en el 5-20% de
las células tumorales). Sin embargo, existen casos en los que la tincidon es mas
débil o sélo membranosa, ademas de tener una distribucion mas irregular de
las células positivas (20-30%). Estos casos pueden ser motivo de confusiéon y
deben ser evaluados de modo riguroso.

El patréon de tincidbn paranuclear (Golgi-like) se ha relacionado con la
acumulacion de proteina c-kit alterada, en GISTs con mutaciones que provocan
su activacion y fosforilaciébn, que permanece secuestrada en el reticulo
endoplasmico o compartimento de Golgi, sin completar su maduracién y poder
dirigirse a la membrana celular. A partir de este hecho, se propuso como
posible marcador de mutaciones en c-KIT (34-35). En diferentes estudios se ha
observado este patrén de tincion tanto en GISTs con mutaciones en c-KIT
como PDGFRA y wild-type, indicando que este tipo de expresion no es
mutuamente excluyente, desde el punto de vista mutacional. Algunos estudios
describen asociacién estadisticamente significativa con mutaciones en c-KIT,
principalmente en el exdn 11, pero también en el exdn 9 (36).

Es importante que la técnica esté estandarizada, utilizando un anticuerpo y
dilucion constante, y empleando controles positivos y negativos, tanto externos
como internos (fibroblastos y estroma peritumoral). Los mastocitos
intratumorales son un buen control interno positivo.

Debido a la importancia de su implicacion terapéutica, el estudio de c-kit debe
hacerse de modo exhaustivo, especialmente en casos dudosos 0 negativos.
Como la tincién se efectia en cortes procedentes de tumores incluidos en
parafina, se deben tener en cuenta ciertas circunstancias que pueden alterar el
resultado, dando lugar a falsos negativos. Entre las causas mas frecuentes hay
que tener en cuenta:

- mala fijacion del tumor con formol. Excesivo calor en la elaboracion del
bloque de parafina. Prolongado almacenamiento de los bloques de
parafina.

- negatividad real debido a que se han producido mutaciones genéticas
gue bloquean la expresion de la proteina.

- error de muestreo (muestras muy pequefas).
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- negatividad real por falta de mutacion en el gen c-KIT, pero con
mutacion de otra tirosinquinasa, relacionada con el receptor c-kit, como
el receptor alfa del factor de crecimiento derivado de las plaguetas
(PDGFRA)

En estos casos excepcionales los tumores se deberian diagnosticar como
“neoplasia estromal fusocelular (o epitelioide) compatible con GIST”, y seria
recomendable hacer un estudio mutacional con técnicas de biologia molecular.
La positividad de c-kit es algo mas débil en los GISTs de morfologia epitelioide
(25).

La mayoria de los GISTs (70-80%) son positivos para CD34, aunque este

anticuerpo puede expresarse en una amplia variedad de tumores (Tabla.3).

Tabla.3 Tumores CD34 positivos

Tumores gastrointestinales
« GIST
Tumores de localizacidén extragastrointestinal
* Tumores de musculo liso
e Tumor fibroso solitario
* Dermatofibrosarcoma protuberans
e Sarcoma de Kaposi
e Lipoma de células fusiformes
* Neurofibroma
e Tumores vasculares
* Sarcoma epitelioide

La doble positividad de los GISTs para CD34 y c-kit, hace que su fenotipo sea
superponible al de las CIC (4).

La tincion IHQ para otros marcadores es mucho mas variable. El 80% de los
casos expresan bcl-2, un 30-40% son positivos para actina musculo liso (SMA)
y un 5-10% son positivos para proteina S-100. La desmina es positiva en 1-2%
de los casos. También se ha observado positividad para marcadores
neuroendocrinos, en aquellos casos que antes se consideraban GANT,
especialmente cromogranina, sinaptofisina y enolasa neuronal especifica.

En lo que refiere a la controversia sobre un posible origen miogénico, los
marcadores musculares como actina masculo especifica (HHF-35) y actina de
musculo liso (SMA) pueden expresarse de forma focal;, en cambio la desmina

casi nunca se expresa. Estos hallazgos podrian sugerir una diferenciacion
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miode incompleta. Algunos de estos tumores expresan proteina S-100 y
enolasa, indicando una diferenciacidon schwanniana/neural. Excepcionalmente,
algun caso puede expresar tanto marcadores mioides como neuronales, en
forma de diferenciacion divergente y podria sugerir un origen a partir de células
madre mesenquimales pluripotenciales.

Hay que tener en cuenta que hay otros tumores c-kit positivos que pueden
afectar el TGl y ser confundidos con GISTs, como por ejemplo metastasis de
melanoma, angiosarcoma, sarcoma de Kaposi, sarcoma de Ewing,
mastocitoma, seminoma Yy carcinoma pulmonar de célula pequefia.

Se han descrito nuevos marcadores inmunohistoquimicos en los GISTSs,
algunos positivos también en las CIC, como PDGFRA, proteinquinasa C (PKC)-
theta, nestina, o la forma embrionaria de la cadena pesada de la miosina
muscular lisa. Ademas, se ha descrito positividad para DOG1 (discovered on
GIST-1), CD99 y merlina, entre otros. DOG-1, también conocido como
TMEM16A, es una proteina transmembrana que suele estar sobreregulada en
GISTs, y muestra mayor sensibilidad y especificidad que c-kit y CD34(37);
aunque solo es concluyente en un tercio de los GISTs que son negativos para
c-kit, presentando dificultades en los dos tercios restantes para ser validados
desde el punto de vista inmunohistoquimico (38). En la practica, la coexpresion
difusa de c-kit y DOG1 podria ser utilizada como caracteristica diagnéstica de
GIST. EIl resto de marcadores, aunque estan comercializados, no muestran

resultados reproducibles sobre material en parafina.

7. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL:

El diagnéstico diferencial de los GISTs depende de la morfologia que
presenten. GISTs con morfologia fusocelular se deben diferenciar
principalmente de tumores de musculo liso, fibromatosis o tumor desmoide,
schwannoma, tumor miofibroblastico inflamatorio, pélipo fibroide inflamatorio y
tumor fibroso solitario (Tabla.4)(Fig.2) . GISTs con morfologia epitelioide se
deben diferenciar de carcinomas, tumores neuroendocrinos y sarcomas de

células claras.
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Tabla.4 Algoritmo IHQ util en el diagndstico diferencial de tumores mesenquimales primarios

del TGI
Entidad Caracteristicas morfoldgicas Localizacion | Epidemiologia
histologica Gl
Leiomioma Fusocelular. Positividad para Eséfago Adultos jovenes

(intramural)

marcadores de musculo liso y
desmina. Negatividad para c-kit y
CD34

Leiomioma (de
muscularis
mucosa)

Lesiones polipoides pequefas de la
mucosa con las mismas caracteristicas
que el intramural. Pueden expresar
receptores de estrégeno y
progesterona

Colon y recto

Adultos de
mayor edad

Leiomiosarcoma

Similar al leiomioma, pero con atipia
citologica y actividad mitética.
Positividad para marcadores de
musculo liso y desmina. Negatividad
para c-kity CD34

Colon

Adultos de
mayor edad

Tumor glémico

Células redondeadas con citoplasma
variable eosindfilo, patrén idéntico al
de partes blandas. Positividad para
actina especifica de musculo liso y
variable para CD34. Negatividad para
c-kit

Estomago

Adultos,
mujeres

Schwannoma

Células fusiformes formando
microtrabéculas o microfasciculos.
Pequefio tamafio y circunscrito, de
color amarillento. Positividad para
S100 y GFAP. Negatividad para c-kit y
CD34

Estémago,
colon

Adultos de
mayor edad

Tumor
miofibroblastico
inflamatorio

Células fusiformes, elongadas, con
amplio citoplasma, en relacion a
abundantes linfocitos, células
plasmaticas y eosindfilos. Positividad
para ALK y reordenamiento.
Negatividad para c-kity CD34

Cualquier
segmento del
TGI

Nifios y adultos
jovenes

Pdlipo fibroide Células epitelioides o fusiformes en Intestino Cualquier edad
inflamatorio una matriz fibromixoide con delgado,
abundantes capilares, células estdbmago
inflamatorias y eosindfilos. Positividad
variable para CD34. Negatividad para
c-kit
Tumor fibroso Células fusiformes con estroma Superficies Cualquier edad
solitario colagenizado y patron peritoneales,
hemangiopericitoide. Positividad para higado
CD34, bcl2 y CD99. Negatividad para
c-kit
Fibromatosis Células fusiformes, moderadamente Estomago, Jévenes
celular con estroma colagenizado o intestino
mixoide. Positividad para B-catenina. delgado
Negatividad para c-kit
Sarcoma sinovial Células fusiformes, hipercelular. Estomago Cualquier edad

Positividad para queratina, CD99.
Negatividad para c-kit
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Liposarcoma

Células fusiformes de morfologia

Intrabdominal

Adultos jovenes

desdiferenciado variable y componente de liposarcoma |, intestinal y de mayor
lipoma-like. Negatividad para c-kit edad
Melanoma Morfologia variable. Positividad para c- | Cualquier Cualquier edad

metastatico

kit y marcadores melanociticos
(HMB45, Melan-A). Negatividad para
CD34

segmento del
TGl

Carcinoma,
carcinoma
neuroendocrino

Positividad para queratinas, +/-
cromogranina y sinaptofisina.
Negatividad para c-Kity CD34

Cualquier
segmento del
TGl

Cualquier edad

Sarcoma de células
claras

Positividad para S-100 y marcadores
melanociticos (HMB45, Melan-A).

Negatividad para CD34

Fig.2. Algoritmo IHQ para el diagndstico diferencial de tumores mesenquimales del

TGI

KIT (+)

/

g

GIST Otros tumores T musc liso

8. EVALUACION DEL POTENCIAL MALIGNO:

De forma paralela a su histogénesis, la evaluacion del potencial maligno de los

()

U

Schwannoma

GISTs se ha mantenido como tema de controversia durante décadas hasta la

actualidad.

Las primeras sugerencias para clasificar los GISTs se remontan a la era pre-Kkit.

Varios autores publicaron estudios sobre factores prondstico (39-41) y

consideraron varios parametros como la morfologia, histologia, celularidad,

atipia, necrosis, tamafio, numero de mitosis e indice proliferativo, para dividir

los GISTs en grupos de bajo y alto riesgo.
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Entre el 10-30% de estos tumores tienen un comportamiento maligno con
capacidad de recidivar y metastatizar, principalmente a nivel peritoneal y
hepatico. Aunque se han descrito criterios histopatolégicos para identificar los
tumores malignos (tamafio tumoral, localizacidén, necrosis e indice mitético) el
anico criterio absoluto de malignidad es el crecimiento a distancia. Sin
embargo, dos son los parametros estructurales que se consideran predictivos
del comportamiento de estos tumores: el tamafio tumoral y el niumero de
mitosis contadas en secciones histolégicas (10 mm?), en 50 campos
microscoépicos de gran aumento, x400 (mitosis/50 CGA). El recuento de mitosis
se debe realizar en las areas con mayor indice mitético. La mayoria son
regulares y son excepcionales las mitosis atipicas. Se han establecido distintos
grupos de riesgo en base a los dos criterios previamente citados, y se han

relacionado con diferentes curvas de supervivencia.

La introduccion de dianas terapéuticas, como el mesilato de imatinib, ha
supuesto un mayor interés por conocer mas sobre la biologia y comportamiento
de los GISTs.

Criterios consenso Nacional Institutes of Health (NIH)/criterio Fletcher:

La estratificacion del riesgo de recurrencia es importante para planificar la
estrategia terapéutica postcirugia. El primer esquema aceptado para predecir el
riesgo de comportamiento clinico agresivo, basado en estudios previos, fue
publicado en 2002 por Fletcher y colaboradores, después de un taller de
consenso celebrado en el NIH. El esquema de evolucion de riesgo propuesto
(NIH-Fletcher 2001) se basa en dos parametros estructurales bien reconocidos,
el tamafo tumoral y el nimero de mitosis en 50 CGA; de esta forma se
establecen los diferentes grupos de riesgo: muy bajo riesgo, bajo riesgo, riesgo
intermedio y alto riesgo (1) (Tabla.5).

La aplicacion de este esquema de riesgo a un grupo de 288 pacientes que
nunca recibieron mesitalo de imatinib mostré que el 50% de los que tenian un
riesgo alto fallecia a los 2,5 afios después del diagnostico, el 68% de ellos a

causa del tumor; el 50% de los casos con un tumor diseminado moria en
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1,5 afnos (el 69% a causa del tumor). El resto de los grupos de riesgo tuvo una

supervivencia semejante a la esperada en la poblacion sana.

Tabla.5 Grupos de riesgo en GIST segun Fletcher

indice mitético (50CGA)** | Tamario* Grupo de riesgo

<5 mitosis <2cm Muy bajo riesgo (MBR)
<5 mitosis 2-5cm Bajo riesgo (BR)
6-10 mitosis <5cm

<5 mitosis 5-10 cm

>5 mitosis >5cm

Cualquier indice >10cm

> 10 mitosis Cualquier tamaiio

*Tiene en cuenta la dimension mayor. Se admite la variabilidad al medir el tumor antes o
después de la fijacién y la existente entre distintos observadores.
**|dealmente se deberia expresar el indice mitético en relacién con la superficie examinada a

partir del tamafio de un CGA.

Criterios Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) /criterios Miettinen:

Entre 2005 y 2006 Miettinen y colaboradores realizan dos grandes estudios
sobre GISTs de localizacion gastrica y GISTs de yeyuno/ileon con largos
tiempos de seguimiento clinico (42-43), que proporcionaron una fuerte
evidencia de que los GISTs gastricos tienen un comportamiento menos
agresivo que los GISTs intestinales de yeyuno e ileon, con similar tamafio y
actividad mitotica (44). En base a estos estudios, se considera la localizacién
anatdmica como un parametro adicional para la evaluacion del riesgo de los
GISTs, segun la actualizacion de las guias consenso de Nacional
Comprenhensive Cancer Network (NCCN) de 2007 (AFIP-Miettinen 2006)
(Tabla.6). Segun estas nuevas guias, un GIST de menos de 2 cm puede ser
considerado como benigno. De esta manera se discriminan mejor las
poblaciones de riesgo que con el indice de Fletcher, especialmente entre
grupos de riesgo intermedio y bajo. El rango de riesgo para la recidiva varia
desde un 2% en los tumores gastricos con menos de 5 mitosis/50 CGA y con
un tamafo de 5 cm o0 menos y del 90% en GISTs intestinales de mas de 10 cm
y mas de 5 mitosis/50 CGA.

Esta nueva clasificacion supone un importante avance en la estratificaciéon del

pronéstico de los GIST, aunque tiene algunas limitaciones. Algunos subgrupos
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(tumores duodenales inferiores a 2 cm con indice mitotico superior a
5 mitosis/S0CGA) carecen o sélo tienen alguno de los parametros utilizados
como prondstico en esta clasificacion, de forma que no puede establecerse una
categoria adecuada de riesgo. Otro factor limitante es que no incluye
informacion sobre GISTs esofégicos, colicos o extragastrointestinales, y solo se
puede hacer una extrapolacion de su posible evolucion clinica.

La ruptura tumoral espontdnea o iatrogénica y la exéresis incompleta
aumentan el riesgo de recurrencia.

Tabla.6 Grupos de riesgo en GIST segun Miettinen

indice
mitotico (50 Intestino Intestino Otras
CGA) Tamafo | Estébmago | delgado grueso localizaciones
<2 cm MBR MBR MBR MBR
>2 <5
cm MBR BR BR BR
BR
< 5 mitosis
>5 mitosis

Sistema de estadiaje tumor-ganglios-metastasis (TNM):

Los sistemas de estadiaje propuestos por la American Joint Committee on
Cancer (AJCC) no son especificos para GIST, y se consideran una
permutacion de la clasificacion de riesgo propuesta por la AFIP.

Define el estadiaje T en funcion del tamafio: T1, tumor <2 cm; T2, tumor > 2 cm
<5 cm; T3, tumor >5 cm <10 cm; y T4, tumor >10 cm. Asigna un grado

histologico en funcion del nimero de mitosis/50 CGA: “bajo grado histologico”
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cuando el recuento es <5 mitosis/50 CGA,; y “alto grado histolégico” cuando el
recuento es >5 mitosis/50 CGA.

Nomograma Memorial Sloan-Ketering Cancer Center:

Gold y colaboradores realizan un estudio en 2009 con 127 pacientes del
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC), validado posteriormente
con los pacientes del grupo espafiol de investigacion en sarcomas (GEIS) y con
los de la Clinica Mayo de Rochester, que permite disefiar y validar un
nomograma que es capaz de individualizar de una manera mas concreta el

riesgo de progresion de cada paciente.

Un nomograma es una interfaz grafica para un modelo estadistico con
variables de importancia prondstica para predecir con precision la evolucion de

los pacientes de forma individual.

Este nomograma prondstico predice la supervivencia libre de recurrencia (SLR)
a los 2 y 5 afos después de la cirugia, en GIST localizados, en ausencia de
tratamiento (45) (Tabla.7). Tiene en cuenta los factores prondsticos

independientes ya conocidos (tamafio, indice mitético y localizacion), y asigna
puntos segun el tamafio del tumor (de forma continua, pero no lineal), la
localizacion (estdmago, intestino delgado, colon/recto o localizaciones
extraintestinales) y el numero de mitosis del tumor primario (<5 o >5 mitosis/50
CGA). La suma total de los puntos determina la probabilidad de SLRalos2y 5
afios, expresado en forma de porcentaje (%) (Fig.3). ElI nomograma ha
presentado mejor precision predictiva en comparacion con otros sistemas de
evaluacion del riesgo, como el propuesto con anterioridad por NIH-Fletcher
2001 (que no discrimina el riesgo de recurrencia de los grupos de muy bajo
riesgo y bajo riesgo) y que la ultima modificacion de AFIP-Miettinen de 2006,
qgue séblo asigna pacientes a un amplio grupo de riesgo definido. Este
nomograma prondéstico esta calibrado con curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier observadas en supervivencia libre de recurrencia de los casos
estudiados. Las predicciones del nomograma, basadas en modelos
estadisticos, presentan mejor calibracion sobre la SLR que las que aportan la

clasificacion de AFIP-Miettinen, y es capaz de calcular el riesgo de recurrencia
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de forma individual, para cada paciente, y no para todo el grupo de riesgo. Sin
embargo, se tiene que seguir analizando si el nomograma predeciria la SLR a
largo plazo, en GIST de curso indolente y progresion lenta.

En los udltimos aflos se han publicado diferentes estudios que analizan el
impacto de distintos factores prondsticos clinicos, patoldégicos y moleculares
sobre la SLR. El nomograma puede ser (til para el cuidado del paciente, la
interpretacion de los resultados de los ensayos clinicos, y la seleccion de
pacientes para la terapia adyuvante con mesilato de imatinib.

Tabla.7 Nomograma MSKCC (SLR en GIST)
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Se asigna una puntuaciéon en funcién del tamafio, indice mitético y localizacion. La suma de
estas tres puntuaciones corresponde a la prediccién de SLR a 2 y 5 afios.
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Fig. 3 Ejemplo de asignacion de puntos a cada categoria (tamafio, mitosis, localizacion)
y score final que traduce la probabilidad de SLR a los 2 y 5 afios.
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Factores clinicos:

La edad, raza y sexo, en principio no influyen en la SLR, pero si la localizacion,
pues tienen peor pronostico los GISTs originados en intestino delgado y recto,

que los originados en otras localizaciones (44).

La presencia de metastasis peritoneales o hepaticas en el momento del
diagnéstico se considera un factor pronéstico adverso que comporta menor
supervivencia segun multiples estudios clinicopatologicos (46). Pequeiios
tumores en la serosa, detectados de forma incidental, tienen un curso favorable
47).

Factores anatomopatoloqicos:

El nimero de mitosis/50 CGA y el tamafio del tumor primario son los factores
prondsticos mas importantes y aceptados, como ya se ha mencionado, para
predecir la SLR. Otros pardmetros anatomopatoldgicos estudiados, como la
presencia de necrosis, atipia nuclear, el subtipo histolégico (epitelioide o
fusocelular), la invasion mucosa, la invasion muscular, la densidad celular,
fenotipo neural o muscular (48), diferenciacién o grado histologico (definido en
base a criterios propuestos para sarcomas de partes blandas por la Fédération
Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer -FNCLCC-), han mostrado
importancia pronostica en el analisis univariable (49).

El marcador inmunohistoquimico Ki-67 es una proteina nuclear asociada a
proliferacion celular, que se expresa en las fases de crecimiento y sintesis del
ciclo celular (G1, S, G2 y M), excepto en la fase GO. Este antigeno refleja la
proporcion de células activas en el ciclo celular, y segun algunos autores
muestra una alta correlacion con el indice mitotico (50). Diferentes estudios han
confirmado el valor prondstico de Ki-67 en los GIST (51-52). Las diferencias
entre los diferentes estudios publicados se encuentran en establecer el valor de
corte del indice Ki-67, que varia entre 4,5% y 10%. Nakamura propone la
utilidad del indice de proliferacion Ki-67 en la prediccion de la evolucién clinica
(53); mientras que para Wong la determinacion del indice de proliferacion
nuclear Ki-67, con anticuerpo monoclonal MIB-1, es mas fiable que el numero

de mitosis (54). Determinaciones =10% se asocian a peor pronostico (55).
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9. SIGNIFICADO DE C-KIT:
La proteina c-kit es un receptor tirosinquinasa transmembrana de tipo I,
codificada por el protooncogen c-KIT, localizado en el cromosoma 4 (49q11-12),
en una regién de aproximadamente 70 kilobases (56) (Fig.4). El gen c-KIT es
un homologo celular del oncogen v-KIT, encontrado en el genoma del virus del
sarcoma felino HZ4 en 1986 (57). La molécula de c-KIT tiene un peso
molecular de 145 kDa y consiste en 976 aminoacidos, que constituyen 21
exones y consta de los siguientes dominios (Fig.5):
- dominio extracelular (EC domain) constituido por cinco regiones de tipo
inmunoglobulina
- dominio transmembrana (TM domain)
- dominio yuxtamembrana (JM domain) con actividad reguladora en la
dimerizacion de KIT
- dominio intracelular responsable de la actividad quinasa, y que se divide

en dos por insercion de una quinasa (TK-I: region de union a adenosina

trifosfato o ATP y TK-II: region fosfotransferasa)
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Fig.4 Gen c-KIT, localizado en 4q11-12, contiene 21 exones, codifica una proteina
transmembrana, con 5 dominios. Peso 145kDa.
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Fig.5 Receptor transmembrana c-kit con 5 dominios: extracelular (EC), transmembrana
(TM), yuxtamembrana (JM) e intracelular (TK1, TK2). Adyacente se encuentra el receptor
PDGFRA.

Activacion de los receptores c-kit y PDGFRA por mutaciones activadoras (gain-of-
function) expresadas como puntos azules (mutaciones primarias esporadicas), amarillos
(mutaciones primarias hereditarias) y rojos (mutaciones secundarias al tratamiento),
independientes del ligando (L), que provocan dimerizacion del receptor, autofosforilacion
de tirosinas y activacion de la via de sefializacion celular. Lasota & Miettinen. Clinical
significance of oncogenic KIT and PDGFRA mutations in gastrointestinal stromal tumors.
Histopathology 2008; 53 (3): 245-66.

El receptor c-kit esta intimamente relacionado con otros receptores como son
PDGFRA, PDGFRB vy el receptor del factor estimulante de la formacion de
colonias de macrofagos (M-CSF). Todos ellos se caracterizan por secuencias
homélogas en los dominios yuxtamembrana (JM) y tirosinquinasa (TK).

Las interacciones entre c-kit y su ligando, “stem cell factor” (SCF), que se une
al receptor extracelular (58-59), son vitales para la supervivencia celular,
proliferacion y diferenciacion.

La activacion normal de c-kit se produce cuando dimeros bivalentes del ligando
(SCF) interaccionan con el receptor produciendo su activacion
(autofosforilacion). La autofosforilacion de determinados residuos de tirosina
antagoniza la conformacion estructural autoinhibitoria y conduce a la activacion
de la funcién quinasa, que conlleva la fosforilacion de c-kit. Estas tirosinas

fosforiladas sirven como sitios de union para una serie de proteinas de
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sefalizacion celular que desencadenan un intrincado de vias de transduccién
de sefiales, que controlan funciones celulares como la proliferacion, adhesion,
apoptosis y diferenciacion (Fig.6-7).

La proteina c-kit se expresa en una amplia variedad de tejido normal, actia
como receptor de factor de crecimiento de los mastocitos y tiene una funcién
importante en la regulacion de células madre como células hemopoyeéticas,
melanocitos, células germinales y CIC.

Las CIC son las unicas células del TGl que expresan c-kit en condiciones
normales.

La ausencia de sefial de la unién SCF-c-kit provoca ausencia de desarrollo y
funcién de las CIC. Su significado funcional se hace aparente en base a
estudios experimentales donde ratones con proteina c-kit deficiente
presentaban alteraciones en la motilidad intestinal y morian a consecuencia de
ileo paralitico (22).

La actividad quinasa de c-kit tiene multiples niveles de control. La alteracion en
alguno de ellos puede provocar una activacion quinasa aberrante y posterior
oncogénesis. La actividad quinasa de c-kit puede estar controlada por
mecanismos extrinsecos (presencia de ligando o substratos y moléculas
fosfatasa) o intrinsecos: en ausencia de ligando, en condiciones normales c-kit
se presenta como un monomero inactivo en el que la actividad enzimatica esta
inhibida por componentes estructurales intrinsecos (60). La autoinhibicién de c-
kit previene la activacion constitutiva y permite respuestas especificas frente a

ligandos externos.

Los mecanismos de control de la actividad quinasa pueden verse alterados por

mutaciones de c-KIT.
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Fig.6 (A) Activacion inducida por el ligando de la actividad tirosinquinasa de c-kit. (B) La
union del ligando dimérico SCF provoca la dimerizacion de c-kit. (C) La dimerizacion
activa los dominios tirosinquinasa citoplasmaticos, y provoca la autofosforilacion (P) de
residuos de tirosina seleccionados. (D) Los sustratos y las proteinas adaptadoras se
unen a los residuos de tirosina fosforilados. Heinrich et al. Hum Pathol 2002; 33: 484-495

Chempianis

Proliteration '*- m

e

|
oo M o / J e /

Proldsrstian Proliferation/ Apoplosis

Fig.7 Vias de transduccion de sefiales intracelulares activadas por activacion de c-kit.
Heinrich et al. Hum Pathol 2002; 33: 484-495

10. MUTACIONES EN EL GEN C-KIT:
Se reconocen dos tipos de mutaciones en el gen c-KIT:
- mutaciones activadoras (“gain-of-function”): la actividad tirosinquinasa de
c-kit aparece constitutivamente aumentada en ausencia de ligando, y

participa de forma activa en la patogénesis de los GISTs.
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- mutaciones inhibidoras (“loss-of-function”): se pierde la actividad
tirosinquinasa de c-kit, y no participaria en la patogénesis de los GISTs.

Las mutaciones activadoras de c-KIT pueden ser de dos tipos (Fig.6):

- mutaciones de tipo regulador (dominio extracelular y yuxtamembrana):
mutaciones que alteran la secuencia de aminoacidos de regiones
reguladoras de la actividad quinasa de la proteina c-kit, concretamente
regiones con funcidn autoinhibidora (61).
mutaciones del sitio enzimatico (dominio TK1 y TK2) que afectan
directamente estructuras primarias del sitio enzimatico.

La distincion entre mutaciones reguladoras o enzimaticas tiene importancia
clinica, dado que si los inhibidores terapéuticos se unen a los dominios con
funcion reguladora mutados no seran efectivos.

Las mutaciones de tipo regulador se reconocen en la regién intracelular
yuxtamembrana, codificada por el exon 11, que ocasionan activacion de la
funcién c-kit (“gain-of-function”), en forma de activacion constitutiva. EI dominio
extracelular de unién de ligando es otra regién afectada por mutaciones. Las
mutaciones en c-KIT también son altamente selectivas de la via de
sefalizacion que activan.

El mayor avance clinico en los GISTs se produce al identificar el papel que
juegan las mutaciones activadoras de c-KIT en la patogénesis de estos
tumores.

Estas mutaciones tienen como resultado la activacion ligando-independiente
(fosforilacidén constitutiva) del receptor c-kit. Hirota et al. fueron los primeros en
describir mutaciones activadoras en el exén 11 del gen c-KIT, que tiene un
dominio interno, yuxtamembrana, con funcién reguladora (5). Las mutaciones
en el dominio yuxtamembrana de c-KIT representan un grupo heterogéneo “in
frame”, que incluye deleciones, mutaciones de cambio de sentido (“missense”),
duplicaciones internas en tandem, en el extremo terminal 5’ entre Lys (550) y
Glu (561) (62). Mutaciones en el extremo terminal 3’ son poco frecuentes, y son
principalmente mutaciones puntuales afectando el codén 576 y duplicaciones
(63).

Posteriormente Lux et al secuenciaron c-KIT en GIST y encontraron

mutaciones en el dominio extracelular, exén 9, y en el dominio quinasa, exon
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13 (64). Estas mutaciones consistieron en duplicacion de seis nucledtidos, que
codificaban Ala502_Tyr503 en el exdn 9, asociada a peor evolucion clinica y
asociada a GISTs de localizacion intestinal (65); y una mutacion de cambio de
sentido, resultando la substitucion de Glu por Lys642 en el exén 13.

Son muchos los estudios que se han dedicado a identificar las mutaciones de
c-KIT en los GIST, y actualmente dependiendo de las series y de los
procedimientos empleados, la incidencia de mutaciones es del 21-92%. Hasta
el momento se han encontrado mutaciones de c-KIT en los exones 9, 11, 13 y
17. El 20-71% de los pacientes presentan mutaciones en el exén 11 (dominio
yuxtamembrana); el 3-13% en el exon 9 (dominio extracelular); el 0-4% en el
exon 13 (dominio intracelular con actividad tirosinquinasa) y son muy raras en
el exdn 17 (que codifica el asa de activacion de la enzima). Las mutaciones de
los exones 9, 11 y 13 activan el receptor en ausencia de ligando (activacion
constitutiva), a través de mecanismos que facilitan la dimerizacion del receptor,
mientras que la mutacion del exon 17 activaria el dominio tirosinquinasa. Como
consecuencia queda activada la cascada de sefales intracelulares que regula
la proliferacién celular, la diferenciacion y la apoptosis, y confiere a las células
caracteristicas de malignidad.

El 35% de los GISTs en los que no se detectan mutaciones en c-KIT, las
presentan en el exdon 12 o 18 del gen PDGFRA (66).

Se considera que las mutaciones de c-KIT y PDGFRA son mecanismos

oncogeénicos alternativos y mutuamente excluyentes (67).

Las mutaciones pueden ser somaticas, como en los GISTs esporadicos, o

aparecer en la linea germinal, como ocurre en los GISTs familiares.

Los mecanismos por los cuales las mutaciones de c-KIT conducen a la
activacion constitutiva del receptor no estan claros todavia, aunque en algunos
casos las proteinas c-kit mutadas presentan cambios estructurales que
favorecen la oligomerizacion del receptor y la fosforilacion cruzada, en

ausencia de ligando.

Parece ser que los diferentes tipos de mutaciones confieren distintos grados de
activacion, que podrian traducirse en diferencias en cuanto a la agresividad del

tumor.
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Mutaciones en el exén 11 (dominio yuxtamembrana):

El exdn 11 codifica para el dominio yuxtamembrana de c-kit (dominio con
actividad reguladora), que se encarga de inhibir la dimerizacion del receptor en
ausencia de ligando (SCF). Las mutaciones en este exon originan una

activacion constitutiva del receptor y se consideran las mas frecuentes.

La frecuencia publicada de mutaciones en el exdén 11 de c-KIT (codones 550-
582) en GIST varia entre 20 y 92%, en estudios realizados a partir de DNA
obtenido de tejido criopreservado. En estudios sobre material fijado en formol e
incluido en parafina, la frecuencia ha sido menor (20-57%). Aunque la
discrepancia de frecuencias puede reflejar diferencias en cuanto a las
poblaciones de estudio, parece que los aspectos técnicos pueden ser los
responsables. Seria recomendable llegar a un consenso, de la misma manera
que con la IHQ, entre los procedimientos mas convenientes para el analisis

mutacional de c-KIT.
En el exén 11 de c-KIT podemos encontrar tres tipos de alteraciones:

» Deleciones/deleciones-inserciones (indel): ocasionan la pérdida de uno o
varios aminoacidos, con ocasional insercién de uno o dos aminoacidos a
nivel proteico. Suelen afectar la parte inicial del exon, regién 5’ (entre los
codones 550-560), principalmente los codones 557-559 (region “hot
spot”). A veces se extiende distalmente, afectando una gran parte del
exon 11 y ocasionando la pérdida de dos tercios del domino
yuxtamembrana. p.W557_K558del es la delecion simple més frecuente
(68-69).

* Puntos de cambio de sentido (“missense points”)/mutaciones puntuales
(substituciones): es el segundo tipo de mutacién mas frecuente, y afecta
a los codones 557, 559, 560 y 576 (68-69). Las mutaciones mas
frecuentes de este tipo se producen en el extremo 5 y son p.V559D,
p.V560D y p.W557R, seguidas de p.V559A, p.V559G y p.L576P
(extremo 3’) (6).

» Duplicaciones (duplicaciones internas en tandem): representan el tercer
tipo de mutaciones mas frecuentes y afectan el extremo 3'. Su tamafio

varia desde 1 a 18 codones.
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* Inserciones e inversiones: son muy raras.

Los residuos aminoacidos 556-560 estabilizan la cadena (6 del l6bulo C-
terminal, actuando como prevencion para la formacién de plegamiento (69,
crucial en la activacion de c-kit (Fig.8). Asi pues, deleciones o mutaciones
puntuales en esta region pueden afectar a la capacidad de la region

yuxtamembrana para estabilizar la estructura quinasa inactiva (70).

e ausossbitsitony demain of wild type KT
r = L

Fig. 8 Analisis estructural y modelo
proteico de mutaciones de c-KIT. (A)
modelo de C-KITwild-type KIT basado en
estructura cristalina, donde puede verse
como los aminoéacidos 556-560 (amarillo)
son parte del dominio autoinhibitorio.
Sefialado con flecha el residuo V559. (B)
modelo de mutaciones en el exén 11, en
V559D. Sefialado con flecha el residuo
mutado D559. El cambio conformacional
se debe sélo a la mutacion de este
aminoacido. StromalTumors:Therapeutic
Implications through ProteinModelingClin
Cancer Res 2005;11(10)May 15.

El codon 558 se afecta por deleciones, inserciones y mutaciones complejas
deleciones/inserciones (indel). Tumores con mutaciones que afectan el codén
558 se asocian con mas frecuencia a mujeres, localizacion intestinal y
morfologia fusocelular (71).

La mayoria de duplicaciones se encuentran en GIST gastricos (6, 72).

Las mutaciones puntuales o inserciones se han asociado a buen prondstico
(72), mientras que las deleciones afectando codones Trp557 o Lys558 se han
asociado a mal prondstico (73). La presencia de deleciones/inserciones en

GIST gastricos se ha asociado a mal prondstico (42). Segun el tipo morfolégico,
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las deleciones se observan en casos con fenotipo fusocelular, las
substituciones a fenotipo mixto y las inserciones que afectan los codones 557-
558 a fenotipo epitelioide (74). En general, las mutaciones en el exén 11 se han

asociado a GISTs fusocelulares (75).

Las mutaciones en el ex6n 11 son mas frecuentes en GISTs malignos (62%)
pero también se pueden ver en algunos tumores benignos (16%) (76).

La presencia de mutaciones en el exdn 11 se ha asociado con criterios de
malignidad como: edad avanzada, gran tamafio tumoral, elevado indice
mitético, presencia de necrosis tumoral y hemorragia intratumoral, y

supervivencias reducidas a los 5 afos (76-77).

La mayoria de mutaciones de c-KIT son heterocigotas. Sin embargo, en
algunos casos, so6lo se identifica el alelo mutante por secuenciacion directa de
los productos de amplificacion de PCR. Hay varias posibles explicaciones para
estos hallazgos:

- mutacién homocigota verdadera: presencia de la misma mutacion en

ambos alelos

- alelo WT (mutacién hemicigota): presencia de c-KIT-mutante (MT) y

ausencia de c-KIT-(wild-type)

- amplificacion selectiva del locus c-KIT mutante o polisomia del

cromosoma con el alelo mutante (78).

En diversos estudios se ha descrito que el riesgo de progresion es mayor en
GISTs gastricos y de intestino delgado con mutaciones homocigotas en el exén
11 de c-KIT (deleciones/deleciones-inserciones) que en tumores con
mutaciones heterocigotas del mismo gen. Por tanto, la deteccion de
mutaciones homocigotas en el exén 11 de c-KIT, tendria que considerarse

como marcador de mal prondstico en GISTs.

Mutaciones en el exén 9 (dominio extracelular):

También se describen mutaciones en el exén 9 con una frecuencia de 9-20%,
dependiendo de los estudios. Se encuentra un tipo de mutacién mayoritaria

correspondiente a la insercidbn de 6 nucledtidos que tiene como resultado la
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duplicacién de los aminoacidos Ala501 y Tyr502, y que se encuentra en

pacientes que carecen de mutaciones en el exdén 11 de c-KIT.

Este tipo de mutaciones, segun la literatura, se encuentran en GISTs de
localizacion intestinal, de mayor potencial maligno, y se asocian a morfologia
fusocelular (65, 68).

Mutaciones en el exén 13 (dominio quinasa) y exon 17 (lazo de activacion)

Las mutaciones en el dominio tirosinquinasa (TK) se han identificado en el exdn
13, que codifica parte del primer dominio tirosinquinasa (TK1), dominio de
union a adenosintrifosfato (ATP); y en el exdn 17 que codifica parte del
segundo dominio tirosinquinasa (TK2), bucle enzimatico. Estas regiones de
c-KIT se afectan principalmente de forma secundaria durante el tratamiento con
mesilato de imatinib, siendo responsables de la aparicion de resistencia al
farmaco (67, 79).

La frecuencia de mutaciones en el exén 13 es baja, entre 0,8-4,1%. Sélo se
han encontrado mutaciones puntuales, la mas frecuente es la substitucion
p.K642E (63).

Las mutaciones en el exon 17 son excepcionales (<1%). Entre ellas
mutaciones puntuales que corresponden a las substituciones p.N822K vy
p.N822H (63). Las mutaciones del exon 17 son frecuentes en los casos de

resistencia adquirida al tratamiento con mesilato de imatinib.

11. MUTACIONES EN EL GEN PDGFRA:

Aproximadamente el 5% de los GIST tiene mutaciones en PDGFRA (66, 80).
PDGFRA es miembro de la misma familia de receptores tirosinquinasa que
c-KIT, y presenta una estructura homologa. Heinrich y cols. demostraron por
primera vez que la expresion de PDGFRA est4 restringida a casos de GISTs
con c-Kit normal, en los que la expresion de c-kit era débil o indetectable; por el
contrario, el 70% de los casos en los que la expresion de PDGFRA era débil o
indetectable presentaban mutacién en c-KIT. Estos mismos autores evaluaron

las mutaciones gendmicas de PDGFRA en los exones 10, 12, 14 y 18, y
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encontraron mutaciones de PDGFRA en los exones 12 y 18 en el 35% de los

GIST c-kit negativos, y ninguna en los GIST con c-KIT mutado.

Estos resultados indican que las mutaciones activadoras de c-KIT o de
PDGFRA son mutuamente excluyentes, pero con consecuencias biolégicas
similares en la patogénesis de los GISTs. Las mutaciones afectan a los exones
12, 14 y 18. Las mutaciones de PDGFRA también tienen como resultado la
activacion quinasa ligando-independiente, similar a c-kit que activa la sefal de

transduccion en los GISTSs.

En una reciente publicacién Corless y cols. analizan mas de 1000 casos de

GISTs, y estiman que la frecuencia de mutaciones de PDGFRA es del 7,2%.

El exon 18 es el que se encuentra mutado con mas frecuencia (6%). La
mutacion principal es la substitucion p.D842V, que es insensible a mesilato de
imatinib. Mutaciones en el exdn 18 se asocian a localizacion gastrica y

morfologia epitelioide.

También se han encontrado mutaciones en el exdén 12 (1%), que se han
asociado en algunos casos con respuesta clinica a mesilato de imatinib, y con

menor frecuencia en el exon 14 (0,2%).

Mutaciones en el exén 18 y 14 representan mutaciones en el dominio
regulador, mientras que mutaciones en el exdn 12 corresponden a mutaciones

del dominio enzimatico.

Las mutaciones en PDGFRA ocurren principalmente en GISTs de origen
gastrico o de omento, y se han asociado a morfologia epitelioide o mixta, y bajo

riesgo de malignidad (74, 81).

Relacion de las mutaciones de c-KIT vy PDGFRA con el comportamiento

biologico de los GISTs:

Las mutaciones activadoras en c-KIT y PDGFRA se han convertido en
predictores de respuesta clinica al tratamiento con mesilato de imatinib. Sin
embargo, el valor de las mutaciones para predecir la recurrencia después de la

cirugia esta todavia por determinar.

-39-



Parece que las mutaciones de c-KIT son mas frecuentes en GISTs malignos y

en GISTs de morfologia fusocelular.

Singer y cols evaltan la relevancia prondéstica de las mutaciones de c-KIT y
observan que pacientes con mutaciones puntuales en el exdén 11 presentan un
porcentaje libre de recurrencia a los 5 afios superior a otros tipos de
mutaciones. Ademas, la presencia de deleciones o inserciones intersticiales en
el exon 11 podria constituir un factor indicador de recurrencia independiente. La
delecién de los codones Trp 557 y/o Lys 558 se ha encontrado con mayor
frecuencia en GISTs metastasicos. EI GEIS demostré que las deleciones que
afectan a los codones W557 y K558 de c-KIT constituyen un marcador
predictivo independiente de la recurrencia en GIST, y deberia ser un marcador
molecular a tener en cuenta en el tratamiento adyuvante de pacientes con

GISTs localizado.

12. GISTs wild-type:

Aproximadamente en el 10% de los GIST no se detectan mutaciones en c-KIT
o0 PDGFRA, y se denominan “wild-type” (WT). En estos casos sorprende que a
pesar de no detectar mutaciones en c-KIT, la actividad tirosinquinasa esta
activada, pero se desconoce el mecanismo de activacion (82). Los GIST-WT se
localizan con mas frecuencia en estbmago y omento (83). En la practica se
denominan asi aquellos GISTs que no muestran mutaciones, después de
secuenciar de forma completa y realizar un analisis cuidadoso, en los cuatro
exones de c-KIT ni en los tres de PDGFRA. Es importante tener identificados
estos casos porque tienen una menor respuesta al tratamiento con mesilato de
imatinib, y pueden ser tratados con farmacos de primera linea alternativos en el

futuro.

Los GIST-WT representan un grupo heterogéneo en el que se han descrito
varias mutaciones oncogénicas como BRAF y defectos en el complejo
succinato deshidrogenasa (SDH) (84-86).
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Mutaciones en BRAF (V600E):

BRAF codifica una proteinquinasa-serina/treonina, que participa en la via de
sefalizacion RAS-RAF-MEK-ERK y tiene un papel importante en la regulacion
del ciclo celular y modulacion oncogénica de respuestas celulares a sefales de
crecimiento por la via MAPK. Mutaciones en BRAF se detectan en diversas
neoplasias, tanto benignas como malignas (nevus melanocitico, melanoma,
carcinoma papilar de tiroides, adenoma/carcinoma colorectal entre otros). La
region “hot-spot” se encuentra en el nucledtido 1799, en el exdon 15 donde se
produce la substitucion de Valina por Glutamico en el codén 600 (p.V600E). Se
ha detectado la presencia de mutaciones en BRAF en GIST wild-type en el 4%
de los casos (102). Se asocia a GIST de inferiores a 5mm, con muy baja
actividad mitética y morfologia fusocelular. La mutacion de BRAF podria
representar una alteracidon precoz alternativa en casos de GIST wild-type,
aungue se necesitan series mas largas para su validacion (103).

13. FORMAS ESPECIALES DE GIST:

GIST familiar/asociado a sindromes:

Aungque son muy poco frecuentes, existen varias circunstancias en las que los
GISTs se asocian a sindromes familiares y/o presentan predisposicion
hereditaria. Se han descrito algunas familias con mutaciones germinales en
c-KIT o PDGFRA (87). Hay una predisposicion aumentada a presentar GIST en
varios sindromes clinicos, como neurofibromatosis tipo 1 (NF-1) y sindrome de
Carney. En general, los GISTs asociados a estos sindromes muestran genotipo

WT y poca respuesta a tratamiento con mesilato de imatinib.

La NF-1 es un sindrome autosémico dominante, que tiene un riesgo estimado
de presentar GISTs asociados 200 veces superior a la poblacién general. Los
GISTs que aparecen en este contexto tienen la particularidad de aparecer en
grupos de edad mas joven que los GISTs esporadicos, con tendencia a
localizarse en intestino delgado, presentar multiples tumores e hiperplasia de
CIC asociada (88). En general su curso clinico es indolente.

-41 -



El llamado sindrome de Carney (triada) incluye, junto con GIST, generalmente
de pequefio tamafio, paragangliomas y condromas pulmonares multiples, con
posibilidad de recidivas locales hasta en un 40% (89-90). En este contexto los
GISTs tienen tendencia a presentarse a nivel gastrico, ser multiples, de
morfologia epitelioide o mixta. Tienen tendencia a presentar metastasis,
generalmente ganglionares, aunque estos pacientes a menudo presentan un
curso indolente (91). Otra situacién se produce en el sindrome de Carney-
Stratakis (diada), autosémico dominante, que combina paraganglioma y GIST,
asociado a la pérdida de la subunidad B de la proteina mitocondrial succinato
deshidrogenasa.

También se han registrado familias portadoras de GISTs multiples en forma de
sindrome familiar hereditario, autosomico dominante con alta penetrancia, no
relacionado con el sindrome de Carney o la NF-1, que mostraban
hiperpigmentacion de la piel y tumores de células cebadas (mastocitosis). El
hallazgo interesante en todos ellos es la presencia de hiperplasia de CIC a lo
largo del TGI, a partir de la que se desarrollan los GISTs multiples, sobretodo

en la segunda década de la vida.

Se han encontrado las siguientes mutaciones en GISTs familiares: delecion de
uno de los dos residuos de Valina consecutivos 559 6 560 del exén 11,
p.V559A (exon 11), p.W557R (ex6n 11), p.K642E (ex6n 13) y p.D820Y (exdn
17).

GIST pediatrico:

Los GISTs pediatricos son extremadamente raros, representan solo el 1-2% de
todos los GISTs. En general, se han observado con mas frecuencia asociados
a sexo femenino, localizacion géstrica y morfologia epitelioide o mixta. Cuando
se diagnostican presentan estadio avanzado y pueden presentar metastasis a
distancia, frecuentemente ganglionares, aunque estos pacientes a menudo
presentan una supervivencia prolongada (92). En general, muestran genotipo

WT y poca respuesta a tratamiento con mesilato de imatinib.
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GIST asociados a otras neoplasias:

Se han descrito varias neoplasias asociadas a GISTs, que aparecen de manera
sincronica o metacronica. Segun la literatura la frecuencia de asociacion a otras
neoplasias malignas es del 13,4%, aunque varia segun los diferentes estudios.
La mitad de neoplasias malignas asociadas fueron diagnosticadas al mismo
tiempo que los GISTs o durante el seguimiento de los GISTs, representando

estos ultimos casos el 31%.

Los GISTs gastricos coinciden con gran frecuencia con otras neoplasias
gastricas malignas, y se descubren de forma intraoperatoria o incidentalmente
durante el estudio histopatoldgico de la pieza de reseccion. Esta asociacion
predomina en casos de GISTs de muy bajo o bajo riesgo de malignidad,
aunqgue algunos casos se dan en GISTs de grado intermedio o alto riesgo de
malignidad (93).

14. ALTERACIONES CITOGENETICAS:

Los GISTs presentan distintas alteraciones citogenéticas que aparecerian
después de la mutacion de c-KIT, que no afectan a todas las células, y podrian
estar en relacion con la progresion tumoral. EI cromosoma 14 es el que se
afecta con mayor frecuencia, y la alteracidon mas frecuente es la monosomia 14
o pérdidas parciales de 14q. Es interesante sefalar que estas anomalias en el
cromosoma 14 se observan en GISTs con mutaciones tanto de c-KIT como de
PDGFRA (66, 94). Basandose en estudios de pérdida de heterocigosidad y en
estudios de hibridacion genomica comparativa, hay dos regiones de este
cromosoma, 14q11.1-gq12 y 14923-g24, que podrian contener genes de
supresion tumoral con implicacion en la patogénesis inicial de los GISTs (95-
96). La pérdida del brazo largo del cromosoma 22 se observa en el 50% de los
GISTs y se asocia con progresion de grado intermedio de malignidad a alto
riesgo (66, 97). Son menos frecuentes deleciones en 1p, 9p, 11p (94, 98), que
se relacionan con mayor malignidad y peor prondstico, y ganancias en los
cromosomas 8qy 17q, que se asocian con mayor riesgo de metastasis (97).

De modo simplificado podriamos decir que los cambios genéticos que se

observan en el desarrollo y progresion de los GISTs serian los siguientes:



mutaciones de c-KIT o PDGFRA — pérdida de 149 — pérdida de 229 —
pérdida de 1p — ganancia de 8q — pérdida de 11lp — pérdida de 9p —
ganancia de 17q (94). Se trata de una generalizacion, no todos los GISTs
adquieren deleciones sucesivas en este orden.
Las alteraciones oncogenéticas de los GISTs pueden llegar a ser complejas en
algunos casos. A partir de estudios de hibridacion genémica comparada (CGH)
sobre 203 GISTs (99), se ha ideado un modelo oncogenético en arbol que
identifica tres vias citogenéticas principales:
o pérdida 149: se observa en GISTs gastricos, con cariotipos
estables y evolucion clinica favorable.
o pérdida 1p: se observa en GISTs intestinales, con complejidad
citogenética y evolucién clinica mas agresiva.
o pérdida 22g: asociado con aumento de actividad mitética y

recurrencias (100)

15. EXPRESION GENETICA Y VIAS DE SENALIZACION:

La activacion de c-kit y PDGFRA dependiente de ligando desencadena varias
cascadas de sefalizacion celular que regulan las funciones celulares cruciales
en la tumorogénesis, como proliferacion, adhesion, apoptosis y diferenciacion.
Entre las moléculas que intervienen en la via de sefalizacién destacan la
proteina quinasa mitdégeno-activada (MAPK), 3-quinasa fosfatidilinositol (PI13K),
AKT, mTOR, p70/85S6K, STAT1 y STAT3 (63, 101). Ejemplos de efectores
criticos de la cascada de sefalizacion son AKT, MAPK (RAF, MEK, ERK),
p42/p44, involucrada en la supervivencia celular (antiapoptotico), y sefalizacion
relacionada con la proliferacion celular respectivamente (Fig.9). Miembros de la
familia de sefal de transduccion y activadores de la transcripcion (STAT) tienen
un papel critico en las vias de sefalizacion. Los intermediarios de sefalizacion
pueden tener varios papeles biologicos, dependiendo de los mecanismos,
sincronizacion y contexto celular de su activacion. Por ejemplo, la activacion de
STAT1 tiene funciones oncogénicas en algunos canceres mientras que en
otros actla como proapoptotico. El aumento de los conocimientos sobre las
vias fundamentales de sefalizacion celular activadas por c-kit, e implicadas en

la patogenia de los GISTs, proporcionaria nuevas estrategias de tratamiento.
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Fig.9 Vias de sefalizacion intracelular oncogénicas activadas por c-kit y
PDGFRA: la cascada de sefalizacion se origina a partir de la activacion
constitutiva de c-kit y PDGFRA mutados, que provocan la inhibicion de la
apoptosis y proliferacion celular. PIS3K y STAT3 son algunos de los mecanismos
principales de la activacion oncogénica.

16. MicroRNAs:

Definicion:

Los microRNA (miRNA) son pequefios RNA monocatenarios no codificantes
(RNAs), de 19-22 nucledtidos, que tienen la capacidad de regular la expresion
génica mediante inhibicion translacional o por degradacion de RNA mensajero
(mRNA), dependiendo de la secuencia complementaria entre el miRNA y su
gen diana especifico. La expresion de miRNA se encuentra muy relacionada
con el tipo de tejido y estado de desarrollo. Se han encontrado diferentes
niveles de expresion de miRNA en diferentes tipos de cancer, hecho que
sugiere una posible funcidén supresora tumoral u oncogénica. Aunque se han
descrito 910 miRNA en humanos, sélo unos pocos han sido estudiados a nivel

experimental (104).

Una gran proporcion de genes codificadores de proteinas estan regulados por
mMiRNA. La desregulacion de miRNA puede causar desequilibrios importantes

en estas proteinas, y causar diversas enfermedades.
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Los miRNA son moléculas de RNA transcritas a partir de genes de DNA, pero
no son traducidos a proteinas. La secuencia de DNA de codificacion es mucho
mas larga que el miRNA maduro. Los transcritos primarios (pri-miRNA)
contienen una 0 mas estructuras de tipo bucle de alrededor de 70 bases y
estan constituidos por una doble cadena de RNA, que consiste en una
secuencia de nucledtidos que puede plegarse sobre si misma para formar una
doble hélice con una region de apareamiento de bases imperfecto,
conformando un bucle abierto en un extremo. La enzima ribonucleasa Drosha,
presente en el nucleo de la célula, corta la zona del bucle para formar el
precursor miRNA (pre-miRNA). Este pre-miRNA es exportado desde el nacleo
al citoplasma por la exportina 5. Una vez en el citoplasma se escinde por
accion de la enzima ribonucleasa Dicer y genera un duplex de RNA mas corto.
Este miRNA maés corto con doble cadena, denominada miRNA:miRNA*
(cadena activa 0 madura: *cadena inactiva 0 complementaria,
respectivamente). La cadena madura se incorpora por complementariedad a su
MRNA, mientras que la cadena inactiva complementaria es rapidamente
degradada (Fig.10).

Los miRNA maduros son parcialmente complementarios de una parte de uno o
mas mRNA. En los animales los miRNA muestran una complementariedad
imperfecta con la region 3' UTR (“untranslated region”). Para ser mas efectivo
el mMIRNA maduro forma un complejo denominado Complejo Silenciante
Inducido por RNA (RISC). Este complejo RISC puede inhibir la traduccion o
directamente degradar el mRNA. El efecto de este proceso es la disminucion

del nivel de proteina de uno o diferentes genes.
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Fig.10 Mecanismo de formacion y accion de los microRNA.

Los miRNA se perciben como un punto clave de control postranscripcional
dentro de las redes de regulacion genética. Se ha postulado que tienen un
papel importante en diversos procesos celulares, como el desarrollo,
diferenciacion, proliferacion y apoptosis. La desregulaciéon de expresion de
miRNA podria tener un papel importante en la carcinogénesis, aunque todavia
se desconoce si la alteracion en el perfil de expresion es la causa o la

consecuencia de los procesos patoldgicos.

Debido al diferente perfil de expresion de los miRNAs segun el tipo de tumor,
se plantea su posible utilidad diagnéstica futura y su uso como diana
terapéutica. Es importante tener en cuenta que su tamafio menor que el de
MRNAS, le confieren mayor estabilidad y se plantean perspectivas futuras de

estudio sobre material parafinado (105).

MicroRNA-221 y 222:

En los GISTs, destaca la implicacion de varios miRNA, detectados a partir de
estudios previos mediante analisis de microarrays, en posibles mecanismos
neoplasicos: miRNA-221 y miRNA-222 (104, 106-107), miRNA-494 (108) y
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mMiRNA196a (109). Estos miRNA se unen al mRNA del gen c-KIT y su

infraregulacion implica un aumento de expresion proteica de c-Kkit.

Se ha encontrado mayor expresion de miRNA-221 y 222 en varias neoplasias
como glioblastoma, carcinoma papilar de tiroides, hepatocarcinoma,
adenocarcinoma de pancreas y de prostata. Sin embargo, en los GISTs se ha
encontrado menor expresion de miRNA-221 y 222, comparado con el tejido no
tumoral (110).

Koelz y colaboradores estudian miRNA-221 y miRNA-222 y observan los

siguientes resultados (110):

- perfil de expresion disminuido de miRNA-221 y miRNA-222 en la

mayoria de GIST, en comparacion con otros tumores y tejido no tumoral.

- perfil de expresion marcadamente disminuido de miRNA-221 y miRNA-
222 en GIST con marcada intensidad de tincién inmuhistoquimica para
c-kit.

- perfil de expresion muy aumentado de miRNA-221 y miRNA-222 en

GISTs con tincion inmuhistoquimica para c-kit focal o ausente.

- el perfil de expresion de miRNA-221 y miRNA-222 no se asocia con el
riesgo tumoral, el estado mutacional o el indice de proliferacion de los
GISTs.

En su estudio Haller y colaboradores determinan la expresion de miRNA en
GISTs, a partir andlisis de microarrays, con respecto a su localizacién en el
TGl y su estado mutacional (111). En este estudio observan:

- mayor expresion de miRNA-221 y miRNA-222 en GISTs intestinales que

en gastricos.

- menor expresion de miRNA-221 y miRNA-222 en GISTs con mutaciones
en c-KIT que en GIST-WT.

- mayor expresion de miRNA-221 y miRNA-222 en GISTs con elevado

indice mitético.

El grupo de Sahin y cols demuestran que existe mas expresion de estos

mMiRNAs en casos de GIST WT. Esto podria ser debido a que la activacion del
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proceso neoplasico puede depender de alguna otra molécula de las vias de
sefalizacion celular (por ej. BRAF).

Otros estudios recientes han demostrado diferencias significativas en la
expresion de miRNAs en GISTs, en funcibn de su localizacion

(gastrical/intestinal), asi como de sus mutaciones en c-KIT o PDGFRA (112).

MicroRNA-494:

Como ya se ha comentado, las mutaciones en c-KIT y PDGFRA no pueden
explicar por si solas la diversidad biolégica de los GISTs. Existen otras
alteraciones genéticas adicionales que son importantes en la progresion de los
GISTs, como deleciones cromosOmicas en 14q, 22q y 1p. La pérdida del
cromosoma 14q puede estar directamente relacionada con la progresion de

GIST, pues en él se localizan multiples miRNA, entre ellos miRNA-494.

Asi pues, la alteracién en la regulacion de miRNA que se ha observado en
GISTs, podria asociarse con la localizacion, estado mutacional, riesgo tumoral
y alteraciones cromosomicas. Los perfiles de expresion de miRNA podrian ser
un método complementario del diagnéstico convencional, o de confirmacién en
casos de duda diagnéstica (107). Dado que la activacion proteica de c-kit y
PDGFRA es el primer paso en la tumorogénesis de GIST, seria interesante
conocer los efectos de la expresion de miRNAs sobre la regulacion de c-kit o
PDGFRA (108).

La sobreexpresion de c-kit es un hallazgo caracteristico en los GIST, vy la
presencia de mutaciones en c-KIT provoca una intensa expresion de c-kit
(113). Aunque las mutaciones de c-KIT estan presentes en el 70% de GISTs, la
sobreexpresion de c-kit esta presente en el 90% de GISTs, hecho que sugiere
la participacién de otros mecanismos complementarios (29). La desregulacion
de miRNA podria ser un posible mecanismo. Kim y colaboradores realizan un
estudio en el que comparan la expresion de c-kit y perfiles de expresion de
MiRNAs en GISTs. Identifican 5 posibles miRNA candidatos, en los que los
perfiles de expresion son inversos a la expresién de c-kit. Proponen que
MiRNA-494 regula la expresion de c-kit en base a que:
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- su expresion se correlaciona de forma inversa a la expresion de c-kit en
tejido de GISTs.

- miRNA-494 exdgeno induce la infraregulacion de c-kit.
- la inhibicion de miRNA-494 enddgeno aumenta la expresion de c-kit
(108).

Este estudio también demuestra como la infraregulacion de c-KIT mutado
inducido por miRNA-494 afecta la expresion de p-AKT y p-STAT3. Con estos
hallazgos concluyen que miRNA-494 es un potente regulador de c-kit en los
GISTs, y su utilizacion como terapia dirigida podria revertir la progresion

tumoral.

Aplicacion de miRNA en diagnoéstico y tratamiento de GIST:

Los miRNA son constantemente exportados de la célula y circulan por los
fluidos corporales encapsulados en exosomas, que mejoran su estabilidad. Se
han detectado en suero, plasma, saliva y orina, y este hallazgo plantea su

utilidad como marcadores tumorales.

El uso terapéutico de miRNA como oncoproteinas diana esta todavia sometida
a estudio, pues la terapia basada en RNA muestra limitaciones. Los farmacos
de RNA son inestables en sangre, pequefios RNAs tienen un gran tamafio
molecular que dificulta la interaccion con el tumor diana. Por otra parte, estos
agentes terapéuticos pueden provocar respuestas inmunes inesperadas en
sangre. Muchos de estos problemas podrian minimizarse con nuevos sistemas
que permitan su interaccion como modificaciones quimicas/estructurales de

RNA, aptameros, nanoparticulas y liposomas.

17. TRATAMIENTO:

Aspectos generales. Mesilato de imatinib:

Los GIST son tumores potencialmente agresivos que no responden a las
terapias convencionales como radioterapia 0 quimioterapia, se nhecesita

inmunoterapia basada en un anticuerpo especifico capaz de neutralizar la
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activacion constitutiva de la mutaciéon c-KIT, y una terapia genética para
prevenir la transcripcion del gen c-KIT de forma selectiva en las células
tumorales (114).

Las mutaciones activadoras en el gen c-KIT son potencialmente dianas
terapéuticas para los GIST. La posibilidad de un tratamiento diana especifico
basado en la patogenia molecular de los GISTs es de gran importancia para
diferenciarlos de otros tumores mesenquimales con vias moleculares diferentes
y para poder evaluar la respuesta de estos tumores a las terapias
convencionales.

En 1996, Druker describié la inhibicién selectiva de la actividad tirosinquinasa
ABL y su eficacia en pacientes con leucemia mieloide cronica por STI-571
(mesilato de imatinib, Glivec®, Gleevec®), un derivado de la 2-fenilpirimidina
(Fig.11) (115-117). En 1998 se comprobdé que los GISTs presentaban
mutaciones en el protooncogén c-KIT de tipo activador, con ganancia de
funcidén de la actividad tirosinquinasa de c-kit, que sugeria que esa activacion
desempeiiaba un papel critico en la patogenia de GIST (5). Al observarse que
el STI-571 inhibia también las tirosinquinasas c-kit y PDGFRA, se realizaron
experimentos in vitro que demostraron la inhibicién de c-kit, con interrupcién del
crecimiento y la entrada en apoptosis de células de los GIST con mutaciones
en c-KIT (Fig.12). La aplicacién clinica de este concepto de terapia dirigida
contra una alteracion genética concreta confirmo la validez del planteamiento y

abrié nuevas perspectivas para los pacientes con GIST avanzado.

Fig. 11 Estructura mesilato de imatinib (Glivec®)
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Fig.12 Mecanismo de accion de mesilato de imatinib: en condiciones normales la
molécula de ATP se une a los sitios activos de c-kit 0o PDGFRA, donde cede un
fosfato, y se produce la autoactivacion, fosforilacion de substratos e inicio de la
via se sefalizaciéon intracelular. Mesilato de imatinib (marcador en rojo) es un
inhibidor competitivo, que se une a los mismos sitios que ATP, evitando la
fosforilacion y la activacion de la via de sefalizacion celular, y por tanto
inhibiendo la sefalizacion de c-kit y PDGFRA.

Mesilato de imatinib ha mostrado ser un agente eficaz en el tratamiento de
tumores irresecables o metastaticos con un indice de respuesta sobre
el 50% y de control de la enfermedad entre el 75-84%. Se asocia a
supervivencia libre de progresiébn a los 2 afios de entre el 44-52% vy
supervivencia global a los 2 afios de entre 69-76%. Estos valores muestran un
aumento claramente significativo de la supervivencia con respecto a los
tratamientos previos con quimioterapia convencional.

En el aflo 2003 se observd que la respuesta al farmaco podia estar
determinada por el tipo de mutacion del tumor. Mutaciones en el exéon 11
(yuxtamembrana) se asocian a un buen indice de respuesta a mesilato de
imatinib, del 80%, con un aumento del tiempo libre de progresion y de la
supervivencia global. Mutaciones en el exdn 9 (extracelular) se asocian a un

menor indice de respuesta a mesilato de imatinib, entorno al 40%.
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La ausencia de mutacion de c-KIT, casos wild-type, y la presencia de mutacion
p.D842V en el exdn 18 de PDGFR se asocian a una peor evolucion, con indice
de respuesta a mesilato de imatinib inferior al 10%.

La duracion media de respuesta a mesilato de imatinib es de 27 meses, con
una supervivencia global de 58 meses.

En resumen, el 20% de los pacientes presentan resistencia primaria a mesilato
de imatinib. La resistencia primaria es mas comun en GIST con mutacion en
exon 9 de c-KIT, exdn 18 de PDGFRA o wild-type (Tabla.8).

En el resto de pacientes, pueden aparecer resistencias secundarias,
especialmente a partir del segundo afo. La resistencia secundaria se asocia
con frecuencia al desarrollo de mutaciones adquiridas, que con frecuencia
aparecen en GISTs con mutacion pre-imatinib en el exén 11.

En general, surge una nueva mutacion en c-KIT o PDGFRA, que se afiade a la
previa, y suele afectar el sitio de union de adenosin trifosfato (ATP) o a otros
puntos del dominio tirosinquinasa. En otras ocasiones hay amplificacion
gendmica de c-KIT y una expresion aumentada de la proteina, sin que
aparezcan nuevas mutaciones. Puede haber una modulacién de la diana, con
la activacién de un receptor tirosinquinasa alternativo, que suele acompafarse
de la pérdida de expresion de la oncoproteina c-kit. Finalmente, se ha descrito
una resistencia funcional, con activacion de c-kit o PDGFRA, en ausencia de
nuevas mutaciones (118). Este es uno de los motivos que justifcan la
necesidad de incorporar otros farmacos alternativos para el tratamiento de los
GISTs.

Sunitinib es un inhibidor multiselectivo de los receptores tirosinquinasa: c-kit,
PDGFRA, VEGFR. En un ensayo fase Ill demostro un beneficio con respecto a
placebo, en la supervivencia libre de progresion (6.3 meses vs. 1.5 meses). Lo
mas destacable es el beneficio en la supervivencia libre de progresion en los
pacientes tratados con sunitinib que presentaban mutacién en el exéon 9 (19,4
meses) 0 los pacientes wild type (20,9 meses), con respecto a los pacientes
con mutacion en el exén 11 (5.1 meses).

El estudio molecular nos ayudara a clasificar los GISTs segun la mutacion que
presente en los diferentes exones conocidos. Esta clasificacion nos tendria que
ayudar a administrar el tratamiento correcto a los pacientes, dirigiendo la

primera linea de tratamiento a aquel farmaco que tenga mayores garantias de
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ser efectivo. Este punto aportard 2 beneficios importantes: 1.-no tener que
esperar a la progresion de la enfermedad tras mesilato de imatinib en pacientes
con mutaciones resistentes al farmaco; 2.-proporcionar un ahorro econémico al

reducir el gasto asistencial de una progresion precoz de la enfermedad.

Tabla.8. Clasificacion molecular de GIST y respuesta a Imatinib

Tipo de GIST Comentarios

GIST esporadicos
Mutaciones en c-KIT

Exoén 11 Muy buena respuesta a Imatinib

Exo6n 9 Respuesta intermedia a Imatinib

Exén 13 Sensible a Imatinib in Vitro; ocasionales
respuestas clinicas

Exoén 17 Sensible a Imatinib in Vitro; ocasionales

respuestas clinicas
Mutaciones en PDGFRA

Exoénl2 Sensible a Imatinib in Vitro; ocasionales
respuestas clinicas
Exon 18 D842V tiene muy poca respuesta a
Imatinib; otras mutaciones son sensibles
Wild-type Poca respuesta a Imatinib
Cirugia:

El tratamiento de los GISTs primarios localizados es la cirugia, siempre que
sea técnicamente posible, en casos sin evidencia de enfermedad metastasica y
con una morbimortalidad aceptable. El resto de pacientes, especialmente
aguellos que presenten GIST de gran tamafio en localizaciones especificas,
como recto y esofago, donde una reseccion podria implicar una importante
alteracion funcional, deberian ser considerados como candidatos potenciales a
tratamiento adyuvante.

Los GISTs que se pueden resecar deben tratarse con intencion radical. Esta
cirugia supone la exéresis tumoral completa (RO) tanto del tumor primario como
de una recidiva, y se considera que el factor pronostico mas importante es el
grado de radicalidad obtenido (119). Los pacientes expuestos a una cirugia de
tipo RO tienen una supervivencia global mayor a la de aquellos a quienes se
practica una cirugia menos agresiva. La enucleacion simple o reseccion
endoscopica estan contraindicadas, si bien hay algunas publicaciones que

muestran supervivencias similares entre enucleacién y reseccion amplia en
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GIST de pequefio tamafio (<2 cm) y de bajo riesgo por ecoendoscopia. La
rotura del tumor, espontanea o durante la cirugia, conlleva un mayor riesgo de
implantes peritoneales, y empeoran la supervivencia. La contaminacion del
campo quirurgico es un factor de riesgo de recaida peritoneal y de aparicion de
metastasis.

Las linfadenectomias regionales no han demostrado que mejore la
supervivencia.

Los GISTs irresecables y los que presentan enfermedad metastasica en el
momento de su diagnéstico deben ser tratados con mesilato de imatinib.
Actualmente, no hay unas directrices establecidas sobre el estudio mutacional
de rutina de c-KIT y PDGFRA. Independientemente de su estado mutacional, la
mayoria de GISTs se tratan con mesilato de imatinib como primera linea de
terapia, aunque esto puede cambiar en el futuro. La National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) y European Organization for Research and Treatment
of Cancer (EORTC) sugieren realizar estudio mutacional en casos de GISTs
irresecables o metastaticos en el momento del diagnostico, en pacientes
jovenes, morfologia epitelioide y resistencia primaria a mesilato de imatinib
(120). Datos recientes obtenidos de ensayos clinicos prospectivos muestran
gue pacientes con mutacion en el exén 9 de c-KIT responden peor, a dosis de
400 mg/dia de Imatinib, que los que tienen mutacion en el exon 11. Esta
diferencia de respuesta al tratamiento mejora cuando los pacientes con
mutacion en el exén 9 reciben dosis de 800 mg/dia de mesilato de imatinib.
Esta dosis mayor no mejora la respuesta estandar en casos sensibles a
mesilato de imatinib con mutacion en el exén 11 (121). Este tipo de resultados
argumenta la importancia de realizar estudio mutacional de cara a una buena

seleccion terapéutica.

Tratamiento adyuvante:

Tanto las conclusiones del panel de expertos reunidos en Lugano (Suiza) en
2004 (122) como las guias elaboradas por la NCCN consideran que la
administracion de mesilato de imatinib con intencion adyuvante de la cirugia no
es un tratamiento con eficacia demostrada. El objetivo primario de estos

estudios debe ser demostrar una mejora en la supervivencia global, no en la
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supervivencia libre de progresion (SLP). Datos obtenidos a partir de diferentes
ensayos clinicos establecen como consenso administrar mesilato de imatinib
adyuvante durante 3 afios a pacientes con GIST de alto riesgo. No se
recomienda en pacientes con GIST de bajo riesgo. No hay datos suficientes
gue justifiquen el tratamiento adyuvante en pacientes con GIST de riesgo
intermedio. Hay controversia en el caso de pacientes con GIST de localizacion
no gastrica que presentan entre 5-10 mitosis. Se consideran situaciones
especiales (Tabla.9):

- Rotura de la cdpsula tumoral: estos pacientes se deben considerar igual
gue el grupo con enfermedad diseminada, pues en todas las series
publicadas, practicamente el 100% de los casos presentan progresion
peritoneal. Se acepta administrar mesilato de imatinib durante mas de 3
afios, como en pacientes con enfermedad avanzada.

- Genotipos especiales: no se recomienda tratamiento adyuvante en
pacientes con mutacion p.D842V en el exon 18 del gen PDGFRA, por su
resistencia demostrada. En portadores de mutacion en el exon 9 del gen
c-KIT, no hay acuerdo en la administracion de dosis superiores a 400
mg/dia. Pacientes con GIST wild-type deben ser tratados segun criterios
de riesgo.

- Pacientes con margenes de reseccion afectos (R1): no se ha
demostrado que pacientes con GIST de bajo riesgo con afectaciéon
microscoépica de los margenes se beneficien del tratamiento adyuvante.
En estos casos se debe considerar la posibilidad de reintervencion, si la

morbilidad lo permite (119).

Tabla. 9 . Recomendaciones de tratamiento adyuvante segun criterios de riesgo

Grupo de riesgo Recomendacién

_ Tratamiento adyuvante con mesilato de imatinib 400
Alto riesgo .
mg/d x 3 afos

_ _ _ Sin evidencias suficientes. Considerar en GIST no
Riesgo intermedio o ) . o
gastricos, de cualquier tamafio, con mitosis entre 6-10

Bajo riesgo No tratamiento adyuvante

Rotura capsula quirdrgica | Tratamiento como en casos de enfermedad avanzada
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Tratamiento neoadyuvante:

Un tratamiento administrado antes de la reseccién del tumor primario pretende
proporcionar un beneficio a los pacientes con un tumor no extirpable
inicialmente, debido a su gran tamaro, localizacion especifica que ocasione
importante pérdida funcional o un alto riesgo de recidiva.
La dosis convencional de 400 mg/dia se estableci6 en base a dos ensayos
clinicos randomizados Fase Ill en pacientes con GIST metastaticos c-Kit
positivos (EORTC-ISG-AGITG y NASG-S0033), que comparaba 400 vs. 800
mg/dia, sin encontrar diferencias en la supervivencia global (SG), y con perfiles
de toxicidad aceptables para dosis de 400 mg/dia.
En meta-analisis que incluyen datos de ambos estudios de Fase Il muestran
que los genotipos en GIST representan un factor prondstico independiente del
SLR y SG. De hecho, pacientes con mutacion en el exdén 11 de c-KIT tienen
mejor SLR y SG que los GIST con mutacion en el exén 9 o wild-type. Este
meta-analisis también confirmé que GIST con mutacion en el exdén 9 era un
factor predictivo dosis-dependiente, que consigue mayor SLR si se trata con
dosis de Imatinib de 400 mg/ 2 veces dia.
Teniendo todo esto en cuenta se establecieron las siguientes
recomendaciones:
- Iniciar el tratamiento con 400 mg/dia
- En pacientes con mutacion del exén 9 se recomienda empezar a dosis
de 800 mg/dia
- La duracion del tratamiento debe ser indefinida segun demuestran
estudios de Frech Sarcoma Group. En pacientes con enfermedad
avanzada con cirugia de las lesiones metastasicas, deberia mantenerse
el tratamiento para evitar la rapida progresion.
- Monitorizacién de la respuesta al tratamiento para evitar el riesgo de
resistencia secundaria
- Como tratamiento de primera linea en casos de progresion 400 mg/dia,
con posibilidad de aumentar la dosis a 800 mg/dia, monitorizando los

posibles efectos adversos.

La toxicidad de Imatinib a dosis de 400 mg/dia es baja o moderada. Los efectos

adversos mas frecuentes son edema (70%), especialmente periorbitario,
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nauseas (50%), diarrea (45%), mialgia (40%), fatiga (35%), dermatitis o eritema
(30%), dolor de cabeza (25%) y dolor abdominal (25%). Sélo el 20% presenta
efectos adversos graves.

Pacientes con GIST avanzado que progresan a pesar del tratamiento con
Imatinib a 800 mg/dia, pueden tratarse con Sunitinibo 50 mg/dia durante 4
semanas, cada 6 semanas o 37,5 mg/dia sin interrupcion. Pacientes con
mutacion del exdn 9 y wild-type también podrian beneficiarse del tratamiento
con Sunitinib (119).

En estos casos se requiere una biopsia tru-cut con intencién de confirmar el
diagnéstico y estudio mutacional previo al tratamiento. Es de utilidad realizar
estudio con tomografia por emision de positrones (PET) después de un mes de
haber iniciado el tratamiento para valorar la respuesta inicial. Se recomienda
mantener el tratamiento hasta conseguir la méxima respuesta, entre 6-12
meses, antes de realizar la cirugia radical, para evitar el riesgo de progresion

debido al desarrollo de mutaciones secundarias.

Monitorizacion:

Se recomienda realizar estudios clinicos y analiticas de seguimiento cada 1-3
meses durante el periodo de terapia adyuvante. Se recomienda seguimiento
radiolégico con TC o RM cada 3-6 meses durante la fase de tratamiento. Una
vez finalizado, seguimiento cada 3 meses durante los 2 primeros afos (cuando
el riesgo de recaida se considera mayor) y posteriormente cada 6 meses hasta

el 5° afo, a partir del cual puede ser anual.

Otras terapias inhibidoras tirosinguinasa:

Como alternativa a respuestas limitadas o resistencias secundarias a Imatinib
existen otras alternativas de tratamiento: Sunitinib (agente antiangiogénico que
actia sobre multiples tirosinquinasas, incluyendo receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGFR) y PDGFRA), Sorafenib, Nilotinib y

Dasatinib.
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Nuevas moléculas en investigacion:

Los GIST se han convertido en el perfecto paradigma molecular y son un
modelo para las terapias dirigidas contra quinasas en oncologia meédica.
Durante los ultimos afios se han identificado otras moléculas, a parte de c-kit y
PDGFRA, sobre las que puedan actuar potenciales nuevos farmacos diana.
Para obviar los mecanismos de resistencia se estan investigando farmacos que
actuen sobre las vias de transduccion de sefiales dependientes de la activacion
de c-kit, como las quinasas Src (inhibidor SU6656), la familia de las quinasas
lipidicas PI3K, las quinasas Janus (JAK), las proteinas STAT, la via Ras/MAPK
o la proteincinasa C (123). También se estan estudiando combinaciones de

mesilato de imatinib con inhibidores de la quinasa mMTOR (everolimus) (124).
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS






HIPOTESIS DE TRABAJO:

A partir de los datos expuestos en la introduccién se plantean las siguientes

hipotesis de trabajo:

- Existe relacién entre un cierto nimero de parametros clinico-patolégicos
clasicos e inmunohistoquimicos y el comportamiento biolégico de los
GISTs.

- En los GISTs, el estado mutacional de c-KIT o PDGFRA se relaciona
con parametros clinico-patolégicos y tiene influencia en el prondstico y

en la respuesta al tratamiento adyuvante con Imatinib.

- Enlos GISTs, la expresion de determinados miRNAs se relacionan con
parametros morfologicos y el estatus mutacional de c-KIT o PDGFRA.
La determinacion de los niveles de expresion de estos miRNAs puede

ser Util como parametro predictivo.
- El nomograma propuesto recientemente por el Sloan-Kettering Cancer

Center es reproducible al aplicarlo en la serie de GISTs recogidos en la

Corporaci6 Parc Tauli.
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OBJETIVOS:

Los objetivos planteados en este estudio son los siguientes:

1-

Determinar la asociacion entre los parametros clinico-patolégicos
recogidos, estudio inmunohistoquimico e indice de proliferacion celular

en funcion de la expresion de Ki-67.

Determinar las diferentes mutaciones de los genes c-KIT y PDGFRA en
la serie de GISTs y correlacionar con los grupos de riesgo prondstico
definidos (criterios consenso AFIP-Miettinen 2006), parametros clinico-

patolégicos e inmunohistoquimicos.

Determinar los niveles de expresion de miRNA-221, miRNA-222 y
MiRNA-494 y correlacionar con los grupos de riesgo definidos,

parametros clinico-patolégicos e inmunohistoquimicos.

Correlacionar las diferentes mutaciones de los genes c-KIT y PDGFRA
y los niveles de expresion de miRNA-221, miRNA-222 y miRNA-494 con

el grupo de GISTs metastasico y no metastasico.

Correlacionar las diferentes mutaciones de los genes c-KIT y PDGFR-A
y los niveles de expresion de miRNA-221, miRNA-222 y miRNA-494 con

la progresion tumoral en el grupo de GISTs con tratamiento adyuvante.

Correlacionar las diferentes mutaciones de los genes c-KIT y PDGFRA y
los niveles de expresion de miRNA-221, miRNA-222 y miRNA-494 en los
grupos de riesgo pronostico definidos con la supervivencia global y

supervivencia libre de recurrencia.

Establecer un patron molecular diferencial entre los GISTs de muy bajo

riesgo, bajo riesgo, riesgo intermedio y alto riesgo.
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8- Aplicar y determinar el “nomograma” del SKCC en la serie de GISTs
para predecir la probabilidad de supervivencia libre de recurrencia a los
2 afos (SLR2) y a los 5 afos (SLR5), y comparar las probabilidades
esperadas con las observadas.
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MATERIAL Y METODO






1. MATERIAL DE ESTUDIO:

Estudio descriptivo con datos retrospectivos, de ambito hospitalario, de una
serie de 100 casos consecutivos diagnosticados de GIST, procedentes de
pacientes intervenidos en la Corporacié Sanitaria Parc Tauli de Sabadell, entre
los aflos 1989 y 2011.

Casos esporadicos de tumores no-GIST (2) definidos segun criterios
histopatolégicos estandar, procedentes de pacientes intervenidos en la misma

institucion, como cohorte de analisis de expresion de miRNA.

Criterios de inclusion:

Seleccion de pacientes con diagnostico de GIST, segun criterios clinicos,
histopatolégicos e inmunohistoquimicos establecidos, sin tratamiento previo a
la cirugia, con muestras almacenadas en bloques de parafina en el archivo del

Servicio de Patologia de UDIAT-Corporacié Sanitaria Parc Tauli.

Criterios de exclusion:

Ausencia de material adecuado para realizar el estudio mutacional.
Ausencia de tejido no tumoral para realizar el estudio de expresion de miRNA.
Casos que sean recidivas de GIST previamente diagnosticados.

Aplicados los criterios de exclusion el estudio se centra sobre 87 casos.

2. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS Y PARAMETROS HISTOLOGICOS:

Revision de informes de patologia y de los datos histolégicos:

A partir del archivo documental del Servicio de Patologia de UDIAT-Corporacio
Sanitaria Parc Tauli, y la historia clinica (documentos clasicos en papel e
historia informatizada).

Se revisan las secciones histologicas de hematoxilina-eosina de cada caso
(una media de 4 laminillas por caso), para homogenizar los parametros
histologicos que se valoran. En todos los casos se comprueba el diagndstico
histoldgico y se realizan tinciones inmunohistoquimicas para CD34 y c-kit, en
aguellos casos con diagnostico previo a la aplicacion de estos anticuerpos para
el diagnostico. Se cuenta la presencia de mitosis en 50 campos microscopicos

de gran aumento en las areas en las que se identifica mayor actividad mitética.
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Se clasificaron los tumores segun el tipo de celularidad predominante, tras ser
estudiados con el microscopio Optico, segun los siguientes subtipos
morfologicos: fusocelulares, epitelioides y mixtos.

Se recogen otros datos adicionales reflejados en la Tabla.10

Creacion de base de datos:

Identificacion numérica y anénima de los casos seleccionados, incluyendo las
variables de estudio y de resultado.
Se obtuvieron distintas variables clinico-patolégicas que se resumen en la

siguiente tabla:

Tabla.10: Caracteristicas de las variables recogidas.

VARIABLES DE ESTUDIO

CLINICO-PATOLOGICAS

- Variable cuantitativa continua (referida al momento del

Edad , o
diagnostico).
Sexo - Variable cualitativa nominal.
Sintoma - Variable cualitativa nominal.

Fecha de diagndstico | - Variable cuantitativa discreta

- Variable cualitativa nominal.

- Las localizaciones se han simplificado a: eséfago, estbmago,

Localizacion _ _ _ )
intestino delgado, Intestino grueso (incluyendo a colon y recto) y
extragastrointestinales (epiplén, retroperitoneo,...).
Tamafio - Variable cuantitativa continua.
o - Variable cuantitativa discreta.
N° mitosis

- Se ha calculado contando el nimero de mitosis/50 CGA.

- Variable cualitativa ordinal.

_ o - Todos los tumores se ha clasificado segun los criterios de riesgo
Riesgo prondstico . o _
pronéstico de Fletcher (2001), Miettinen (2006) en riesgo muy

bajo/bajo, intermedio y alto.

- Variable cuantitativa
Nomograma - Recoge un valor numérico resultante de la suma del “score”

atribuido al tamafio tumoral, n°® mitosis/S0CGA vy la localizacion

SLR2 - Variable cuantitativa discreta

- Porcentaje de probabilidad de supervivencia libre de enfermedad a
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los 2 afios del diagndstico, calculado en base al valor final del

nomograma del MSKCC

SLR5

- Variable cuantitativa discreta
- Porcentaje de probabilidad de supervivencia libre de enfermedad a
los 5 afos del diagndstico, calculado en base al valor final del

nomograma del MSKCC

Ulceracion mucosa

- Variable cualitativa dicotdmica

Necrosis

- Variable cualitativa dicotdmica

Quistificacién

- Variable cualitativa dicotdmica

Matriz mixoide

- Variable cualitativa dicotémica

Vacuolizacién

citoplasmatica

- Variable cualitativa dicotdmica

Fibras esquenoides

- Variable cualitativa dicotémica

Empalizadas

- Variable cualitativa dicotdmica

Vascularizacion

- Variable cualitativa dicotdmica

Atipia

- Variable cualitativa dicotdmica

Tipo histolégico

- Variable cualitativa nominal.

- Se recoge como: fusocelular, epitelioide y mixto

Positividad para c-kit

- Variable cualitativa dicotémica

Intensidad c-kit

- Variable semicuantitativa

- Se recoge como: débil, moderada, intensa

Patrén c-kit Golgi

- Variable cualitativa dicotémica

Intensidad c-kit Golgi

- Variable cualitativa ordinal (semicuantitativa)
- Se recoge como: focal débil, focal intenso, difuso débil, difuso

intenso

Positividad para CD34

- Variable cualitativa dicotomica

Indice Ki-67

- Variable cuantitativa discreta

- Se recoge en forma de porcentaje (%)

ESTUDIO MUTACIONAL

Mutacién exén 11 de c-
KIT

- Variable cualitativa nominal

- Se recoge como: expresion segun la nomenclatura proteica

Tipo mutacion del exén
11

-Variable cualitativa nominal.
- Se recoge como: delecién/indel, mutacion puntual, duplicacién,

insercion/inversion

Mutacién exoén 9 de c-
KIT

- Variable cualitativa nominal.

- Se recoge como: expresion segun la nomenclatura proteica
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Mutaciéon exén 12 de
PDGFRA

- Variable cualitativa nominal.

- Se recoge como: expresion segun la nomenclatura proteica

Mutaciéon exén 18 de
PDGFRA

- Variable cualitativa nominal.

- Se recoge como: expresion segun la nomenclatura proteica

Mutaciéon BRAF

- Variable cualitativa nominal.

- Se recoge como: expresion segun la nomenclatura proteica

Wild-type

- Variable cualitativa nominal.
- Casos con ausencia de mutaciones en los exones 11y 9 de c-KIT,
12 y 18 de PDGFRA y BRAF

ESTUDIO DE EXPRESION DE miRNAs

mMiRNA221

- Variable cuantitativa continua
- Identificacién del nivel de expresion en el tejido tumoral respecto al

tejido normal

mMiRNA222

- Variable cuantitativa continua
- Identificacién del nivel de expresion en el tejido tumoral respecto al

tejido normal

MiRNA494

- Variable cuantitativa continua
- Identificacion del nivel de expresion en el tejido tumoral respecto al

tejido normal

SEGUIMIENTO CLINICO

Tratamiento con

Gleevec

- Variable cualitativa dicotomica

Otros farmacos

- Variable cualitativa nominal

Fecha de ultimo

seguimiento

- Variable cuantitativa discreta

Seguimiento

- Variable cualitativa nominal
- Se recogen otras enfermedades que aparecen entre el diagndstico

y el dltimo seguimiento

Otras neoplasias

- Variable cualitativa nominal
- Se recogen otras neoplasia a parte de GIST y se valora sin son

sincrénicas o metacronicas

Metastasis

- Variable cualitativa nominal
- Se recoge como: casos con metastasis en el momento del
diagndstico (GISTs metastasicos), o que aparecen 3 meses después

del diagndstico o sin metastasis

Fecha de metastasis

- Variable cuantitativa discreta
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Localizacion de _ o -
- Variable cualitativa categérica.

metastasis
Exitus - Variable cualitativa dicotomica
Fecha de éxitus - Variable cuantitativa discreta
VARIABLES DE RESULTADO
- Variable cualitativa nominal.

Eetado - Se recoge el evento resultado (estado del paciente en el Ultimo
control: vivo sin enfermedad (VSE), vivo con enfermedad (VCE),
muerto sin enfermedad (MSE), muerto con enfermedad (MCE)

- Variable cuantitativa
Supervivencia global | - Fecha del dltimo control (o de éxitus) menos fecha de diagndéstico

(en meses)

) o - Variable cuantitativa
Supervivencia libre de

recurrencia _ o
menos fecha de diagnostico (en meses)

Supervivencia diagnosticado hasta la fecha de recogida de datos.

- Variable cualitativa.

Grupos de riesqgo en funcidn del tamafio y mitosis:

Los casos se clasifican/reclasifican (casos en los que el diagndstico fue anterior
a la descripcion de los criterios consensuados) segun los criterios de NIH-
Fletcher 2001 (tamafio y mitosis/50CGA) y segun criterios NCCN-Miettinen
2006 (tamafio, mitosis/50 CGA y localizacion).

Ademas se aplica el nomograma propuesto por el MSKCC para calcular la
probabilidad de supervivencia libre de recurrencia a los 2 y 5 afios (SLR2 y
SLR5) utilizando la aplicacién disponible en su web:

http://nomograms.mskcc.org/Gastrolntestinal/GastrolntestinalStromalTumor.

aspx

3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO:

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacion, sobre
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muestras tisulares o citolégicas, de antigenos caracteristicos de distintas lineas
de diferenciacion y funcionalismo celular, mediante su union con anticuerpos
especificos. La reaccion antigeno-anticuerpo se visualiza afiadiendo al final de
la reaccion una sustancia cromégena (diaminobencidina, -DAB-), que da lugar
a un precipitado insoluble y coloreado.
En los casos de GIST diagnosticados hasta diciembre de 2007 se utiliza el
meétodo estreptavidina-biotina (BioGenex, supersensitive Kit) con revelado de
diaminobencidina (DAB) (Fig.13). El estudio IHQ se realizara sobre material
fijado en formol e incluido en parafina en secciones de 3 micras sobre
portaobjetos pretratados.
A continuacion se detalla el procedimiento seguido:
- Las muestras se desparafinan con xilenos y alcoholes a gradacion
decreciente, se rehidratan con agua bidestilada y se realizan varios
lavados con PBS.
- Desenmascaramiento antigénico: la finalidad es descubrir los antigenos
gue quedan atrapados durante el proceso de fijacion con formaldehido,
debido a la formacion de uniones cruzadas de tipo metil entre proteinas.
Se utiliza el método inducido por calor y solucién tamponada con citrato
sodico (20 minutos a 98° C en bafo para pH9 y 4 minutos en olla para
pH6). Se finaliza con un lavado en agua destilada y tres bafios con PBS.
- Blogueo de la actividad de la peroxidasa endbégena: mediante este
paso se evita la aparicibn de falsos positivos producidos por la
visualizacion de dicha actividad celular fisiolégica. Para ello, se
sumergieron las laminillas en una solucion de Peroxido de Hidrégeno al
3% durante 30 minutos. Seguido de lavado con tres bafios consecutivos

de PBS, 5 minutos cada uno.

- Bloqueo de las uniones inespecificas de los anticuerpos: Los
anticuerpos son moléculas cargadas que pueden unirse a componentes
tisulares que llevan cargas reciprocas (como la colagena), dando falsos
positivos o “background” (fondo positivo). Para evitarlo, el tejido puede
tratarse con un suero no inmune del animal de la misma especie a la

utilizada en el proceso de deteccion (anticuerpo secundario).
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- Bloqueo de las uniones inespecificas biotina enddégena: Con la misma
finalidad que los dos pasos anteriores se procedidé a eliminar las uniones
inespecificas que la estreptavidina administrada como método de
deteccidon podria constituir con moléculas de biotina celulares. Se utilizo

un sistema de bloqueo de las uniones de Avidina-Biotina comercial.

- Incubacién con el anticuerpo primario: Las laminillas se incubaron con
el anticuerpo en camara humeda a una temperatura de +37° C durante
toda la noche (“overnight”). Al dia siguiente, se sacaron y se dejaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se lavaron en tres bafios
consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno. En la Tabla.11 se detallan

los anticuerpos primarios y sus caracteristicas.

Se realiz6 concomitantemente un control negativo del caso que se

escogio como control positivo.

- Incubacién con el anticuerpo secundario: Para la deteccién del
anticuerpo primario se utilizd un anticuerpo biotinilado antiraton o
anticonejo (Super Sensitive Link). Seguidamente se incubaron con
estreptavidina marcada con peroxidasa, comercial, prediluida (Super
Sensitive Label) durante 40 minutos a temperatura ambiente. Después
se procedid a lavar las laminillas en tres bafios consecutivos de PBS, 5

minutos cada uno.

- Revelado: El cromoégeno que se utilizd para detectar la union especifica
antigeno-anticuerpo fue la diaminobenzidina (DAB).

- Se contrastan las secciones con hematoxilina de Harris durante
30 segundos, se deshidratan los cortes con alcoholes crecientes (70%-
90%-100%) y finalmente se realizan varios pasos en xileno y se montan
los cubreobjetos de forma permanente para su estudio en el
microscoépico o6ptico.

En los casos de GIST diagnosticados a partir de 2008 se utiliza el método
Envision™ FLEX+ (DAKO) con revelado de diaminobencidina (Fig.14). El

estudio IHQ se realizara sobre material fijado en formol e incluido en parafina
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en secciones de 3 micras sobre portaobjetos pretratados (*FLEX IHC

Microscope Slides”).

A continuacion se detalla el procedimiento seguido:

- Las muestras se desparafinan con xilenos y alcoholes a gradacion

decreciente y rehidratacion con agua bidestilada y PBS.

- Desenmascaramiento antigénico con PTLINK DAKO a diferente pH, 6 6

9 (a 95° C durante 20 minutos y atemperar hasta 65° C).

- Procedimiento de técnica de IHQ en autostainer Link48:

- lavado con buffer

- Peroxidase-Blocking Reagent: incubacién de 5 minutos

- incubacion anticuerpo primario: 20 minutos
- labelled Polymer-Envision FLEX/HRP: 20 minutos

- Flex DAB+ chromogen: 10 minutos

Se contrastan

las secciones con hematoxilina de Harris durante

7 minutos, se deshidratan los cortes con alcoholes crecientes (70%-

96%-100%) y finalmente se realizan varios pasos en xileno y se montan

los cubreobjetos de forma permanente para su estudio en el
microscoépico o6ptico.
Tabla.11: Resumen de los anticuerpos utilizados
. . CASA
ANTICUERPO | CLONALIDAD CLON DILUCION pH LOCALIZACION AG
COMERCIAL
. ) Citoplasma,
c-Kit Rabbit Polyclonal 1/100 6 DAKO
membrana
CD34 Mouse QBENd 10 | Prediluido 9 Citoplasma DAKO
S100 Rabbit Polyclonal | Prediluido 9 Citoplasma DAKO
BBS/NC/
Enolasa Mouse Prediluido 9 Citoplasma DAKO
V1-H14
Actina Mouse HHF35 Prediluido 9 Citoplasma DAKO
Desmina Mouse D33 prediluido 9 Citoplasma DAKO
Ki67 mouse MM-1 1/100 6 Nuclear NOVOCASTRA
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Streptavicin

o / Enzyme Complex
Bictinylated Px“
Secondary A
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Mouse/Rabbit
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Fig.13 Deteccion antigénica con el método estreptavidina-biotina (BioGenex,
supersensitive Kit) con revelado de diaminobencidina: (1) desenmascaramiento
antigénico, (2) bloqueo de la peroxidasa endégena, (3) bloqueo de las uniones
inespecificas de los anticuerpos, (4) bloqueo de las uniones inespecificas a biotina, (5)
deteccion del antigeno.

A% Antigen o9
e %% o
Primary Anlibody e o Eﬁ L]
e o
Secondary Antibody & o
o e o ®
=]
@ Enzyme ‘g ﬂ‘ ‘n
Ba®
FaAT A Y
Step 1 Stap 2

Fig.14 Deteccién antigénica con el método Envision™ FLEX+ (DAKO) con revelado de
diaminobencidina (two-step polymer method EnVision®)

Valoracion del indice de proliferacion celular Ki-67

Se realiza la cuantificacion del porcentaje de actividad proliferativa en cada
caso mediante la determinacién inmunohistoquimica de la tincion nuclear para
Ki67 (MM-1).

El contaje se realiza de forma cuantitativa, expresando el porcentaje de nucleos

positivos, valorados en &reas de mayor expresion.
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4. ANALISIS DE MUTACIONES:
Estrategia de estudio mutacional:

En el estudio de los exones de C-KIT y PDGFRA nos basamos en la frecuencia
con la que se describen las mutaciones, y en que las mutaciones son
excluyentes, por tanto una vez que identificamos una mutacién (siguiendo el
orden de frecuencia), el caso se da por estudiado.
Segun la bibliografia, la frecuencia de las mutaciones que estudiamos se
describe siguiendo este orden:

exon 11 (C-KIT)— exon 9 (C-KIT) — exones 12 y 18 (PDGFRA)

Si no detectamos mutaciones en estos exones consideramos el caso como
“wild-type” (WT), para los exones estudiados.

Se ha decidido no estudiar los exones 13 y 17 de C-KIT ni el exon 14 de
PDGFRA por dos razones: por su baja frecuencia (menor al 1%) y porque la

mayoria son mutaciones secundarias al tratamiento.

Seleccion del material:

El material para el estudio se obtiene a partir de bloques de parafina que
incluyen secciones tumorales representativas, de material procedente de
intervencion quirdrgica, fijado previamente en formalina (formol tamponado al
4%) y posterior inclusion en parafina.

El material se selecciona a partir de secciones histologicas tefiidas con
hematoxilina-eosina, en las que se identifican areas tumorales representativas.
Se excluye el tejido tumoral necrético y no tumoral.

Se realizan secciones de 5-10 uym de grosor, hasta un total de 50um
(dependiendo del area tumoral), que se depositan en tubos de Eppendorf
estériles de 1,5 ml.

Extraccion de DNA:

a) Desparafinado.
Se realizan lavados con xileno (xilol) y etanol. EI nimero de lavados puede
variar en cada caso, dependiendo de la cantidad de parafina que contenga el

tejido.
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El volumen afadido, tanto de xileno como de etanol, en cada lavado es de 1
ml. Se centrifuga durante 1 minuto a 14000 revoluciones por minuto (rpm), y se

descarta el sobrenadante.

b) DNA FFPE Tissue Kit.
La extraccién adecuada y reproducible se realiza con el kit QlAamp® DNA
FFPE Tissue Kit , automatizada con QIACube® (ambas de QIAgen®).

Se realiza digestidon enzimatica con Proteinasa K que se incuba toda la noche a

56° C, con un posterior paso de 1 hora a 90° C (una vez observado que la
digestion tisular es completa), que revierte el efecto de entrecruzamiento de la
parafina sobre los acidos nucleicos con las proteinas.

Los pasos siguientes a la digestion son:

-union especifica del DNA a una membrana de silica que contiene carga neta
positiva, que permite la uniébn de DNA y otros posibles componentes, con
diferente fuerza ionica.

-dos lavados para eliminar los componentes que no sean DNA, dependiendo
de la fuerza de su unién a la membrana.

-elucion (con flexibilidad en el volumen de 20-100pl). Las soluciones que se
utilizan neutralizan la unién debida a las cargas, por tanto se eluyen los

componentes que quedan unidos a la membrana.

c) Cuantificacién del DNA.

La cuantificacion del DNA eluido (1-2 pl) se realiza mediante la lectura del
espectrofotometro BioSpec-nano (SHIMADZU®).

Las lecturas de DNA de doble cadena (dsDNA) se realizan teniendo en cuenta
la absorbancia recogida a diferentes longitudes de onda que son caracteristicas
de la muestra que analizamos (Fig.15).

En el caso del DNA, la absorbancia a 260nm es la que determina la cantidad
de DNA presente en la muestra. Las ratios Azsozs0 Y A230/260 SON las que

determinan la calidad de la extraccion.
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Nucleic Acid Conc : 135,98 ng/fpL
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Fig.15 Ejemplo de lectura de extraccion de DNA

Amplificacion de secuencias de estudio (técnica de P CR):

Los primers utilizados son los descritos en la bibliografia (70):

Exon 11 del gen C-KIT (codones 550-591)

Primer Secuencia
Exo6n 11 forward 5'-CCA GAG TGC TCT AAT GAC TGA GAC-3’
Exén 11 reverse 5-AGC CCC TGT TTC ATA CTG ACC-3

Producto de amplificacion resultante: fragmento de 236 pares de bases.

Ex6n 9 del gen C-KIT (codones 450-513)

Primer Secuencia
Exo6n 9 forward 5-TTC CTA GAG TAA GCC AGG GCT TT-3’
Exén 9 reverse 5-TGG TAG ACA GAG CCT AAA CAT CC-3

Producto de amplificacion resultante: fragmento de 285 pares de bases
Exon 18 del gen PDGFRA (codones 814-849)

Primer Secuencia

Exon 18 forward 5°-GCC ACC ATG GAT CAG CCA GT-3°

Ex6n 18 reverse  5"-AGT GAA GGA GGA TGA GCC TGA CC-3

Producto de amplificacion resultante: fragmento de 256 pares de bases

Exon 12 del gen PDGFRA (codones 552-595)

Primer Secuencia

Exén 12 forward 5-CTG GTG CAC TGG GAC TTT GGT AAT-3
Exdén 12 reverse 5-GTG TGC AAG GGA GGA AAA GGG AGT CT-3

Producto de amplificacion resultante: fragmento de 235 pares de bases.
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Se comprueba la idoneidad de los primers seleccionados con diferentes

programas:
PCR test: http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr products.html
Primer 3: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm

Estos programas simulan una amplificaciéon a partir de los parametros que le
introducimos: las secuencias de DNA gue contiene la region del gen a estudio,
secuencias de los primers y condiciones de la reaccion.

Se comprueba que el producto simulado de amplificacion de PCR contiene la
region de interés, obteniéndose informacion sobre si existe 0 no realmente
amplificacion, la longitud de la secuencia amplificada, la composicion de las
bases de la region amplificada, la temperatura idénea de amplificacion
(temperatura de melting o Tm), si los primers tienen algun problema en la
secuencia, etc.

El tratamiento de los primers comerciales se realiza segun las especificaciones
del fabricante (OPERON®), obteniendo soluciones de trabajo de 10uM.

Se prepara el programa de amplificacion de cada exén en el termociclador
(FlexCycler AnalytikJena® ), que lleva a cabo la PCR (Tabla.12):

Tabla.12 Amplificacidon de secuencias

Pasos (tiempo) T2 (°c) Ciclos
1- Activacion de la polimerasa (15 min) 95°C

2- Desnaturalizacion del DNA (1 min) 94°C 35
3- Hibridacion de los primers (1 min 30seq) 60°C* 35
gbsE;;()ensién de la cadena para la polimerasa (1 min 790G 35
5- Extension final (10 min) 72°C

* La temperatura de hibridacion de los diferentes primers utilizados es la misma excepto en la
amplificacion del exén 9 de C-KIT donde es de 59°C.

Los pasos 2 a 4 consisten en los ciclos de la PCR que se repetiran hasta 35
veces.

El protocolo de reaccién de nuestra PCR utilizado es:

1. Introducimos 12.5ul de HotStart Master Mix (QIAGen®).
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2. Introducimos 1 pl de cada primer (Forward y Reverse) desde la solucién
madre a 10 yM. La concentracion final es de 0.4 uM.
Introducimos 9.5 ul de agua bidestilada.

4. Anadimos 1 ul de nuestra muestra, teniendo en cuenta que nuestra reaccion
NO permite exceder los 500ng de DNA, pues se pueden producir problemas

de saturacion de la reaccion.

Para cada PCR utilizamos un control negativo o blanco, en el que introducimos
una reaccion de PCR sin muestra. En el caso de gque esta reaccién de control
negativo amplifique, se considerara que se ha producido contaminacion
durante la manipulacion y se descartan los productos de amplificacion de las

muestras procesadas al mismo tiempo que el control blanco.

Controles de calidad del producto de amplificacion d e PCR:

Una vez finalizada la PCR, se analiza mediante un gel de agarosa. Este
proceso consiste en obtener una matriz que contiene agarosa (polisacarido) y
gue permite separar moléculas (en nuestro caso el DNA) debido a la porosidad
de dicho componente.

Los componentes se separan debido a que se emite una carga a traves de
dicho gel que provoca el desplazamiento de las moléculas en funcion de su
peso molecular.

Dependiendo de la densidad de agarosa que introduzcamos a cada gel, se
puede conseguir mayor resolucion (cuanto mas polimero, mayor es la
densidad, mas resistencia al avance y mayor resolucion) aunque se considera
que el limite de los geles de agarosa son 10pb.

En cada gel introducimos un marcador de peso molecular, que actia como
referencia, para determinar la longitud de los productos de PCR. Dicho
marcador contiene una serie de fragmentos de diferentes pesos moleculares
(por ejemplo de 50pb, 100pb, 150pb, etc.) que serviran como referencia a la
hora de comprobar la longitud especifica de nuestro fragmento amplificado
(Fig.16).
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Fig.16 Geles de agarosa al 3%. Gel de imagen izquierda . Carril 1: Marcador de peso
molecular. Carril 2: PCR de ex6n 9 de caso mutado (duplicacion 6pb), Carril 3: PCR de
exon 11 de caso con mutaciones puntuales. Carril 4: PCR de exén 11 de caso con
delecion de 54pb (se observa smear por la presencia en el producto de PCR de los dos
alelos, el wt y el delecionado).

Gel de imagen derecha . PCRs de exones 18 y 12 de PDGFRA. Carriles 1 y 12:
Marcadores de peso molecular. Carriles 2, 4, 6, 8 y 10: PCRs de ex6n 12 (carril 10,
blanco). Carriles 3, 5, 7, 9 y 11 (carril 11, blanco).

Si se obtiene mas de una banda (o producto de amplificacién) o una banda que difiera en
gran medida al tamafio esperado, se revisan los primers en busca de un posible error
metodologico.

Secuenciacion:

a) Purificacién de los productos amplificados (MinElute PCR_Purification
Kit®).

Este kit utiliza un sistema de membranas de silica que produce un DNA

purificado altamente concentrado y con una purificacion directa de los dsDNA
(de doble cadena) entre 70pb-4kb. Este sistema garantiza la eliminacion de las
enzimas presentes en la reaccion y de los productos de hasta 40 pb (primers,
etc). La eficiencia de recuperacion del DNA es del 80%.

La columna de silica permite la union al DNA a altas concentraciones de sales
mientras que el resto de componentes se eluyen y se eliminan. Para asegurar
la correcta union del DNA a la columna, ésta contiene una alta concentracion
de sales (que modifica la estructura del agua) y un pH adecuado (<7.5)
(Fig.17).
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Fig.17 Imagen superior : Unién de DNA a membrana. Imagen inferior : Al cambiar el pH
en el paso de elucién, se separan los componentes de la membrana y se recogen para
su analisis.

b) Reacciédn de secuenciacion (BigDye Terminator vli.1 ®)

La reaccion de secuenciacion consiste en hibridar los primers con el DNA
amplificado, cada primer (forward -F- y reverse -R-) por separado.

De esta manera generaremos lecturas de cada estudio en ambas cadenas de
DNA y se validan SOLO los casos que presentan mutaciones en ambas

cadenas.

En cada reaccién que preparamos tendremos:

- 1 so6lo primer. De cada caso a estudio se realizan DOS secuenciaciones
para confirmar los resultados.

- DNA polimerasa.

- Buffer de reaccion.

- nucleétidos que se incorporan normalmente a la cadena de nueva
sintesis (dNTPs) vy nucledtidos modificados que impiden la
polimerizacion de las bases, provocando que se pare la reaccion. Cada
uno de estos nucleétidos esta marcado con un fluorocromo diferente
segun sea A, T, C 0 G (ddNTPs).
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Mientras la polimerasa incorpora dNTPs, la cadena se va extendiendo pero
cuando incorpora ddNTPs, se para la polimerizacion en esa base y queda
marcado el extremo 3’ con el fluorocromo correspondiente. El resultado de la
PCR de secuenciacion es un continuo de cadenas de diferente longitud, cada
una marcada con el fluorocromo de la ultima base incorporada. Este “pool” de
secuencias es el producto de la secuenciacion y es el que dara la pauta de

bases que corresponden a la regién que estudiamos (Fig.18).

Primner
TECCEAGCCTCTCATAGTATE a)
ACGBGECTCEBAGAGTATCATACCTABGACTECTSAGATCGCTAGGATCAGGACTE AL ..
Template
O D& pol yimerase
+
- T ANTP= A, C, 3, T [fof mal precsussers ) b)
P : +
T G . .
= i ddNTPs &, C, 5, Tichainterminstors)
Synthesis
—_—
TECCGAGCCTOTCATAGTATE GATCCTEACGACTE Tﬁl}ilm
ACGGECTEGGAGAGTATCATACCTAGGACTE CTEAGATCGCTAGGATCAGEACTGE AL, . C)

TEGCCGAGCCTCTCATAGTATG 54 SACG AL T - p,\
TECCEGAGCCTOCTCATAGTATGE =54 T 'E]
TECCEGAGCCTOCTCATAGTATGE 55 s & T -
TECCEAGCCTCTCATAGTATS 3 AT G AL TES  emeem e 3
TECCEAGCCTCTCATAGTATS SATCCTEACG AC TOTaA — A
TECCEAGCCTCTCATAGTATGE SATCCTEACGACTCT - - T e)
TECCEAGCOTCTCATAGTATE SATOCTEACGAD TS e - L
TECCEAGCCTCTCATABRTATE GATCCTEACGACT s s - T
TECCEAGCCTCTCATAGTATE CATCCTEACG AL B
d)

Fig. 18 Esquema de reaccion de secuenciacion de terminacion.

a) El primer que analizamos se hibrida al DNA.

b) Afiadimos DNA polimerasa y un mix de nucleétidos -dNTPs- (sintetiza cadena) y las
bases que impiden la sintesis (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)

c) La polimerasa extiende la sintesis de la cadena, incorporando bases complementarias
a la secuencia del DNA. Cuando se incorpora una base ddNTP, el proceso se detiene.

d) Durante un ciclo de secuenciacién se generan multiples cadenas nuevas, cada una se
detiene en una base especifica y queda marcada con uno de los 4 fluorocromos.

Las secuencias empiezan en un mismo punto, varian de longitud dependiendo del punto
de terminacion.

Las cadenas se separan en base a su tamafio y segun su movilidad electroforética
relativa a través de una matriz, pasando antes los fragmentos cortos.

e) La secuencia se lee automaticamente en cuanto el DNA pasa por el punto de
deteccion o lectura en el gel o matriz. El orden de los colores de los fragmentos revela la
secuencia.
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La purificacion del producto de secuenciacion se realiza mediante las columnas
illustra AutoSeq G-50 (GE Healthcare® ).

Estas columnas contienen una resina especial que permite la eliminacién de los
reactivos de secuenciacion (bases nitrogenadas o dNTPs no incorporados,

etc), preservando el producto de secuenciacion.

El protocolo de columnas utilizado, AutoSeq G-50 Dye Terminator Removal
Kit®, ha sido disefiado para la purificacion de reacciones de secuenciacion con

kits BigDye de Applied Biosystems®.

d) Lectura de las muestras en el secuenciador.

La lectura de las muestras se realiza en un secuenciador automatico 3130
Genetic Analyzer de cuatro capilares de Applied Biosystems®.

Una vez obtenido el producto de secuenciacion, las muestras tienen que seguir
un proceso para su lectura:

- Incubar las muestras en un medio desnaturalizante (Formamida de alta
densidad o Hi-Di formamide® ). Introducimos 5ul de muestra y 5ul de
formamida para la lectura.

- Desnaturalizar a altas temperaturas (95° C unos 5 minutos).

- Mantenimiento de las muestras a 4° C hasta su lectura.

- Introduccion de las muestras en placas de secuenciacion de 96 pocillos y
lectura en el secuenciador con pre-programacion especifica de secuencias
(identificando también el kit utilizado en la reaccion).

Una vez que la muestra se ha pasado por el secuenciador se recogen los
resultados para un primer analisis, que se realiza mediante el programa
Sequencing Analyser v5.2 ® y posteriormente se pueden re-analizar con otros

softwares como el Sequence Scanner v1.0 ® (Fig.19).

- 86 -



T e R

ST T TG T s D T T T T S T T 'rrl"T'T'n'T'.'l

i
- [

1 4 | ! 1 | 1
L i T e L Ak i 1 = | J’ 9 N i | P
gl A e W R R VY L Lo SR L AT T e Ll

g . " L]

Fig. 19 Pantalla del Sequence Scanner con la secuencia a analizar.

Interpretacion de las secuencias (valoracion de resultados):

Por cada caso estudiado se obtienen las lecturas de las dos cadenas, que se
interpretaran segun la cadena de DNA de la secuencia original (no mutada).
Se pueden detectar los siguientes tipos de mutaciones:

- mutaciones puntuales: el cambio de base puede llevar a un cambio
en la pauta de lectura (missense, nonsense) 0 no provocar ningun cambio
(silent). En éste ultimo si la frecuencia del cambio en la base en la poblacion es
>1% (definido por estudios poblacionales), se habla de Polimorfismos de base
anica (SNPs).

- Deleciones.

- Insercion.

- Deleciones-Inserciones (descritas como In-del).

-> Duplicaciones.

-87-



Una vez se detecta un cambio en la secuencia se debe confirmar en la cadena
complementaria (si es posible, estudiar la mutacion por duplicado con una
segunda PCR).

Todas las mutaciones detectadas en nuestra serie han sido confirmadas en las
dos cadenas, excepto en los casos del exon 18 de PDGFRA.
Un vez definimos la mutacion, la expresamos segun la nomenclatura de la

Human Genome Variation Society (HGVS), que se utiliza como sistema

internacional. De esta manera describimos la mutacion a nivel del DNA

genomico o a nivel proteico.

Analisis de mutaciones en el gen BRAF:

En los casos en los que no se detectaron mutaciones en los exones estudiados
de los genes c-KIT y PDGFRA se estudia las mutaciones en el gen BRAF,
principalmente la p.V600E.

El estudio de las mutaciones en BRAF se realiza mediante la metodologia de
pirosecuenciacion.

La pirosecuenciacion es una técnica de secuenciacion a tiempo real, con
deteccién por luminiscencia de la sintesis de la cadena de DNA. Es una
tecnologia libre de electroforesis, donde se realiza una primera PCR para
amplificar el fragmento a estudiar y una segunda reaccion (la pirosecuenciacion
en si) en la que se analiza propiamente los codones (0 aminoacidos) de
interés.

Las condiciones de las diferentes reacciones son las determinadas por el
propio kit de pirosecuenciacion therascreen BRAF Pyro Kit  (QIAgen)®.

En dicho estudio ademas del codén V600 (secuencia de DNA: GTG) se realiza
el andlisis de los codones Gly464, Gly466 y Gly469 (todos ellos con secuencia
GGA que codifican para Glicinas) (Fig.20, 21).

El estudio de la secuencia esta preparado para la lectura de una sola cadena,

en este caso la cadena REVERSE (en todos los codones estudiados).
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Fig. 20 Pirograma caso con DNA wt (secuencia wild-type cadena forward CTACAGTG,
cadena reverse CACTGTAG).
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Fig. 21 Pirograma caso con presencia de mutacion p.V600E.
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5. ANALISIS DE NIVELES DE EXPRESION DE microRNAs:

Extraccion de miRNAs:

Revision de la serie de tumores GISTs para identificar aquellos casos en los
qgue NO se disponia de tejido normal (no tumoral) o se disponia de escaso
material, factor limitante para realizar el estudio de expresion de miRNAs.

Estas premisas llevan a descartar del estudio 22 casos.

En los casos en los que se dispone de tejido tumoral y tejido sano se revisan
las secciones histolégicas y se selecciona mediante macrodiseccion el material
mas adecuado.

El sistema empleado para la extraccion de miRNAs es el kit miRNeasy FFPE
kit. Este kit permite aislar o purificar el RNA total (incluidos los miRNAS)
presente en las muestras tisulares fijadas en formol e incluidas en parafina
(Formalin Fixed Paraffin Embedded -FFPE-).

Antes de realizar las extracciones de miRNA, se tuvieron en cuenta los
siguientes requisitos para garantizar una calidad optima de las muestras:

1- Para minimizar la degradacion de los RNAs presentes en el material,
se limpia la superficie del microtomo con el que se realizan las secciones, dos
veces, con una solucion protectora (RNAse Killer© , 5 Prime), que se deja
actuar unos minutos y seguidamente se lava con agua purificada. Esta solucion
elimina completamente RNAsas y DNAsas de las superficies (ademas de
inactivarlas), ya que la presencia de estas enzimas puede interferir en
posteriores reacciones enzimaticas.

2- Se realizan un maximo de dos secciones a 10um, por caso, para no
sobrecargar las columnas de extraccion (<20 ym).
El problema de estudios de microRNA en muestras fijadas en formol e incluidas
en parafina (FFPE) es que este tipo de procesamiento degrada, modifica
guimicamente y provoca entrecruzamientos entre acidos nucleicos y proteinas.
Este hecho dificulta la recuperacion adecuada del material para estudio. El kit
miRNeasy FFPE incorpora modificaciones para revertir al maximo estos
efectos y recuperar el material mas éptimo.
El protocolo incluye diferentes pasos (Fig.22):

- desparafinado. Lavados con solucion xileno y posterior eliminacion

del mismo con lavados con solucién de etanol.
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-> digestion con proteinasa K. Este paso es critico, pues ademas de la
propia digestién del material, en este momento se revierten parcialmente los
entrecruzamientos entre moléculas, mejorando tanto la calidad como la
cantidad del RNA recuperado, asi como los resultados de las posteriores
técnicas utilizadas para su andlisis.

- digestiéon con DNasa |. Este paso elimina el DNA presente en la
muestra, tanto el de alto peso molecular como los pequefios fragmentos
presentes en las muestras FFPE, que pueden interferir en procesos
posteriores.

- union del RNA (total y miRNA) a las columnas. Este proceso se
acompanfa de diferentes buffers/soluciones salinas adecuadas para la union de
la muestra a la columna y para los diferentes lavados que eliminan las
moléculas no especificas que pueden interferir en la reaccion.

- elucion del RNA. El ultimo paso de la extraccién consiste en separar
las moléculas unidas a la membrana. Se lavan las columnas con un buffer que
neutraliza las uniones y de esta manera se recuperan las moléculas de RNA
para su posterior analisis.

Los diferentes pasos del protocolo, en los que es posible, se realizan con el

sistema QIAcube (columnas de silica, union y lavados).
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Fig. 22 Esquema de los diferentes pasos seguidos con el sistema de extraccion del kit
miRNeasy FFPE.

Cuantificacion de RNA:

La técnica de PCR consiste en multiples ciclos de reacciones enzimaticas y es
especialmente sensible a la presencia de substancias que puedan interferir en
la reaccidon, como proteinas, fenoles, sales, etc. Por eso se realizan las
extracciones de RNA con los kits mas adecuados en funcion de las
caracteristicas del material sobre el que se quiere realizar el estudio

(miRNeasy FFPE Kkit).

Una vez obtenemos nuestro eluido de RNA se realiza la cuantificacion de RNA
con un espectrofotometro (BioSpec-Nano, Shimadzu®© ) (Fig.23).
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Fig. 23 Perfil de lectura de espectrofotometria de una extraccion de RNA.

El espectrofotbmetro permite la cuantificacion del RNA segun los siguientes
parametros:

-En el espectofotometro dispensamos una determinada cantidad de la
muestra a analizar. Para realizar las lecturas el sistema emite una luz a
determinadas longitudes de onda y en cada emision se registra la absorbancia
especifica de cada muestra. Cada molécula registra un maximo de absorbancia
a una longitud de onda determinada. En el caso de los RNAsS/DNAs este
mAaximo se registra a 260nm.

- La lectura de cada muestra a 260nm (Azeo) NOS permite cuantificar los
RNAs presentes en la muestra, convirtiendo los valores de absorbancia en
cantidad de material.

- El célculo de la concentracion de la muestra se determina en funcion
del coeficiente de absorbancia. En el caso de los RNAs a Ay de valor 1
corresponde a una concentracion de 40ng/ul RNA (un valor de lectura a Agso de
1 corresponderia a una muestra que dispone de una concentracion de 40
ng/ul).

- La lectura de la muestra se realiza previa calibracion, a partir de una

lectura “blanco” sobre agua bidestilada, libre de RNasas.
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Es importante tener en cuenta que las lecturas a 260nm (Azso) NO discriminan
entre RNAs y DNAs, por tanto, hay que obtener la minima contaminacién
posible con DNA después del proceso de extraccion, dado que se pueden
obtener valores erréneos en la lectura del espectrofotometro.
Para valorar la calidad de la extraccion se calcula la ratio entre Azeo Y Azgo. Se
toma el valor Az como el maximo de absorbancia para las proteinas. La ratio
Azsol Azgo de un RNA puro se encuentra entre valores de 1.9-2.1. Valores
menores indican contaminacion proteica de la muestra.
Una vez obtenidas las muestras de RNAs se procede al analisis de los
mMiRNAs, segun el protocolo miScript PCR System (QIAgen®©) , que se realiza
en dos pasos:

- Retrotranscripcion (paso de RNA a DNA complementario -cDNA-)

- Real-Time PCR (RT-PCR).

Retrotranscripcion:

Se realiza una retrotranscripcion para pasar los microRNAs de la muestra a
cDNA (DNA complementario). Nuestra reaccion contiene una poli(A)
polimerasa que incorpora una cola de adeninas en el extremo 3 de los
microRNAs (que en condiciones fisiolégicas no tienen) y una transcriptasa
reversa que sintetiza un cDNA a partir de nuestra muestra de RNA
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Fig. 24 Proceso de retrotranscripcion con el kit miScript RT Il Kit.
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Para realizar la retrotranscripcion se han utilizado 500ng de muestra del RNA
(el margen de muestra que permite el kit es entre 10pg a 1pg).
El protocolo de la reaccion de retrotranscripcion utilizado con el kit miScript RT

Il Kit es el siguiente:

Camponeant Volume/reaction
rmizcnpl BT Buffer, Sx® 4 ul
EMaze-free waler Yarable
miscnpt Beverse 1 il

Transcriplose Mix

Template RMA, Vanable (up lo | ug)

Total volume 20

* Includes Mg, dNTPs, and primers

La cantidad de RNA puede variar en funcion de la concentracion obtenida en
cada una de las extracciones y del rendimiento posterior que obtengamos en
nuestra PCR. En todos los casos hemos utilizado la misma cantidad de
muestra, con el fin de homogenizar los resultados.

Una vez realizada la retrotranscripcion, el producto resultante (cCDNA de tejido

tumoral y normal) se congela a -20° C.

Real Time- PCR:

a) Cuantificacion relativa con método AACt.

El estudio de expresion de los microRNAs se realiza mediante el estudio AACt.

AACt se define como un método de cuantificacion relativa, y se utiliza para
obtener la magnitud de los cambios de expresion fisioldgicos de un gen diana
(en nuestro caso miRNAs 221, 222 y 494) respecto a la expresion de un gen de
control endogeno (RNUG6B, gen de expresion ubicua, con expresion constante

entre tejido sano y tejido a estudiar tumoral).

En los estudios de RealTime PCR se cuantifica cada amplificacion segun el
valor de “Crossing point” (Ct) de cada PCR en cada muestra. Este valor de Ct
es el ciclo de amplificacién en el que se detecta un aumento significativo de la

fluorescencia, coincidiendo con el valor “threshold” previamente establecido,
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segun el tipo de experimento. Este valor puede ser una fraccion (p. ej. Ct=25.6)

y es a partir del que se realizaran los posteriores analisis.

Para poder realizar el estudio por el método AACt se necesita el resultado del
estudio de amplificaciones de los diferentes RNAs a estudio (determinacion de

eficiencias de amplificacion).

b) Determinacién de eficiencias de amplificacion.

Esta determinacion es un requisito indispensable para la determinacion de
AACt, ya que tenemos que comprobar antes del analisis que los diferentes
RNAs a estudio tienen una amplificacion similar a diferentes concentraciones
de la muestra. Si los diferentes RNAs no tienen unas eficiencias de
amplificacion comparables este método no es 6ptimo para este tipo de estudio,
pues introduciria un error al estimar muestras con diferentes concentraciones.

A partir de un cDNA obtenido desde una Retrotranscripcion de un caso propio,
se realiza una serie de 5 diluciones con agua bidestilada 1:2 (partiendo de
500mg de RNA utilizado para la Retrotranscripcion) (Fig.25). Por protocolo se

realiza la PCR por triplicado para cada uno de los cuatro RNAs a determinar.

Fig. 25 RealTime-PCR de los 4 RNAs a estudio partiendo de una dilucion de cDNA.
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Fig. 26 Curvas estandar resultantes de la RealTime-PCR.

Una vez realizada esta RT-PCR se comparan las eficiencias de amplificacion
de los diferentes RNAs de la siguiente manera: restando los valores de Ct entre
cada RNA a estudio y el RNA de control endbégeno (p. ej.: restamos los valores
de Ct de miRNA-221 de los de RNUG6B) a diferentes concentraciones.

A partir de estos valores, se traza una recta relacionando cada comparacion de
Ct (Ct de 221 versus RNU6B) con la cantidad de muestra presente en cada
PCR (expresado en logaritmos, p. ej. 500ng en valor logaritmico corresponde a
2.69). Con estos valores se construye una recta y la pendiente (“slope”)
resultante tiene que ser <0.1 para poder realizar la comparacion estadistica
AACt (Fig.26).

En todos los casos se comprueba que la pendiente fue inferior a 0.1, de modo
gue se consideran 6ptimos para realizar el estudio con el sistema AACt.

c) Casos control pre-estudio de serie de GIST.

A patrtir de los resultados publicados por el grupo de Koelz, que describen en
los GISTs menor expresion de miRNA-221 y 222, comparado con el tejido no
tumoral y otras neoplasias, se realiza estudio de control de expresion de
microRNA en 2 casos de GISTs de nuestra serie y dos casos control de
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tumores no-GIST (Fig.27). Se determina sélo la expresion de miRNA-221 y
MiRNA-222, pues en ese momento no se disponia de primers del miRNA-494.
Los casos control son un carcinoma papilar de tiroides (N1) y un

adenocarcinoma de prostata (N3).

RQ vs Sample

- Caso GIST1 (G1)

Fig. 27A La grafica muestra la comparacion de los dos miRNAs: disminuciéon de la
expresion en el tejido tumoral respecto al tejido sano de 0.04256 en el miRNA-221 y de

0.09915 en el miRNA222.

Caso GIST 2 (G3)

RQ vs Sample

Fig. 27B La gréfica muestra la comparacion de los dos miRNAs: disminucién de la
expresion en el tejido tumoral respecto al tejido sano de 0.13381 en el miRNA-221 y de

0.15871 en el mMiRNA222.
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- Caso NO GIST 1 (N1)

RQ vs Sample

Fig. 27C La grafica muestra la comparacion de los dos miRNAs: aumento de la expresion
en el tejido tumoral respecto al tejido sano de 12.4423 en el miRNA-221 y de 18.0253 en
el miRNA-222. El aumento de expresion en estos tumores es notable respecto al tejido
sano (mas de 10 veces el nivel normal).

- Caso NO GIST 2 (N3)

RQ vs Sample

Fig. 27D La grafica muestra la comparacion de los dos miRNAs: disminucién de la
expresion en el tejido tumoral respecto al tejido sano de 0.1383 en el miRNA-221 y de
0.1494 en el miRNA-222.
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Los casos se seleccionaron segun descripciones de la bibliografia con la
intencién de confirmar un cambio en el patrén de expresién de los miRNAs:
disminucién en casos de GIST respecto aumento en casos tumorales no-GIST.
Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que en los dos casos de GIST se
produce una disminucién de la expresiéon en tejido tumoral respecto al tejido
sano (105-107). En los casos control, en el carcinoma papilar de tiroides se ha
observado un aumento de expresion en tejido tumoral respecto al tejido sano
de 12 y 18 veces, de miRNA-221 y miRNA-222, respectivamente. Este
aumento se corresponde con el descrito en la bibliografia para este tumor
(125).

En cambio, el estudio de expresion en el caso de adenocarcinoma de prostata
demuestra una disminucién de la expresion en tejido tumoral respecto al tejido
sano (126-127).

d) Disefio del estudio de RealTime-PCR.

Para cada caso de nuestra serie tenemos que realizar una RT-PCR de cada
uno de los miRNAs (221, 222, 494 y RNUG6B) en el tejido tumoral y en el tejido
sano. Ademds, para validar los resultados se realizaron retrotranscripciones

independentes por duplicado, de cada caso a analizar.

Extracciéon

Caso RNA Retrotranscripcion Real Time PCR
™ TUMORALy —* 2xcaso=2T+2N = (4 pCRs/retrotranscripcion)
NORMAL

l

1 caso= 2 extracciones = 4 Retrotranscripciones > 16

Teniendo en cuenta estos parametros, en cada placa de RT-PCR se pudieron

estudiar 16 casos (Fig.28):
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Fig. 28 Plantilla de estudio de placa de 96 pocillos, donde se indica el nimero de caso,
tipo de tejido y el miRNA a estudio. Podemos observar que por cada placa se pueden
estudiar 6 casos completos (1 caso=16 pocillos utilizados).

Se seleccionan los primers para el estudio de cada miRNA diana (segun el
sistema miScript Primer Assay). En todos los casos, se seleccionan primers
para detectar la forma madura de los microRNAs (miScript Primer Assay,
Operon, QIAGEN®).

- MiRNA-221 (Hs_miR-221_1; hsa_miR-221-3p). Secuencia del miRNA:
agcuacauugucugcuggguuuc

- MiRNA-222 (Hs_miR-222_2; hsa_miR222-3p). Secuencia del miRNA:
agcuacaucuggcuacugggu

- MiRNA-494 (hsa_miR-494). Secuencia del miRNA:
ugaaacauacacgggaaaccuc
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2> mMIRNA-RNU6B (Hs_RNU6B-2_1). Control incluido en el kit de casa
comercial miScript Primer Assay, Operon, QIAGEN®. Se utilizan controles que
amplifiquen snRNAs o snoRNAs (small nuclear o nucleolar, respectivamente).
Se trata de RNAs no codificantes constituidos por 60-300 nucledtidos y que se
encuentran altamente expresados. En nuestro caso, RNU6B (snRNU-6 o small
nuclear RNU6), es la unidad U6 del spliceosoma, la maquinaria molecular
implicada en el splicing del mRNA, y se considera uno de los mas idéneos para
el estudio de cuantificacion de miRNAs a partir de muestras parafinadas (128-
129).

Este estudio se realiza con el kit miScript PCR System, teniendo en cuenta
diferentes parametros:

- estudio de expresion con el sistema AACt, que necesita la
comprobacién de las eficiencias de amplificacion de los primers de los
diferentes miRNAs a estudio.

- primers especificos para la amplificacion de cada miRNA (221, 222,
494 y el RNA control).

- fluorocromo SYBR Green. Este fluorocromo se incorpora
intercalandose en la doble cadena de DNA que se sintetiza en la PCR, y por
tanto NO es especifico de cada producto (a diferencia de las sondas TagMan,
que si lo son).

Por este motivo, es necesario afladir un paso a la PCR de Temperatura
de Melting (Tm), que utilizamos como control de especificidad. Este paso
consiste en que al acabar la PCR, se desnaturaliza y renaturaliza el producto
de cada PCR, que provoca una curva de disociacion y rehibridacion de cada
producto con una temperatura de melting especifica para cada molécula
(Fig.29). La Tm de los miRNAs se sittan tipicamente entre 74-77° C, de modo
que permite detectar si se amplifica mas de un producto o existen

amplificaciones inespecificas.
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Fig. 29 Curvas de melting de la PCR .

A continuacion se realiza el estudio de cada caso por RT-PCR. El aparato de

Real-Time PCR donde se cargan las muestras es un Applied BioSystems

7500. Se analizan las muestras segun los parametros indicados por el

fabricante (miScript PCR System, QIAGEN).

Tabla.13 Para cada muestra se prepara la PCR segun las condiciones del

sistema:

Volume/reaction  Final
Component |F6-well) cone.
Pu QuantiTect 5YBR 25 ul =
Grean PCR Master Mix®
10x miSeript Universal 5 pl Ix
Primer
10 miSeript Pririgd S5u Ix
Assay
EMogze-free water Varigble -
Templote cDMA [added =5ul 1=3 ng/
ot slep 3| reaction
Total velume 50l -

En la reaccién de PCR el Primer Universal es el que hibridara sobre la region

3" del RNA (es comun a todos los miRNAs, debido a que en la

retrotranscripcion hemos afiadido con la cola poliA una secuencia conocida
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como Universal tag , que hibridard con el Primer Universal (Tabla.17) y por
tanto, el primer es valido para todas las secuencias a analizar.

El otro primer utilizado (Primer Assay ) es el especifico de cada miRNA a
amplificar.

En cada placa es necesario realizar PCRs con controles negativos (PCRs con
RNAs sin retrotranscribir) y blancos (PCRs sin muestra) para comprobar la no
amplificacion de productos no eliminados en la extraccion de miRNAs (pueden
interferir en la PCR) y la no contaminacion al preparar la PCR,

respectivamente.

e) Interpretacién de los resultados de RealTime-PCR.

Una vez realizadas las reacciones en el aparato Applied BioSystems 7500 , se
recogen los resultados y se analizan con el software 7500 Software v2.0.4 . En
cada caso, después de programar en el software (Plate Set-up) cada muestra
en su coordenada o pocillo de la placa correspondiente, obtenemos un Ct o
crossing point.

En este momento hay que programar el software (Ct settings y Relative
Quantitative Settings) para conseguir que en cada caso, realice el andlisis AACt

) que

obteniendo el valor AACt, y a nivel de expresion, el valor RQ (244

expresa el valor de expresion del RNA diana normalizado a la muestra.

A nivel de férmulas, el calculo que se realiza en las muestras es:

ACt= Ct(miRNA diana) - Ct(RNA control enddgeno)

El valor ACt determina la diferencia entre el valor Ct del RNA diana y el valor Ct

del RNA control endégeno. A partir de estos valores se calcula el valor AACt:

AACt= ACt (tejido tumoral) - ACt (tejido sano)

. -AACt
El valor AACt normalizado se calcula como 2 (valor RQ). Este es el valor

que nos indica el cambio de expresibn de nuestro mMIiRNA.
Por ejemplo, un RQ (también expresado como “fold change”) de 0.15 en una

muestra indicaria una expresion de 0.15 en nuestro tejido a estudio (tumor)
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versus la expresiéon control (tejido sano) o, expresado como un descenso de

expresion del 85%.

6. ANALISIS ESTADISTICO:

Para evaluar la veracidad de las hipotesis de trabajo, los datos obtenidos se
han analizado con el software estadistico SPSS (IBM-SPSS-Statistics, version
v.21.

Se realiza:

- estadistica descriptiva de variables cuantitativas continuas,
determinando la media, mediana, desviacion estandar y rango de cada
una de ellas, representadas en forma de histogramas. Analisis de
frecuencias de las variables cualitativas estudiadas.

- estadistica inferencial. Se han utilizado pruebas paramétricas para la
comparacion de variables cuantitativas, cuando los datos estudiados
siguen una distribucion normal y la muestra estudiada es grande (n>30);
y pruebas no paramétricas para el estudio de variables cuantitativas y
cualitativas ordinales o nominales, cuando los datos estudiados no
cumplen criterios para aplicar pruebas paramétricas. Se han
considerado diferencias estadisticamente significativas las que muestran

un valor de p<0,05.

Las pruebas estadisticas aplicadas han sido las siguientes:

Pruebas paramétricas:

- Test t de Student para comparar las medias de dos variables cuantitativas y
decidir si la diferencia entre éstos parametros es estadisticamente significativa
(p<0,05) o si s6lo son diferencias aleatorias.

- Chi-cuadrado (x? de Pearson como prueba de asociacion o dependencia
entre dos variables cualitativas.

- Test exacto de Fisher: permite analizar si dos variables dicotomicas estan
asociadas cuando la muestra a analizar no cumple las condiciones adecuadas

para aplicar el test Chi-cuadrado (x?) de Pearson.
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- Analisis de la varianza ANOVA: utilizada para comparar medias de una

variable con tres o0 mas niveles.

Pruebas no paramétricas:

- Prueba U de Mann-Whitney para comparar las medias de dos variables
cuantitativas independientes

- Kruskal-Wallis: cuando no se cumplen las condiciones de aplicacion de
ANOVA.

Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier: para los eventos éxitus por cualquier
causa (supervivencia global), éxitus asociado a la enfermedad (supervivencia
especifica) y metastasis (supervivencia libre de recurrencia). Se ha usado la

prueba del log-rango para las comparaciones entre grupos.

Este trabajo tiene la aceptacion del Comité Etico de Investigacion Clinica
(CEIC), de la Corporaci6 Sanitaria Parc Tauli.
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RESULTADOS






1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE DATOS CLINICO-PATOLOGICOS:
Sexo:

De los 87 GISTs estudiados, 40 casos se presentan en mujeres (46%) y

47 casos en hombres (54%).

Edad:
El rango de edad se encuentra entre los 27 y 90 afios, con una media de

65,61 afos (DE= 13,942) y mediana de 67, tal y como refleja el histograma.
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Los GIST, en nuestra serie, se distribuyen con mas frecuencia en el intervalo

comprendido entre los 51 y los 80 afios (Tabla.14).

Tabla. 14: Distribucion por grupos de edad

Edad (afos) N° Casos Porcentaje %
20-30 1 1,14
31-40 5 5,74
41-50 7 8,04
51-60 16 18,39
61-70 21 24,13
71-80 24 27,58
81-90 13 14,94
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Sintomas de presentacion:

Se conocen los sintomas de presentacion en 70 casos. Fue un hallazgo
incidental en 16 casos (22,9%). El sintoma mas frecuente de debut fue
hemorragia digestiva (incluyendo melenas, hemorragia digestiva alta y
rectorragia) en 23 casos (32,9%), dolor abdominal o epigastralgia en 11 casos
(15,7%) y clinica de suboclusion intestinal en 5 casos (7,1%) . Entre los
sintomas menos frecuentes destacan: sindrome toxico (1), tenesmo (1),

abdomen agudo (1), isquemia intestinal (1) y hemoperitoneo (1).

n° casos
25-
O Hemorragia digestiva
20771 O Incidental
1547 O Dolor abdominal
O Suboclusion intestinal
1017 | @ Masa tumoral
51 @ Ausencia de sintomas
O Anemia
0+ O Perforacion tumoral

Sintomas de presentacion

Fig. 30 Grafico de distribucién de los sintomas de presentacion.

Localizacion tumoral:

De los 87 casos de GIST, 40 casos se localizaron en intestino delgado (46%),
37 casos en estdmago (42,5%), 5 casos a nivel colorectal (5,74%), y 5 casos
fueron extragastrointestinales (5,74%), concretamente localizados en

retroperitoneo (3), epiplon (1) y pelvis (1)
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n° casos
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@ Intestino delgado

O Colon-recto

O Extragastrointestinal
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V
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Localizacion

Fig. 31. Gréfico de distribucién segun la localizaciéon tumoral.

A continuacién mostramos fotografias macroscépicas de algunos de los casos
de nuestra serie (Fig.32):
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Fig. 32. Macrofotografias de los GISTs de nuestra serie: (A-B) GIST con
adenocarcinoma de colon sincrénico; (C-D) tumor con crecimiento en “reloj de arena”
que ulcera extensamente la mucosa; (E-J) tumores con crecimiento mural; (K-L)
tumor que ulcera focalmente la mucosa, con crecimiento en “reloj de arena”.
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Tamano tumoral:

El tamafio, junto con el nUmero de mitosis y la localizacion, es un parametro

importante para valorar y establecer el riesgo prondéstico. En nuestra serie, el

rango de tamafio tumoral se encuentre entre 1 y 26 cm, con una media de

7,87 cm (DE=5,376) y mediana de 6 cm., tal y como refleja el histograma.
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Siguiendo la clasificacion de Miettinen, en funcién del tamafio, los GISTs, en

nuestra serie, se distribuyen con mas frecuencia en el intervalo comprendido

entre >5 <10 cm (Tabla.15).

Tabla. 15: Distribucion por grupos de tamafio

Tamafio(cm) N° Casos Porcentaje %
<2 10 11,5
>2<5 24 27,5
>5 <10 32 36,7
> 10 21 23,8

Recuento mitdtico:

En el recuento de mitosis en 50 campos microscépicos de gran aumento se

obtuvo una media de 7,40 mitosis/50CGA, una mediana de 3, y un rango de

0-110 mitosis/50CGA, tal y como refleja el histograma.
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Siguiendo la clasificacion de Miettinen, en funcion del nimero de mitosis/50
CGA, los GISTs, en nuestra serie, se distribuyen con mas frecuencia en el
intervalo < 5/CGA (Tabla.16) .

Tabla. 16: Distribucion por grupos de recuento mitético.

Mitosis (50 CGA) N° Casos Porcentaje %
<5 60 68,9
>5 27 30,4

Grupos de riesgo pronostico:

Todos los casos incluidos en la serie se han clasificado segun los criterios de
NIH-Fletcher 2001 y NCCN-Miettinen 2006.

Siguiendo los criterios de Fletcher nuestros casos se distribuyen de la siguiente
manera : 5 casos cumplen criterios de Muy Bajo Riesgo (5,7%), 23
casos de Bajo Riesgo (26,4%), 24 casos de Riesgo Intermedio (27,6%) y 35
casos de Alto Riesgo (40,2%).
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Tabla.17 Clasificacion grupos de riesgo segun criterios Fletcher

indice mitético (50CGA)** Tamafio* Grupo de riesgo: n (%)
<5 mitosis <2cm MBR: 5 (5,7%)
<5 mitosis 2-5cm BR: 23 (26,4%)
6-10 mitosis <5cm
<5 mitosis 5-10 cm
>5 mitosis >5cm
Cualquier indice >10 cm

> 10 mitosis

Cualquier tamafio

Siguiendo los criterios de Miettinen nuestros
siguiente manera (Tabla.18): 15 casos cumplen criterios de Muy Bajo Riesgo
(18,3%), 19 casos de Bajo Riesgo (23,2%), 19 casos de Riesgo Intermedio
(23,2%) y 29 casos de Alto Riesgo (35,4%). Al grupo de Alto Riesgo hay que
afiadir los 5 casos con localizaciones extraintestinales (5,7%), en los que la

casos se distribuyen de la

localizacion no modifica su riesgo, calculado en funcion del tamafio y numero

de mitosis.

Tabla.18 Clasificacion grupos de riesgo segun criterios Miettinen.

indice
mitotico (50
CGA)

Tamano

Intestino

Estomago delgado

Otras
localizaciones

Intestino
grueso

2 cm

MBR: 15 (18,3%)

>2 <5
cm

MBR

< 5 mitosis
>5 <10

cm
>10 cm

2 .cm
>2 <5
cm
>5 <10
cm

>5 mitosis

>10 cm
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Cuando comparamos la distribucion de los casos de nuestra serie, segun se
apliquen los criterios de Fletcher o Miettinen, observamos que al clasificar
utilizando los criterios de Miettinen aumentan los casos en el grupo de Muy
Bajo Riesgo, a expensas de la reclasificacion que se produce en el resto de
grupos de riesgo, condicionada por la localizacion (Fig.33).

40
35
30
25
20
15
10

5

0 -

O Fletcher
@ Miettinen

n° casos

MBR BR RI AR

Grupos de riesgo

Fig. 33 Grafico comparativo de la distribucion de los grupos de riesgo segun criterios de
Fletcher y Miettinen (incluidos los 5 casos de localizacion extraintestinal).

Tipo histolégico:

Segun el aspecto morfolégico en nuestra serie predomina el tipo fusocelular,
observado en 42 GISTs (48,3%), seguido del tipo mixto en 28 casos (32,2%) y
del tipo epitelioide en 17 casos (19,5%) (Fig.34).
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Fig. 34. Diferentes tipos morfologicos (HE): (A y B) epitelioide, (C) fusocelular, (D)
mixto

Si representamos en grafica de barras como se distribuyen los casos,
observamos (Fig.35):

n° casos

45
40

35

30
25 O Fusocelular

20 @ Epitelioide

15 O Mixto

10
5
0

Fusocelular Epitelioide Mixto

Fig. 35. Grafico de distribucién segun los tipos morfoldgicos.

Otros parametros histoldqgicos:

Con respecto a los otros parametros histolégicos valorados, en nuestra serie se
ha observado (Tabla.19): ulceracién de la mucosa en 24 casos (27,6 %),
necrosis en 47 casos (54%), quistificacion en 30 casos (34,5 %), presencia de
matriz mixoide en 22 casos (25,3 %), vacuolizacion citoplasmética en 27 casos
(31 %), fibras esquenoides en 13 casos (15 %), empalizadas nucleares, tipo
schwannoma-like, en 41 casos (47,2 %), vascularizaciébn prominente en 72
casos (82,7 %) y atipia en 35 casos (40,2%).
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Tabla.19 Resumen de otros hallazgos histologicos descritos

Parametro N° Casos Porcentaje %
Ulceracién mucosa 24 27,6
Necrosis 47 54
Quistificacion 30 34,5
Matriz mixoide 22 25,2
Vacuolizacién citoplasmatica 27 31
Fibras esquenoides 13 15
Empalizadas 41 47,2
Vascularizacion 72 82,7
Atipia 35 40,2

Tal y como se ha comentado los GISTs pueden presentar distintas morfologias
y patrones aequitecturales. A continuacion representamos los hallazgos

morfolégicos observados en nuestra serie (Fig.36):
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Fig. 36 Patrones morfologicos y arquitecturales (HE): (A) atipia; (B) vacuolizacion
citoplasmatica; (C) células gigantes multinucleadas asociadas a estroma mixoide; (D)
células con citoplasma claro asociadas a fina trama vascular; (E) patrén nefroma-like;
(F) patron circinado; (G) patron edematoso; (H) empalizadas simulando hipocampo;
(1) fibras esquenoides; (J) patron nodular; (K) patron lobular; (L) patron glomeruloide;
(M) patrén sinusoidal; (N) nidos epitelioides asociados a estroma mixoide.

2. ANALISIS DESCRIPTIVO DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO:
Los controles externos e internos asociados a cada caso mostraron un patrén
de positividad o negatividad segun lo esperado, indicando una correcta

optimizacion de la técnica y de los anticuerpos estudiados.

c-kity CD34:
c-kit (CD117) ha sido positivo en todos los casos de la serie. En 9 casos

(10,3%) la positividad observada fue débil, en 10 casos (11,5%) fue moderada,

y en 68 casos (78,2%) fue intensa (Fig. 37).

-120 -



%casos 80
70

60

50

40

30

20

10

0

débil (1+) moderada Intensa (3+)
(29)

Intensidad c-kit

Fig. 37 Grafico de distribucion segun la intensidad de c-Kit.

Segun el patron de tincibn de c-kit, encontramos casos con patron de
membrana, citoplasmatico o de tipo Golgi. Frecuentemente se observan de
forma combinada, aunque también se pueden presentar de forma aislada
(Fig.38). En nuestra serie 33 casos (37,9%) presentan patron de tipo Golgi. La
positividad fue focal en 13 casos (14,9%) y difusa en 20 casos (22,9%).

CD34 fue positivo en 70 casos (80,5%).

Fig. 38 Patron de tincién inmunohistoquimico de c-Kit: (A) citoplasma y membrana; (B)
membrana y Golgi; (C y D) citoplasma y Golgi.
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Otros marcadores IHO:

La frecuencia de expresion del resto de marcadores inmunohistoquimicos

estudiados se describe a continuacion (Tabla.20).

Tabla.20. Resumen de expresion de marcadores inmunohistoquimicos.

Anticuerpo N° Casos Porcentaje %
Actina 11 12,6
Desmina 8 9,2
Proteina S-100 8 9,2
Enolasa 67 77

indice de proliferacion Ki-67:

La actividad proliferativa la valoramos con el anticuerpo Ki-67, en funcion del

porcentaje (%) de nucleos tefidos.

El rango de expresion de Ki-67 se encuentra entre 1-25%, con una media de

4% (x DE=5,45) y mediana de 2%, tal y como refleja el histograma.

Los GIST, en nuestra serie, se distribuyen con mas frecuencia en el intervalo

entre 1-2%.

Fracusnzis

Histograma

AU =

KIBT_%

En 7 casos (8%) la tincién fue no valorable (NV) (excluidos del analisis

estadistico del porcentaje de expresion de Ki67), 35 casos (40,2%) mostraron
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una expresion del 1%, 16 casos (18,4%) del 2%, 17 casos (19,5%) entre 3-5%,
y 12 casos (13,6%) una expresion superior al 5% (Fig.39, 40).

n° casos

NV 1% 2% 3-5% >5%
% Ki-67

Fig. 39 Grafico de distribucion segun el indice de proliferacion Ki-67.

--
--

Fig. 40 Ejemplos de indice de proliferacion Ki-67: (A) 1%; (B) 5%; (C) 10%; (D): 20%
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3. ASOCIACIONES ENTRE PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS:

LOCALIZACION TUMORAL

a) parametros histoldgicos:

Los GISTs localizados en estomago presentan matriz mixoide en el 45,9% de

los casos y los localizados en intestino delgado en el 10%, esta diferencia es

estadisticamente significativa (p=0,0001).

Los GISTs localizados en estbmago presentan vacuolizacion citoplasmatica en

el 51,4% de los casos y los localizados en intestino delgado en el 15%, esta

diferencia es estadisticamente significativa (p=0,001)

Tabla.21 Asociacién entre localizacién tumoral y pardmetros histologicos.

Localizacion
Estébmago | Intestino delgado p*
Parametro histoldgico (n=37) (n=40)
Matriz mixoide (si) 17 (45,9%) 4 (10%) <0,001
Vacuolizacion citoplasmatica (si) | 19 (51,4%) 6 (15%) 0,001

*test X

b) tipo histoldgico:

Los GISTs localizados en intestino delgado se asocian con mas frecuencia a

morfologia de tipo mixto, con respecto a los de localizacion gastrica (p=0,006)

Tabla.22 Asociacion entre localizacion tumoral y tipo histolégico.

Localizacion
Estébmago Intestino delgado
Tipo histolégico (n=37) (n=40)
Fusocelular 20 (54,1%) 17 (42,5%)
Epitelioide 11 (29,7%) 4 (10,0%) 0,006
Mixto 6 (16,2%) 19 (47,5%)
*test x°

- 124 -




c) intensidad de tincion inmunohistoguimica para c-kit:

Los GISTs localizados en intestino delgado se asocian con mas frecuencia a
tincion con marcada intensidad (3+) de c-kit, con respecto a los de localizacion
gastrica (p=0,016)

Tabla.23 Asociacion entre localizacion tumoral e intensidad de c-kit.

Localizacion
Estdbmago | Intestino delgado p*
Intensidad tincion de c-kit (n=37) (n=40)
Débil (1+) 5 (13,5%) 3 (7,5%)
Moderada (2+) 8 (21,6%) 1 (2,5%) 0,016
Marcada (3+) 24 (64,9%) 36 (90%)
*test X°
d) CD34:

Los GISTs localizados en estdbmago se asocian con mas frecuencia a
expresion de CD34, con respecto a los localizados en intestino delgado
(p=0,0001)

Tabla.24 Asociacion entre localizacion tumoral y expresion de CD34.

Localizacion
Estébmago Intestino delgado p*
(n=37) (n=40)
CD34 (si) 37 (100%) 24 (61,5%) <0,001

*test X

GRUPQOS DE RIESGO

a) parametros histoldgicos:

Conforme aumenta el riesgo de los GISTs observamos mas tendencia a
presentar necrosis (p<0,001).
Los GISTs que presentan con mas frecuencia matriz mixoide (p=0,028) vy

vacuolizacién citoplasmatica (p=0,035) se asocian a Alto Riesgo

-125-



Tabla.25 Asociacidén entre grupos de riesgo y parametros histolégicos.

Criterios 2006

Muy Bajo Bajo Riesgo Alto o*
Riesgo Riesgo Intermedio Riesgo
Parametro histoldgico (n=15) (n=19) (n=19) (n=29)
_ 6 22
Necrosis (si) 1 (2,4%) 13 (31%) <0,001**
(14,3%) (52,4%)
o 3 13
Matriz mixoide (si) 3 (14,3%) 2 (9,5%) 0,028
(14,3%) (61,9%)
Vacuolizacion 3 14
_ » 6 (23,1%) 3 (11,5%) 0,035
citoplasmatica (si) (11,5%) (53,8%)

*test )(2

**test asociacion lineal por lineal

b) patron de tincién inmunohistoguimica para c-kit:

Conforme aumenta el riesgo de los GISTs observamos mas tendencia a

expresar tincién de c-kit con patron de Golgi (p=0,021)

Tabla.26 Asociacidén entre grupos de riesgo y patrén de c-kit.

Criterios 2006
Muy Bajo Bajo Riesgo Alto p*
Riesgo Riesgo Intermedio Riesgo

Patron c-kit (n=15) (n=19) (n=19) (n=29)
Patrén Golgi 14

2 (6,7%) 6 (20%) 8 (26,7%) 0,021**
(si) (46,7%)
*test X

**tast asociacion lineal por lineal

c) CD34:

Los GISTs con expresion de CD34 tienen tendencia a acumularse en el grupo

de Alto Riesgo, aunque no se demuestran diferencias estadisticamente

significativas (p=0,091)
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Tabla.27 Asociacion entre grupos de riesgo y expresion de CD34.

Criterios 2006

Muy Bajo Riesgo | Bajo Riesgo | Riesgo Intermedio | Alto Riesgo | P*
(n=15) (n=19) (n=18) (n=29)

CD34 (s)) | 15 (22,7%) 15 (22,7%) 14 (21,2%) 22 (33,3%) | 0,091

*test X

d) indice de proliferacion Ki-67:

Los GISTs del grupo de Alto Riesgo presentan expresion elevada de Ki67 con
significacion estadistica (p<0,001), con una expresion media de 8,04%.
Mediante pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis/ U de Mann-Whitney) se
comparan los grupos de riesgo entre si, y se obtienen diferencias
estadisticamente significativas que refuerzan la asociacion entre expresion
elevada de Ki-67 y el grupo de Alto Riesgo, con respecto a Muy Bajo Riesgo
(p=0,001), Bajo Riesgo (p<0,001) y Riesgo Intermedio (p=0,001).

También se observan diferencias al comparar la expresion media de Ki-67 en el

grupo de Bajo Riesgo frente al grupo de Riesgo Intermedio

Tabla.28 Asociacion entre grupos de riesgo y % de expresion de Ki67.

Criterios 2006 (n) Ki-67%"*
Muy Bajo Riesgo (n=14) 2,14 £1,65
Bajo Riesgo (n=16) 1,19+£0,40
Riesgo Intermedio® (n=19) | 2,26 + 1,69
Alto Riesgo” (n=27) 8,04 +7,74
1.media + DE

2.Kruskal-Wallis, p<0,001

3.Diferencias estadisticamente significativas (p=0,01) con el grupo de bajo
riesgo en la comparacion 2 a 2 (U de Mann-Whitney)

4.Diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) con todos los grupos en
la comparacion 2 a 2 (U de Mann-Whitney)
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p < 0,001

Ki67%

VBR BR Rl AR
Criterios 2006

Grafico de las medias + 2xEEM de expresion de KI-67 en cada grupo de riesgo.

TIPO HISTOLOGICO

a) parametros histolégicos:

Los GISTs con morfologia epitelioide presentan con mas frecuencia matriz
mixoide (p=0,001) y vacuolizacién citoplasmatica (p=0,004), con respecto al
resto de tipos histologicos.

Los GISTs con morfologia fusocelular presentan con mas frecuencia

empalizadas nucleares (p<0,001), con respecto al resto de tipos histologicos

Tabla.29 Asociacién entre tipos histolégicos y parametros histolégicos.

Tipo histolégico
Fusocelular | Epitelioide Mixto p*
Parametro histologico (n=42) (n=17) (n=28)
Matriz mixoide (si) 6 (14,3%) | 10 (58,8%) | 6 (21,4%) | 0,001
Vacuolizacion citoplasmatica (si) | 9 (21,4%) | 11 (64,7%) | 7 (25%) | 0,004
Empalizadas (si) 32 (76%) 1(5,9%) | 8 (28,6%) | <0,001

*test x°
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b) intensidad de tincidén inmunohistoquimica para c-kit:

Los GISTs con morfologia fusocelular se asocian con mas frecuencia a tincion

con marcada intensidad (3+) de c-kit (p=0,035), con respecto al resto de tipos

histoldgicos, epitelioide y mixto

Tabla.30 Asociacion entre tipos histolégicos e intensidad de c-kit.

Tipo histolégico

Fusocelular | Epitelioide | Mixto p*
Intensidad de c-kit (n=42) (n=17) (n=28)
Débil (1+) 2(48%) | 2(4.8%) |38(90,5%)
Moderada (2+) 4 (23,5%) | 4 (23,5%) | 9 (52,9%) | 0,035
Marcada (3+) 3(10,7%) | 4 (14,3%) | 21 (75%)

*test X

OTROS PARAMETROS HISTOLOGICOS

a) matriz mixoide:

Los GISTs que presentan matriz mixoide se asocian con mas frecuencia a

vacuolizacién citoplasmatica (p<0,001)

Tabla.31 Asociacion entre matriz mixoide y vacuolizacion citoplasmatica.

Vacuolizacion citoplasmatica

Si NO p*
Matriz mixoide (n=27) (n=60)
Si 17 (77,3%) 5 (22,7%)
<0,001
NO 10 (15,4%) 55 (84,6%)
*test x°

b) empalizadas nucleares:

Los GISTs que presentan empalizadas

frecuencia a atipia nuclear (p=0,048)
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4. ANALISIS DESCRIPTIVO DE MUTACIONES EN C-KIT Y PDGRFRA:
En nuestra serie encontramos 65 casos (74,7%) que presentan mutacion del

gen c-KIT, 11 casos (12,6%) con mutacién en el gen PDGFRA y 11 casos

Tabla.32 Asociacion entre empalizadas y atipia.

Atipia
Si NO
Empalizadas (n=35) (n=52) p*
si 21 (51,2%) | 20 (48,8%)
0,048
NO 14 (30,4%) | 32 (69,6%)
*test x°

(12,6%) WT para las mutaciones estudiadas

mutado los casos se distribuyen de la siguiente manera: 55 casos (63,2%) con
mutacion en el exon 11 de c-KIT, 10 casos (11,5%) en el exon 9 de c-KIT,
1 caso en el exén 12 de PDGFRA y 10 casos (11,5%) en el exon 18 de

PDGFRA, tal y como se detalla en el siguiente gréafico

% casos

. En funcién del exén

60
50+
40+
30+
20+
104

NAVAVAVANAN

exon 11 c-KIT exén 9 c-KIT

exon 18

PDGFRA

WT

Distribucién de las mutaciones segun el exén afectado.
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Tabla.33 Mutaciones recogidas en la serie

c = S o
2l 8 |8g & | o | NE|8& | u 2
o @ o — c W c W < O
o| 5 |28 2| 2 | 88|88 & g
= s 6% ¢ S Wa | Wa S

2 i o =
1 |ID BR Mutado p.A503_Y504dup
2 |ID AR Mutado p.Q556_1573del
3 | estomago | BR Mutado p.S566_E571del
4 1D BR Mutado p.L576P
5 |ID AR Mutado p.M553_Y554delinsN
6 |ID AR Mutado p.A503_Y504dup
7 |ID BR Mutado p.M552_E554delinsK
8 | estomago | BR Mutado p.D579del
9 |ID RI Mutado p.M552 W557del
10 | ID RI Mutado p.K550 W558delinsR
11 |ID RI Mutado p.V555_1571del
12 |ID RI Mutado p.L576P
14 | 1D BR WT WT WT WT WT WILD TYPE
15 | estbmago | MBR WT WT WT WT WT WILD TYPE
16 | estdbmago | BR Mutado p.D842V
17 | estémago | BR Mutado p.Y553S+W557C+K558N
18 | estbmago | MBR Mutado p.D842V
19 | ID RI Mutado p.P551del
20 | ID AR Mutado p.W557R
21 |ID AR Mutado p.L576P
22 |ID RI Mutado p.W557 K558del
23 |1G AR Mutado p.K550_V555delinsL
24 | estomago | MBR Mutado p.V560G
25 |ID BR Mutado p.I1563_T574delinsTP
26 | ID AR Mutado p.V559del
27 | estomago | MBR Mutado p.D842V
28 | estomago | MBR Mutado p.L576P
29 |IG AR Mutado p.591 592insVYDHKWEFPRNRLS
30 |IG AR WT WT WT WT WT WILD TYPE
31 | EGI AR Mutado p.D842Y
32 | EGI AR Mutado p.W557G
33 |1G AR Mutado p.W557 K558del
34 |ID BR Mutado p.P551 E555delinsQ
35 | estomago | AR Mutado p.M552_V559delinsl|
36 | ID RI Mutado p.V559del
37 | EGI AR Mutado p.D842V
38 | estomago | MBR Mutado p.D842V
39 |ID AR Mutado p.V560 L576del
40 | estbmago | MBR Mutado p.D842V
41 | estomago | MBR Mutado p.M552_Y553delinsN
42 |ID BR Mutado p.V560E
43 | estomago | RI Mutado p.D842_H845del
44 | ID AR Mutado p.P551 W557delinsR
45 | ID RI Mutado p.A503_Y504dup
46 | ID RI Mutado p.A503 _Y504dup
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47 | EGI AR Mutado p.P551_E554del
48 | ID BR Mutado p.T574_H580del
49 | ID RI Mutado p.W557_K558delinsE
50 | ID RI Mutado p.D572_P573dup
51 | estomago | RI Mutado p.L576_D579dup
52 | ID AR Mutado p.A503_Y504dup
53 | ID AR Mutado p.A503_Y504dup
54 | estomago | MBR Mutado p.Y578 D579dup
55 | ID RI WT WT WT WT WT WILD TYPE
56 | ID RI WT WT WT WT WT WILD TYPE
57 | estémago | RI WT WT WT WT WT WILD TYPE
58 | estomago | MBR Mutado p.V560D
59 |IG BR Mutado p.E554 K558del
61 | estomago | AR Mutado p.D579del
62 | estomago | AR Mutado p.A503_Y504dup
63 | estomago | AR Mutado p.E554_K557del
64 | estomago | BR Mutado p.W557R
65 | ID AR Mutado p.V569 L576del
66 |ID AR Mutado p.K550 K558del
67 | estébmago | AR WT WT WT WT WT WILD TYPE
68 | estomago | AR WT WT WT WT WT WILD TYPE
69 | estomago | MBR Mutado p.M552_V559delinsl
70 | estomago | AR Mutado p.D842V
71 | estomago | MBR Mutado p.W557_K558del
73 | estomago | AR Mutado p.P551_E554del
74 | ID AR | Mutado p.A503_Y504dup
75 | ID RI Mutado p.V560D
76 | estbmago | MBR WT WT WT WT WT WILD TYPE
77 | estomago | AR Mutado p.P551_ E554del
78 | estbmago | MBR| WT WT WT WT WT WILD TYPE
79 | estomago | RI Mutado p.W557_K558del
80 | ID BR Mutado p.E554 Q556delinsV
81 | estémago | BR WT WT WT WT WT WILD TYPE
82 | estomago | AR Mutado p.D842V
83 | ID AR Mutado p.D579del
84 |ID BR Mutado p.V559A
85 | EGI AR Mutado p.Y553 Q556del
86 | ID BR Mutado p.A503_Y504dup
87 | estbmago | RI Mutado p.A503_Y504dup
88 | estomago | BR Mutado p.V560D
89 |ID AR Mutado p.D579del
90 | estbmago | MBR Mutado p.V560del
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5. ASOCIACIONES ENTRE MUTACIONES Y PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS:
MUTACIONES EN EL EXON 11 DE c-KIT

En los 55 casos que presentan mutacion en el exdn 11 encontramos los

siguientes tipos de mutaciones . 35 casos (63,6%) presentan
deleciones/deleciones-inserciones (del/indel), 16 casos (29,1%) mutaciones
puntuales, 3 casos (5,5%) duplicaciones y 1 caso (1,8%) insercion/inversion.

La mutacion se localiza en la region hot-spot, entre los codones 557-559, en 12
casos (21,8%).

n° casos 35./

301
251
201
151
101

O Del/delins
@ Mutac punt
O Duplic

O ns/inv

Tipo mutacién exén 11

Distribucién de los tipos de mutacion en el exon 11.

Segun el tipo de mutacién concreta, tal y como se puede observar en la tabla
de resultados detallada al principio se trata de un grupo de
mutaciones heterogéneo, en el que destacan con mas frecuencia las
siguientes: W557_K558del en 4 casos, D579del en 4 casos, L576P en 4 casos

, P551 E554del en 3 casos, V560D en 3 casos, W557R en 2 casos,
V559del en 2 casos y M552_V559delins en 2 casos. El resto de mutaciones se

producen de forma aislada.
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|
|

mutacién p.L576P (CCT>CTT).

Secuencia del exén 11 del gen C-KIT en uno de los casos con presencia de

a) edad:

Cuando estudiamos la asociacién con otros parametros y comparamos la

media de edad del grupo con mutacién en el exon 11 con respecto al grupo con

mutacion en otros exones, observamos que los GISTs con mutacion en el exon

11 de c-KIT se asocian con mas frecuencia a edad avanzada, de forma

estadisticamente significativa (p=0,023), con respecto a los que no presentan

mutacion en el exén 11

Tabla.34 Asociacion entre mutacion en

el exdn 11 y edad.

Mutacién exén 11

. Dif ia d [ I % 13
) (NO) iferencia de medias | 1C 95% p
(n=55) (n=32)
Edad -13,007 a
(media+DE) 68,18+14,099 | 61,19+12,691 -6,994 0,081 0,023

*test t de Student
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Sin embargo, no se observan diferencias al comparar la media de edad con la
localizacion de la mutacién en la region hot-spot ni entre la media de edad y el

tipo de mutacion.

b) sexo:

Observamos que los GISTs de nuestra serie con mutacion en el exén 11 son
mas frecuentes en mujeres (p=0,036), con respecto a los que no presentan
mutacion en el exon 11. El riesgo de las mujeres de presentar mutacion en el
exén 11 es superior al de los hombres: OR = 2.64, IC95% = [1.06 a 6.60]

Tabla.35 Asociacién entre mutacion en el exén 11 y sexo.

Mutacién exén 11
Si NO p*
Sexo (n=55) (n=32)
Mujer 30 (75,0%) 10 (25%)
0,036
Hombre 25 (53,2%) 22 (46,8%)

*test x°

No se han observado diferencias entre ser mujer/hombre y la localizacion de la

mutacion en la region hot-spot, ni entre ser mujer/hombre y el tipo de mutacion.

c) localizacion:

Los GISTs con mutacién en el exdn 11 se localizan con mas frecuencia en
intestino delgado, aunque no se han demostrado diferencias estadisticamente
significativas (p=0,056)

Tabla.36 Asociacién entre mutacién en el exén 11 y localizacion.
Mutacién ex6n 11

Si NO P
Localizacion (n=55) (n=32)
Estémago 19 (39,6%) 18 (62,1%)
0,056 (NS)
Intestino delgado 29 (60,4%) 11 (37,9%)

*test x°
NS=no significativo
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Si representamos de forma gréafica como se distribuye la mutacién en el exén
11 en funcién de la localizacién, observamos que con mas frecuencia se asocia
a GISTs localizados en intestino delgado, seguido de estomago Yy

localizaciones extragastrointestinales

n° de casos

O Estémago
@ID

oIG
OextraTGl

Mutacién exén 11 Otras mutaciones

Distribucion de la mutacion en el exén 11 en funcién de la localizacion.

Respecto al tipo de mutacion, se observa una tendencia a distribuirse de forma
diferente en funcion de la localizacion. Las deleciones/indel tienen mas
tendencia a producirse en GIST de intestino delgado que en estémago.

Las mutaciones puntuales son también frecuentes en intestino delgado, pero
tienden a distribuirse con mas frecuencia en GIST de localizacién gastrica, que
en intestino delgado en comparacion con deleciones/indel (p=0,481)

Tabla.37 Asociacion entre tipo de mutacion en el exén 11 y localizacion.

Localizacion
Estomago Intestino delgado p*
Tipo de mutacion (n=17) (n=28)
Delecion/indel 10 (28,6%) 20 (57,1%)
0,481(NS)
Mutacion puntual 7 (43,8%) 8 (50%)

*test X
NS=no significativo

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los tipos de mutacion

en el exdon 11, en funcion de la localizacion, observamos que las
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deleciones/indel son mas frecuentes en GISTs localizados en intestino delgado,

seguido de estomago y localizaciones extragastrointestinales (Fig.46).

n° de casos 20-

15-

O estomago
@ID
DOotras

10

Delecioén/indel Mutacién puntual

Fig.46 Distribucion de los tipos de mutacion en el exén 11 més frecuentes en funcién de
la localizacion.

d) grupos de riesgo:

La mutacion en el exdn 11 no presenta diferencias estadisticamente
significativas de distribucion cuando comparamos los diferentes grupos de
riesgo, aungue se distribuye con mas frecuencia en el grupo de alto riesgo

(Fig.47).

n° de casos
20-
154
OMBR
BEBR
ORI
OAR

Mutacién exén 11 Otras mutaciones

Fig.4 7 Distribucion de la mutacion en el exon 11 en funcién de los grupos de riesgo.

Los casos con mutacion en la region hot-spot del exon 11 tienen tendencia a
distribuirse en los GIST de riesgo intermedio y alto riesgo, y se distribuyen con
poca frecuencia en GIST de muy bajo riesgo, sin demostrarse diferencias

estadisticamente significativas (Fig.48).
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n° de casos

14
12
10

oON b O @

HOT-SPOT

OTROS CODONES

OMBR
OBR
@RI
OAR

Distribucién de casos con mutacién en la region hot-spot en funcién del grupo

de riesgo.

Los tipos de mutacion se distribuyen de forma diferente segun el grupo de

riesgo. Las deleciones/indel tienden a distribuirse con mas frecuencia en GISTs

de alto riesgo (p=0,043), mientras que las mutaciones puntuales se distribuyen

por igual en cualquier grupo de riesgo

Tabla.38 Asociacion entre grupos de riesgo y tipo de mutacion en el exén 11.

Criterios 2006

Muy Bajo Bajo Riesgo Alto p*
Tipo de Riesgo Riesgo Intermedio Riesgo
mutacion (n=7) (n=13) (n=10) (n=18)

15
Delecion/indel 4 (12,1%) 6 (18,2%) 8 (24,2%)
(45,5%)
0,043**

Mutacion

3 (20%) 7 (46,7%) 2 (13,3%) 3 (20%)
puntual
*test )(2

**tast asociacion lineal por lineal

El grupo de duplicaciones es menos frecuente (3 casos), observamos 1 caso

en GIST de Muy Bajo Riesgo y en 2 casos en GIST de Riesgo Intermedio. Sélo

hay 1 caso de mutacion del tipo ins/inv identificado en un GIST de Alto Riesgo
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n° de casos 16
141
124
101 OMBR
OBR
8-
A RI
64
OAR
4-
2-/j
0-
Delecién/delins Mutacion puntual ~ Duplicaciéon Ins/inv

Distribucion de los tipos de mutacion en el exén 11 en funcion del grupo de
riesgo.

e) tipo histoldgico:

Respecto a la morfologia que pueden presentar los GISTs, la mutacién en el
exoén 11 se asocia con mas frecuencia al tipo histoldgico fusocelular (p=0,006)

Asociacion entre mutacion en el exon 11 y tipo histologico.
Tipo histolégico

Fusocelular | Epitelioide |  Mixto p*
(n=42) (n=17) (n=28)

Mutacién exén 11 (si) | 33 (60%) | 6 (10,9%) | 16 (29,1%) | 0,006

*test x°

Si representamos de forma gréfica como se distribuyen los GISTs con mutacién
del ex6n 11 en funcidn del tipo histologico, observamos que la mayoria
corresponden al tipo fusocelular, cuando lo comparamos con el resto de

mutaciones
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(o]
n°casos  3g.

301
251

O Fusocelular
— O Epitelioide
— O Mixto

201
151

101

i
\\\\I\\

o

Mutacién exén 11 Otras mutaciones

Distribucion de la mutacion en el exén 11 en funcion del tipo
histolégico.

No se han observado diferencias estadisticamente significativas entre la

distribucion de GISTs con mutacion en el exén 11 en la region hot-spot en

funcién del tipo histologico. Tampoco entre la distribucion del tipo de mutacion,

aunqgue las mutaciones del/indel son mas frecuentes en los tipos fusocelular y

mixto

n° de casos 20-

1817

161717

1447

12177

O Fusocelular
O Epitelioide
0O Mixto

Delecioén/indel Mutacién puntual Duplicacion Ins/inv

Distribuciéon de la mutacion en el exén 11 en funcion del tipo de mutacion.
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f) intensidad de expresion de c-kit:

Los casos de GIST con mutaciéon en el exoén 11 se asocian con mas frecuencia
a tincidn con intensidad marcada (3+) de c-kit (p=0,001), con respecto a los

casos sin mutacion del exon 11

Tabla.40 Asociacion entre mutacion del exon 11 e intensidad de c-kit.

Mutacion exon 11
Si NO p*
Intensidad de c-kit (n=55) (n=32)
Débil (1+) 2 (3,6%) 7 (21,9%)
Moderada (2+) 3 (5,5%) 7 (21,9%) 0,001
Marcada (3+) 50 (90,9%) 18 (56,3%)

*test x°

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los GISTs con mutacion
en el exon 11, en funcion de la intensidad de c-kit, observamos que la mayoria
de casos con mutacién en el exdn 11 expresan tincion con intensidad marcada

(3+) para c-kit, cuando lo comparamos con el resto de mutaciones

n° de casos

401

304 O c-kit débil (1+)
O c-kit moderado (2+)

201 .
O c-kit marcado (3+)
104
O.‘ I

Mutacion exén 11 Otras mutaciones

Distribucién de la mutaciéon en el exén 11 en funcién del la intensidad de c-kit.

No se han observado diferencias estadisticamente significativas entre la
distribucion de GISTs con mutacion en el exon 11 en la region hot-spot y la

intensidad de tincién para c-kit con respecto al resto de mutaciones, aunque
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todos los casos muestran marcada intensidad de  expresion

inmunohistoquimica para c-kit

n° de casos

35
30
25 O c-kit débil (1+)

20 O c-kit moderado (2+)

15 O c-kit marcado (3+)
10

HOT-SPOT OTROS CODONES

Distribucién de casos con mutacién en la region hot-spot del exén 11 en funcién
de la intensidad de c-kit.

g) indice de proliferacion Ki-67:

Los GISTs con mutacion en el exdn 11 no presentan diferencias significativas
al comparar los valores de expresion de Ki-67 con respecto al resto de

mutaciones.

MUTACIONES DEL EXON 9 DE c-KIT
Se trata de un grupo homogéneo en el s6lo hemos encontrado la duplicaciéon
A503_Y504dup en los 10 casos mutados.

a) localizacion:

Los GISTs con mutacion en el exon 9 se localizan con mas frecuencia en
intestino delgado, aunque no se han demostrado diferencias estadisticamente

significativas al compararlo con mutaciones en otros exones (p=0,057)
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Tabla.41 Asociacién entre mutacion del exén 9 y localizacién.

Localizacion
Estémago | Intestino delgado p*
(n=37) (n=40)
Mutacién exén 9 (si) | 2 (20%) 8 (80%) 0,057 (NS)

*test x°
NS=no significativo

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los GISTs con mutacion
en el exdén 9 en funcién de la localizacion, observamos que la mayoria de casos
con mutacién en el exon 9 se localizan en intestino delgado. Ninguno de los 5

casos extragastrointestinales ni los 5 casos colorectales presentan mutacion en

el exon 9

n° de casos S°]

30

254

20

15-

10

5
0

Mutacién exén 9

O Estémago

@ Intestino delgado

O Intestino grueso

O Extragastrointestinal

Otras mutaciones

Distribucion de la mutacion en el exén 9 en funcién de la localizacion.

b) grupos de riesqgo:

La presencia de mutacion en el
estadisticamente significativas de distribucion, en funcién de los diferentes
grupos de riesgo, al comparar con mutaciones en otros exones. No se ha

observado ningln caso con mutaciéon en el exén 9 en el grupo de Muy Bajo

Riesgo

exbn 9 no presenta diferencias

- 143 -




n° de casos

204
OMBR
15
OBR
10 BRI
) 1 AR
04

Mutacién exén 9 Otras mutaciones

Distribucion de la mutacién del exén 9 en funcién de los grupos de riesgo.

C) tipo histolégico:

Respecto a la morfologia que pueden presentar los GISTs, los casos que
presentan mutacioén en el exén 9 se distribuyen con mas frecuencia en el tipo
histoldégico mixto, sin demostrar diferencias estadisticamente significativas

cuando se compara con mutaciones en otros exones

(o]
n° de casos 40-

351

30

251 O Fusocelular

201 O Epitelioide

151 O Mixto

101
5.
0.

Mutacién exén 9 Otras mutaciones

Distribucion de la mutacién en el exén 9 en funcion del tipo histolégico.

d) intensidad de expresién de c-kit:

Los casos de GIST con mutacion en el exdn 9 no muestran diferencias
estadisticamente  significativas en la intensidad de  expresion

inmunohistoquimica para c-kit, al comparar con mutaciones en otros exones.
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e) indice de proliferacién Ki-67:

Los GISTs con mutacion en el exdn 9 se asocian a valores de expresion de Ki-
67 mas elevados (p=0,007)

Tabla.42 Asociacién entre mutacion en el exén 9 y % de expresion de Ki-67.

Mutacién exon 9 (n) Ki-67%"?
Si (n=9) 745,26
NO (n=71) 3,6245,39
1.media = DE

2.Diferencias estadisticamente significativas (p=0,007) (U de Mann-Whitney)

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los GISTs con mutacion
en el exén 9, en funcién de la expresion de Ki-67, observamos que la mayoria
de casos con mutacion en el exdn 9 muestran expresion de Ki-67 superior al
5%

n° de casos

35+
304
251 OKi-67=1%
201 OKi-67=2%
151 B Ki-67=3-5%
101 OKi-67>5%

5.

O.

Mutac ex6n 9 Otras mutac

Distribuciéon de la mutacion en el exdn 9 en funcion de los valores de expresion
de Ki-67.

MUTACIONES DEL EXON 12 DE PDGFRA

Tan s6lo 1 caso de nuestra serie presenta mutaciéon en este exon. El tipo de

mutacion observada es la delecion p.S566_E571.

MUTACIONES DEL EXON 18 DE PDGFRA
De los 10 casos de esta categoria, 8 presentan la mutacion puntual p.D842V, 1

caso presenta la delecion p.D842_HB845 y 1 caso la mutacion puntual p.D842Y
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Secuencia del exén 18 del gen PDGFRA en uno de los casos con presencia de
mutacion p.D842V (GTC>GAT).

a) sexo:
Observamos que los hombres tienen mas riesgo (OR=9,0, IC95%=[1,09 a

74,56]) de presentar mutacion en el exén 18 que las mujeres (p=0,017)

Tabla.43 Asociacién entre mutacion en el exdn 18 y sexo.

Mutacion exoén 18
Si NO p*
Sexo (n=10) (n=76)
Mujer 1 (2,6%) 38 (97,4%)
0,017
Hombre 9 (19,1%) 38 (80,9%)

*test x°
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b) localizacién:

Los GISTs con mutaciéon en el exén 18 se localizan con mas frecuencia en

estdbmago (p=0,002), con respecto a las otras mutaciones

Tabla.44 Asociacion entre mutacion en el exén 18 y localizacion.

Localizacion
Estébmago | Intestino delgado p*
(n=36) (n=40)
Mutacién exdén 18 (si) 8 (100%) 0 (0%) 0,002

*test x°

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los GISTs con mutacion
en el exdn 18, en funcién de la localizacion, se observa mutacion en el exén 18
en 2 de los 5 casos extragastrointestinales y en ninguno de los 5 casos

colorectales

n° de casos

40+

354 O Estémago

301 B Intest
ntestino

251 delgado

201 O Intestino

154 grueso

104 O Extragastroi
ntestinal

54

o.jL h

Mutacién exén 18 Otras mutaciones

Distribucion de la mutaciéon en el exén 18 en funcién de la localizacion.

C) grupos de riesqo:

La mutacion en el exén 18 no presenta diferencias estadisticamente
significativas de distribucidon en los diferentes grupos de riesgo, cuando
comparamos con mutaciones en otros exones, aunque se observa una

tendencia a distribuirse en el grupo de Muy Bajo Riesgo. El conjunto del resto
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de mutaciones se distribuyen con mas frecuencia en el grupo de Alto Riesgo

n° de casos
304
251
20+ OMBR
151 OBR
101 BRI
OAR
S.M
0.

Mutacién exén 18 Otras mutaciones

Distribuciéon de la mutacion en el exén 18 en funcion de los grupos de riesgo.

d) tipo histoldgico:

Respecto a la morfologia que pueden presentar los GISTs, la mutacion en el
exon 18 se asocia con mas frecuencia al tipo histolégico epitelioide (p=0,002),

con respecto al resto de mutaciones

Tabla.45 Asociacién entre mutacion en el exdn 18 y tipo histolégico.
Tipo histolégico

Fusocelular | Epitelioide Mixto p*
(n=42) (n=17) (n=27)

Mutacién exén 18 (si) 1 (10%) 6 (60%) | 3(30%) | 0,002

*test x°

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los GISTs con mutacion
en el exén 18, en funcién del tipo histolégico, observamos que la mayoria
corresponden al tipo epitelioide, cuando lo comparamos con el resto de

mutaciones
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n° de casos

40
35

30
o5 O Fusocelular

20 O Epitelioide

15 0O Mixto
10

Mutacién exén 18 Otras mutaciones

Distribuciéon de la mutacion en el exén 18 en funcion del tipo histolégico.

e) intensidad de expresion de c-Kkit:

Los casos de GIST con mutacion en el exén 18 no se asocian a una intensidad
especifica de c-kit (p<0,001), comparado con el grupo de mutaciones en otros

exones, que expresan con mas intensidad c-kit

Tabla.46 Asociacion entre mutacion en el exén 18 e intensidad de c-kit.

Mutacion exon 18
Si NO p*
Intensidad de c-kit (n=10) (n=76)
Débil (1+) 4 (40%) 5 (6,6%)
Moderada (2+) 3 (30%) 6 (7,9%) <0,001
Marcada (3+) 3 (30%) 65 (85,5%)

*test X

f) indice de proliferacion Ki-67:

Los GISTs con mutacion en el exdn 18 no presentan diferencias significativas
al comparar los valores de expresion de Ki-67 con respecto a mutaciones en

otros exones.

DIFERENCIAS DE ASOCIACION DE PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS ENTRE CADA GRUPO DE MUTACIONES

Hasta ahora se han comparado las diferencias entre los parametros clinico-

patolégicos que han presentado los casos de GISTs con una mutacion
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concreta frente al resto de mutaciones. En este apartado se comparan las
diferencias entre los parametros clinico-patolégicos que han presentado los
casos de GISTs con una mutacidon concreta con respecto a cada una de las
otras mutaciones y los casos wild-type. Se excluye el Unico caso con mutacién

en el exon 12 de PDGFRA ya que no permite realizar calculos estadisticos.

a) sexo:
Observamos una tendencia de distribucion diferente entre hombres y mujeres
con respecto a cada mutacion, pero no se demuestran diferencias

estadisticamente significativas (p=0,06)

Tabla.47 Asociacién entre sexo y mutaciones de c-KIT, PDGFRA, casos WT.

Mutaciones
Exén 11 Exén 9 Exén 18 WT p*
Sexo (n=55) (n=10) (n=10) (n=11)
Mujer 30 (76,9%) | 4 (10,3%) 1 (2,6%) 4 (10,3%)
0,06 (NS)
Hombre 25 (53,2%) | 6(12,8%) | 9(19,1%) | 7 (14,9%)
*test )(2
NS=no significativo
WT= wild-type

Tal y como se ha comentado anteriormente el riesgo de las mujeres de
presentar mutacion del exén 11 es superior al de los hombres: OR = 2.64,
IC95% = [1.06 a 6.60]. Observamos que los hombres tienen mas riesgo
(OR=9,0, 1C95%=[1,09 a 74,56]) de presentar mutacion del exon 18 que las
mujeres (p=0,017).

b) localizacién:

Los GISTs muestran diferencias en la localizacion en funcién del gen (c-
KIT/PDGFRA) y exén mutado (p=0,01). Los GISTs con mutacion en el exon 11
y exdon 9 de c-KIT se localizan con mas frecuencia en intestino delgado,
mientras que los GIST con mutacién en exon 18 de PDGFRA y los GISTs WT

se localizan con mas frecuencia en estbmago (p=0,01)
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Tabla.48 Asociacion entre mutaciones de c-KIT, PDGFRA, casos WT y
localizacion.

Mutaciones
Exon 11 Ex6n9 | Exon 18 WT p*
Localizacién (n=55) (n=10) | (n=10) (n=11)
Estémago 19 (34,5%) | 2 (20%) | 8 (80%) | 7 (63,6%)
Intestino delgado 29 (52,7%) | 8 (80%) 0 (0%) 3 (27,3%)
Intestino grueso 4 (7,3%) 0 (0%) 0 (0%) 1(9,1%) o0t
Extragastrointestinal* 3 (5,5%) 0 (0%) 2 (20%) 0 (0%)

*test x2
! esta localizacion se excluye del calculo estadistico por su baja frecuencia
WT= wild-type

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los GISTs segun la
mutacion que presenten, en funcion de la localizacion, observamos que la
mayoria de casos con mutacion en el exén 11 y 9 de c-KIT se localizan en
intestino delgado y los casos con mutacioén en el exén 18 de PDGFRA y wild-
type en el estbmago. La mayoria de GISTs colorectales presentan mutacion en
el exén 11 de c-KIT. Los GISTs extragastrointestinales presentan mutacion en
el exon 11 de c-KIT y en el 18 de PDGFRA

n° de casos

O Estémago

@ Intestino delgado

O Intestino grueso

| [I O Extragastrointestinal

Ex6n 11 Ex6n9 Ex6n 12 Ex6n 18 WT

Distribucién de las mutaciones en funcién de la localizacion.

C) grupos de riesqo:

Los GISTs con mutacion en el exdn 11 y 9 de c-KIT muestran tendencia a

distribuirse en el grupo de alto riesgo y los casos con mutacion en el exon 18
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de PDGFRA muestran tendencia a distribuirse en el grupo de muy bajo riesgo,

aunque no se demuestran diferencias estadisticamente significativas (p=0,41)

Tabla.49 Asociacién entre mutaciones de c-KIT, PDGFRA, casos WT y grupos de
riesgo.

Mutaciones
Exon 11 Exon 9 Exon 18 WT p*
Criterios 2006 (n=55) (n=10) (n=10) (n=11)
Muy Bajo Riesgo 8 (15,4%) 0 (0%) 4 (50%) 3 (27,3%)
Bajo Riesgo 13 (25%) 2(20%) | 1(12,5%) | 2(18,2%)
0,41(NS)
Riesgo Intermedio 12 (23,1%) | 3(30%) | 1(12,5%) | 3 (27,3%)
Alto Riesgo 19 (36,5%) | 5 (50%) 2 (25%) 3 (27,3%)
*test x°
NS=no significativo
WT= wild-type

La representacion en diagrama de barras puede verse a continuacion

n° de casos
20+
154
OMBR
104 OBR
BRI
5.1 DAR
0

Ex6n 11 Exé6n9 Exén 12 Exé6n 18 WT

Distribucién de las mutaciones en funcién de los grupos de riesgo.

d) tipo histoldgico:

Los GISTs muestran en funcion del gen (c-KIT/PDGFRA) y exon mutado
diferente asociacion con el tipo histolégico (p=0,002). Los GISTs con mutacion
en el exon 11 de ¢c-KIT y los WT se asocian al tipo histologico fusocelular, los

GIST con mutacion en el exdn 9 de c-KIT se asocian al tipo histolégico mixto, y
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los GIST con mutacion en exon 18 de PDGFRA se asocian al tipo histologico

epitelioide

Tabla.50 Asociacién entre mutaciones de c-KIT, PDGFRA, casos WT y tipo histolégico

Mutaciones
Tipo Exén 11 Exén 9 Exén 18 WT p*
histologico (n=55) (n=10) (n=10) (n=11)
Fusocelular 33 (60%) 3 (30%) 1 (10%) 5 (45,5%)
Epitelioide 6 (10,9%) 1 (10%) 6 (60%) 4 (36,4%) | 0,002
Mixto 16 (29,1%) 6 (60%) 3 (30%) 2 (18,2%)
*test x2
WT= wild-type

La representacion en diagrama de barras puede verse a continuacion

n° de casos

35+
30117
25177
20117
15177
10117
0.-

Ex6n 11 Ex6n 9 Exoén 12 Exén 18 WT

O Fusocelular
O Epitelioide
O Mixto

Distribucién de las mutaciones en funcién del tipo histolégico.

e) otros parametros histoldgicos:

Entre todos los parametros histologicos valorados (descritos anteriormente)
observamos que en funcion del gen (c-KIT/PDGFRA) y exdn mutado
encontramos diferente asociacion con la presencia de matriz mixoide
(p=0,043), vacuolizacion citoplasmatica (p=0,030) y empalizadas (p=0,007).

Comparamos las mutaciones dos a dos para identificar entre cuales se produce

asociacion con significacion estadistica
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* GISTs con mutacion en el exén 18 de PDGFRA presentan con
frecuencia matriz mixoide (p=0,003), cuando los comparamos con casos
gque presentan mutacion en el exon 11 de c-KIT.

* GISTs con mutacion en el exén 18 de PDGFRA (p=0,008) y WT
(p=0,017) presentan con frecuencia vacuolizacién citoplasmatica,
cuando los comparamos con casos que presentan mutacién en el exén
11 de c-KIT.

e GISTs con mutacion en el exén 11 de c-KIT presentan con frecuencia
empalizadas nucleares, cuando los comparamos con GISTs con
mutacion en el exon 18 de PDGFRA (p=0,002) y con casos WT
(p=0,035).

Tabla.51 Asociacién entre mutaciones de c-KIT, PDGFRA, casos WT y parametros
histologicos.

Mutaciones

Parametro Exon 11 Exon 9 Exon 18 WT p*
histolégico (n=55) (n=10) (n=10) (n=11)
Matriz mixoide | 9 (16,4%) 3 (30%) 6 (60%) 4 (36,4%) 0,003"
Vacuolizacion 0,008"

_ N 11 (20%) 4 (40%) 6 (60%) 6 (54,5%)
citoplasmatica 0,017"
Empalizadas 34 (61,8%) 3 (30%) 1 (10%) 3 (27,3%) 0,002"
*test ¥

Tdiferencia entre el exén18'y el exén 11

Mgiferencia entre WT y el exon 11

WT=wild-type

Si representamos de forma grafica como se distribuyen los GISTs, segun

determinados parametros histolégicos, observamos que la mayoria de casos

con mutacion en el exon 11 de c-KIT presentan empalizadas, los casos con

mutacion en el exon 18 de PDGFRA presentan matriz mixoide y vacuolizacion

citoplasmatica, y los casos WT presentan vacuolizacion citoplasmatica
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n°de casos 35+
30
O Matriz mixoide
254
20 O Vacuolizaciéon
citoplasma
15+ O Empalizadas
104 nucleares
TL 7
O-

Exo6n 11 Exén 9 Ex6n 18 WT

Distribucién de las mutaciones en funcién de la presencia de matriz mixoide,
vacuolizacion citoplasmatica y empalizadas nucleares.

f) intensidad de expresion de c-kit:

Los GISTs muestran una tendencia diferente de distribucién en funcion de la
intensidad de expresion de c-kit, se demuestra que los casos con mutacion en
el exdn 11 de c-KIT presentan con mas frecuencia expresion de intensidad

marcada (3+) (p<0,001), con respecto a casos con mutacién en el exdén 9

Tabla.52 Asociacién entre mutaciones de ¢c-KIT, PDGFRA, casos WT e intensidad de
c-kit

Mutaciones

Exon 11 Exo6n 9 Exon 18 WT p*
Intensidad de c-kit (n=55) (n=10) (n=10) (n=11)
Débil (1+) 2 (3,6%) 2 (20%) 4 (40%) 1(9,1%)
Moderada (2+) 3 (5,5%) 0 (0%) 3 (30%) 4 (36,4%) <0,001
Marcada (3+) 50 (90,9%) 8 (80%) 3 (30%) 6 (54,5%)
*test X
WT=wild-type

La representacion en diagrama de barras puede verse a continuacion
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n° de casos 50-
454
40
35-
30+ —
25 O c-kit débil (1+)

204 @ c-kit moderado (2+)

154 @ c-kit marcado (3+)

101
5-
0.1

Ex6n Ex6n9 Exén Exén WT
11 12 18

Distribucion de las mutaciones en funcion de la intensidad de c-kit.

g) expresion de CD34:

Se observa que todos los GISTs con mutacion en el exén 9 de c-KIT y en el
exén 18 de PDGFRA y la mayoria de casos wild-type expresan con mas
frecuencia CD34, con respecto a GISTs con mutacion en el exén 11, aunque

estas diferencias no han demostrado significacion estadistica (p=0,052)

Tabla.53 Asociacién entre mutaciones de c-KIT, PDGFRA, casos WT y CD34

Mutaciones
Exén 11 Exén 9 Ex6n 18 WT p*
(n=55) (n=10) (n=10) (n=11)
CD34 (si) 40 (72,7%) | 10(100%) | 10 (100%) | 9 (90%) czl\?;z
*test x°

WT=wild-type; NS=no significativo

h) indice de proliferacion Ki-67:

Los GISTs muestran diferente asociacion con los valores de expresion de Ki-67
en funcién del gen (c-KIT/PDGFRA) y exdén mutado (p=0,05).

Mediante el test U de Mann-Whitney detectamos entre qué mutaciones se
producen las diferencias. Observamos diferencias entre los porcentajes de

expresion de Ki-67 de determinadas mutaciones, de manera que GISTs con
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mutacion en el exdn 9 expresan positividad en un porcentaje mayor de nucleos
en comparacion con los casos que presentan mutacion en el exén 11, en el

exonl18 de PDGFRA y WT, de forma estadisticamente significativa

Tabla.54 Asociacion entre mutaciones de c-KIT, PDGFRA, casos WT y %
de expresion de Ki-67.

Mutaciones Ki-67%"2
Ex6n 11 (50) 3,7845,48
Exon 9 (9) 7,0045,26
Exén 18 (10) 2,40+2,01
WT (11) 4,00+7,14

1.mediazDE (n)

2.Kruskal-Wallis, p=0,05

3.Diferencias estadisticamente significativas (p<0,03) con todos los grupos en la
comparacion 2 a 2 (U de Mann-Whitney)

WT=wild-type

11 p<0,03

Ki67%

T T T
Exon 11 Ex6n 9 Exon 18 WT

Mutacion

Grafico de las medias + 2xEEM de expresion de KI-67 en cada grupo de riesgo.

6. GISTs wild type
De los 87 casos de la serie, 11 casos (12,6%) son wild-type para las
mutaciones estudiadas de c-KIT y PDGFRA.
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Mutaciones en BRAF
Se estudia la mutacion BRAF en los codones 600, 464, 466 y 469, y los 11

casos son wild-type para las mutaciones estudiadas del gen BRAF.

Resumiendo todos los hallazgos que se han ido comentando con anterioridad,

los GISTs WT presentan las siguientes caracteristicas:

a) localizacion:

Los GISTs WT se asocian a localizacion gastrica (p=0,010) cuando

comparamos con el resto de mutaciones.

b) tipo histolégico:

Los GISTs WT se asocian al tipo histologico fusocelular (p=0,002) cuando

comparamos con el resto de mutaciones.

C) otros parametros histolégicos:

Los GISTs WT se asocian a vacuolizacion citoplasmatica (p=0,017) cuando

comparamos con GISTs que presentan mutacién en el exén 11 de c-KIT.

7. ANALISIS DESCRIPTIVO DE NIVELES DE EXPRESION DE miRNASs:
En la siguiente tabla se muestran detallados los resultados de la expresion de
MIiRNA-221, miRNA-222 y miRNA-494 para cada caso de la serie

Tabla.55 Resultado de los niveles de expresion de los miRNA estudiados

= E — N <
2|5 ¢ 5 SE | 8E e | Y| |%
o128 = : 53 | 88 |E| 2|2z

(i

1 |BR | A503 Y504dup
2 |AR Q556 _1573del
3 |BR S566 E571del 0,109 | 0,081 | 0,265
4 |BR L576P 0,331 | 0,288 | 0,656
5 |AR M553_Y554delinsN 0,345 | 0,493 | 0,204
6 |AR A503_Y504dup >>>> 0,469 | 0,338 | 3,780
7 |BR M552 E554delinsK 0,363 | 0,385 | 1,080
8 |BR D579del 0,108 | 0,110 | 0,846
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o | > 2 < - R
S ° S| %2 o503 %3
Olsg © = S0 50 x| = | 2| 2
#1278 : e | ok P E|E
9 |RI M552_W557del 0,031 | 0,018 | 0,193
10 [ RI K550 W558delinsR 0,092 | 0,103 | 0,558
11 |RI V555_1571del 0,500 | 0,358 | 2,234
12 |RI L576P 0,211 | 0,216 | 0,281
14 |BR WT WT WT WT WT | 0,029 | 0,026 | 0,433
15 | MBR WT WT WT WT WT | 0,092 | 0,118 | 0,144
16 |BR D842V 0,361 | 0,267 | 1,044
17 | BR Y553S+W557C+K558N 0,026 | 0,018 | 0,263
18 | MBR D842V 0,355 | 0,228 | 0,398
19 |RI P551del 0,316 | 0,325 | 1,017
20 | AR W557R 0,117 | 0,157 | 1,143
21 |AR L576P
22 |RI W557 K558de
23 |AR K550_V555delinsL 0,165 | 0,212 | 0,193
24 | MBR V560G 0,206 | 0,149 | 0,584
25 | BR 1563 T574delinsTP 0,246 | 0,213 | 1,857
26 |AR V559del 1,880 | 1,441 | 0,719
27 | MBR D842V 0,536 | 0,524 | 0,672
28 | MBR L576P 0,050 | 0,054 | 0,370
591 592insVYDHKWEFP 0,203 | 0,076 | 0,294
29 | AR RNRLS
30 | AR WT WT WT WT WT | 0,203 | 0,173 | 0,399
31 |AR D842Y 0,546 | 1,017 | 2,267
32 |AR W557G
33 |AR W557 K558del
34 |BR P551 E555delinsQ 0,165 | 0,125 | 0,712
35 |AR M552_V559delins| 0,106 | 0,086 | 0,221
36 | RI V559del 0,550 | 0,675 | 0,891
37 | AR D842V 0,173 | 0,173 | 0,158
38 | MBR D842V 0,003 | 0,008 | 0,495
39 |AR V560 L576del 0,081 | 0,069 | 1,354
40 | MBR D842V
41 | MBR M552 Y553delinsN
42 | BR V560E 0,564 | 0,159 | 0,657
43 |RI D842 _H845de
44 | AR P551 W557delinsR 1,467 | 1,015 | 0,106
45 | RI A503_Y504dup 2,109 | 0,712 | 0,402
46 | RI A503_Y504dup 0,104 | 0,056 | 0,039
47 | AR P551 E554del
48 |BR T574 H580del 0,231 | 0,510 | 0,482
49 |RI W557_ K558delinsE 0,223 | 0,180 | 0,255
50 | RI D572 P573dup
S1|RI L576_D579dup 0,017 | 0,010 | 0,518
52 | AR | A503 Y504dup 0,020 | 0,028 | 0,774
53 | AR | A503_Y504dup 0,067 | 0,054 | 0,054
54 | MBR Y578_D579dup 0,049 | 0,045 | 0,768
55 | RI WT WT WT WT WT
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= = o |~ | x
2|88 S E g | 98 |w| 8|8 |%
c|128| Z : e 56 |E| 2| 2|2
*15% § : uE | b BB
56 |RI WT WT WT WT WT | 0,346 | 0,283 | 0,501
57 |RI WT WT WT WT WT 0,023 | 0,045 | 0,0268
58 | MBR V560D 0,076 | 0,076 | 0,134
59 | BR E554 K558del 0,732 | 0,918 | 0,267
61 | AR D579del 0,017 | 0,017 | 0,130
62 | AR A503_Y504dup 0,023 | 0,045 | 0,0268
63 | AR E554 K557del
64 |BR W557R 0,066 | 0,044 | 0,538
65 | AR V569 _L576del 1,084 | 0,626 | 0,426
66 | AR K550 K558del 0,579 | 0,264 | 0,115
67 | AR WT WT WT WT WT | 0,291 | 0,336 | 0,693
68 | AR WT WT WT WT WT
69 | MBR M552_V559delinsl
70 | AR D842V 0,197 | 0,149 | 0,116
71 | MBR W557_K558del
73 |AR P551 E554del 0,246 | 0,279 | 0,348
74 | AR | A503 Y504dup
75 [RI V560D 0,208 | 0,119 | 3,099
76 | MBR WT WT WT WT WT
77 | AR P551 E554del
78 | MBR WT WT WT WT WT
79 |RI W557 K558del 0,113 | 0,100 | 1,137
80 |BR E554 Q556delinsV 0,300 | 0,085 | 0,204
81 |BR WT WT WT WT WT
82 | AR D842V 0,415 | 0,277 | 0,090
83 | AR D579del
84 |BR V559A
85 | AR Y553_Q556del 0,257 | 0,135 | 0,077
86 | BR A503_Y504dup 0,694 | 0,043 | 0,371
87 | RI A503_Y504dup
88 |BR V560D 0,263 | 0,235 | 0,659
89 |AR D579del 0,062 | 0,047 | 0,126
90 | MBR V560del 0,447 | 0,537 | 0,575

A continuacion de describe de forma grafica la expresion de los miRNA
estudiados (MIRNA-221, miRNA-222 y miRNA-494) a partir de histogramas

(Tabla.56). Observamos como en general los niveles de expresion de los

miRNA son inferiores a 1.
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Tabla.56 Valores estadisticos descriptivos de los miRNA estudiados

mMiRNA-221 MiRNA-222 mMiRNA-494

N 63 63 63

Media 0,321 0,253 0,627
Mediana 0,208 0,157 0,426
DE 0,402 0,284 0,703
Minimo 0,003 0,008 0,026
Maximo 2,109 1,441 3,780

—

Los valores de expresion de miRNA-221 presentan un rango entre 0,003 y
2,109, con una media de 0,321.

URAATT]

i . .

L S

Los valores de expresion de miRNA-222 presentan un rango entre 0,008 y
1,441 con una media de 0,253.
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Los valores de expresion de miRNA-494 presentan un rango entre 0,026 y
3,780 con una media de 0,627.

8. ASOCIACIONES ENTRE LOS NIVELES DE EXPRESION DE miRNA,
MUTACIONES Y PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS:
a) mutaciones c-KIT y PDGFRA:

No se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar los

niveles de expresidon de los miRNA-221, 222 y 494 en funcién de las
mutaciones en el exén 11 y 9 de c-KIT y en el exon 18 de PDGFRA. A
continuacion se puede observar la expresion de cada microRNA en funcion de

cada mutacion

Niveles de expresion de miRNA-221:

HilGgr sms Hgioge Bmn

pans LE B M 01 punn LAN- M ¥
: i
a a
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=
e ENATT mabINATTY
Niveles de expresion de miRNA- Niveles de expresion de miRNA-221 ¢

221 en casos con mutacion en el exé6n 11 casos con mutacion en el exén 9 de c-KIT.

de c-KIT.
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Fig.68C Niveles de expresion de miRNA-
221 en casos con mutacion en el exén 18
de PDGFRA.

Niveles de expresion de miRNA-222:
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Fig.69A Niveles de expresion de miRNA-
222 en casos con mutacion en el exéon 11
de c-KIT.
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Fig.69C Niveles de expresion de miRNA-
222 en casos con mutacion en el exén 18
de PDGFRA.
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Fig.68D Niveles de expresion de miRNA-
221 en casos WT.
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Fig.69B Niveles de expresion de miRNA-
222 en casos con mutacion en el exén 9
de c-KIT.
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Fig.69D Niveles de expresion de miRNA-
'22 en casos WT.
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Niveles de expresion de miRNA-494 :

HatagrmTa

i L B b 1

Fradnanca

1] | | | S i =

= )

Niveles de expresion de miRNA-
494 en casos con mutacion en el exén 11
de c-KIT.

T
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Freduancu

]
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Niveles de expresion de miRNA-
494 en casos con mutacion en el exén 18
de PDGFRA.

El estudio de niveles de expresion de miRNA se realiza en 6 de los 11 casos
WT. Observamos que miRNA-221 y 222 presentan en todos los casos niveles
de expresion <0,4, miRNA-494 presenta en todos los casos niveles de

expresion <0,7. Ninguno de los miRNA presenta valores de 1 o superiores,

Fraduanca
i 1 I

u egraTa
o Ll B M §

Niveles de expresion de miRNA-
494 en casos con mutacion en el exén 9
de c-KIT.

u egraTa
e G = WY

= At ld ki

Niveles de expresion de miRNA-
494 en casos WT.

aungque miRNA-494 presenta valores proximos a 1

En el resto de mutaciones se observan como algunos casos muestran valores

de 1 o superiores.
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n° de casos

miRNA-221 MiRNA-222 MiRNA-494

Niveles de expresion de miRNA-221, 222 y 494 en GISTs WT.

b) localizacion:

Se observan diferencias en los niveles de expresion de miRNA-221 y 222, en
funcion de la localizacion. Los GISTs localizados en estomago presentan con
frecuencia niveles de expresion mas bajos de miRNA-221 (p=0,008) y
mMiRNA-222 (p=0,037)

Tabla.57 Asociacion entre miRNA y localizacion

Localizacion
Estémago™? Intestino delgado®
MIRNA (n=25) (n=31)
miRNA-2212 0,167 0,155 0,444 £ 0,519
MiRNA-2222 0,153 + 0,148 0,303 + 0,320
MIRNA-494 0,442 £ 0,310 0,310 £ 0,873

1.mediatDE (n)
2.Kruskal-Wallis, p<0,05

- 165 -



AT
miANATTS
1

laga_r lesa_r

Diferencias estadisticamente significativas entre las medias de expresion de
MiRNA-221 y miRNA-222 de GISTs localizados en estdbmago, con respecto a los de
intestino delgado.

C) grupos de riesgo:

Después de analizar la expresion de los diferentes miRNA con respecto a los
paradmetros clinico-patolégicos y mutaciones estudiadas, comparando la
diferencia entre las sus medias de expresion, decidimos categorizar la
expresion de los miRNA estudiados en 6 grupos: (1) <0,05; (2) >0,05 <0,12;

(3) >0,12 <0,25; (4) >0,25 <0,5; (5) >0,5<0,99 y (6) >1.

Observamos que los niveles de expresion de miRNA494 de las categorias con
niveles mas bajos de expresion, (1) y (2), se distribuyen en los GISTs de
Riesgo Intermedio y Alto Riesgo, sin demostrar diferencias estadisticamente

significativas con respecto a la distribucion del resto de categorias (p=0,066)

Tabla.58 Asociacién entre niveles de expresién de miRNA-494 y grupos de riesgo.

Criterios 2006
Muy Bajo o Riesgo _ .
] Bajo Riesgo | Alto Riesgo p
Riesgo Intermedio

_ (n=16) (n=21)
MiRNA-494 (n=9) (n=14)
<0,05 0 (0%) 0 (0%) 2 (66,7%) | 1 (33,3%) 0,066**
>0,05 £0,12 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) | 4 (100%) (NS)
>0,12 <0,25 2 (20%) 1 (10%) 1 (10%) 6 (60%)
>0,25 <0,5 3 (18,8%) 6 (37,7%) 3 (18,8%) 4 (25%)
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>0,5<0,99 4 (23,5%) 6 (35,2%) 4 (23,5%) 3 (17,6%)
>1 0 (0%) 3 (30%) 4 (40%) 3 (30%)
*test x°
**test asociacion lineal por lineal
NS=no significativo
Grafico de barras
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Fig.73 Niveles de expresion de
miRNA-494 en funcion del grupo de
riesgo: (1) <0,05; (2) >0,05 <0,12; (3)
>0,12 <0,25; (4) >0,25 <0,5; (5) >0,5
<0,99 y (6) >1.

1]
miRMALS4 _GCAT

L

d) tipo histologico:

Observamos que los niveles de expresion de miRNA-221 de las categorias
(1): =0,05 y (2): >0,05 <0,12, niveles mas bajos de expresion, se distribuyen en
GISTs de
estadisticamente significativas con respecto a la distribucion del resto de

los morfologia fusocelular, sin demostrar diferencias
categorias. Los niveles de expresion de miRNA-222 siguen una distribucion
similar. En cambio los niveles de expresion de miRNA-494 que se distribuyen
predominantemente en GISTs de morfologia fusocelular pertenecen a la
categoria (5): >0,5 <0,99.

Niveles de miRNA-221 >1, categoria (6) no se observan en casos de GISTs

con morfologia epitelioide (Tabla.59) (Fig.74) .
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Tabla.59 Asociacion entre niveles de expresion de miRNA

tipo histologico.

Tipo histolégico

Fusocelular Epitelioide Mixto p*
mMiRNA (n=27) (n=14) (n=22)
MiRNA-221
<0,05 7 (63,6%) 3(27,3%) | 1(9,1%)
>0,05 <0,12 7 (53,8%) 2 (15,4%) | 4 (30,8%)
>0,12 <0,25 4 (30,8%) 3(23,1%) | 6 (46,2%)
0,52(NS)
>0,25 0,5 6 (40%) 3 (20%) 6 (40%)
>0,5 0,99 1 (14,3%) 3(42,9%) | 3 (42,9%)
>1 2 (50%) 0 (0%) 2 (50%)
MiRNA-222
<0,05 8 (61,5%) 3(23,1%) | 2 (15,4%)
>0,05 <0,12 8 (57,1%) 1(7,1%) | 5(35,7%)
>0,12 <0,25 4 (28,6%) 3 (21,4%) 7 (50%)
0,59(NS)
>0,25 0,5 3 (25%) 4 (33,3%) | 5(41,7%)
>0,5 £0,99 3 (42,9%) 2 (28,6%) | 2 (28,6%)
>1 1 (33,3%) 1(33,3%) | 1(33,3%)
MiRNA-494
<0,05 0 (0%) 2 (66,7%) | 1(33,3%)
>0,05 <0,12 1 (20%) 1 (20%) 3 (60%)
>0,12 <0,25 5 (45,5%) 2 (18,2%) | 4 (36,4%)
0,41(NS)
>0,25 0,5 7 (43,8%) 3(18,8%) | 6 (37,5%)
>0,5 0,99 11 (64,7%) | 3(17,6%) | 3 (17,6%)
>1 3 (27,3%) 3(27,3%) | 5 (45,5%)
*test X°

NS=no significativo
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e) otros parametros histolégicos:

Vacuolizacién citoplasmatica:

Los GISTs con niveles de expresion de miRNA-221 préximos, iguales o
superiores a 1, categorias (5) y (6) no presentan vacuolizacion citoplasmatica
(p=0,045) (Tahla.60) (Fig.75).

Tabla.60 Asociacion entre niveles de expresion de miRNA-221y vacuolizacion
citoplasmatica.

Vacuolizacion citoplasmatica
Si NO p*

miRNA-221 (n=19) (n=44)

<0,05 6 (54,5%) 5 (45,5%)

>0,05 <0,12 3 (23,1%) 10 (76,9%)

>0,12 <0,25 6 (46,2%) 7 (53,8%) 0,045
>0,25 <0,5 2 (13,3%) 13 (86,7%)

>0,5 0,99 2 (28,6%) 5 (71,4%)

>1 0 (0%) 4 (100%)

*test x°
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Fig. 75 Niveles de expresion de miRNA-
221 en funcién de la presencia de
vacuolizacion citoplasmatica: (1) <0,05;
(2) >0,05 <0,12; (3) >0,12 <0,25; (4)
>0,25 <0,5; (5) >0,5 <0,99 y (6) >1.
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Matriz mixoide:

En los GISTs con niveles de expresion de miRNA-494 préximos, iguales o
superiores a 1 , categorias (4) (5) y (6), el porcentaje promedio de presentacion
de matriz mixoide es aproximadamente del 13%, mientras que en el resto de
categorias es del 47% (p=0,016) (Tabla.61) (Fig.76) .

Tabla.61 Asociacion entre niveles de expresion de miRNA-494y matriz mixoide.

Matriz mixoide
Si NO p*

MIRNA-494 (n=19) (n=44)

<0,05 2 (66,7%) 1 (33,3%)

>0,05 <0,12 2 (40%) 3 (60%)

>0,12 <0,25 4 (36,4%) 7 (63,6%) 0,016
>0,25 0,5 2 (12,5%) 14 (87,5%)

>0,5 <0,99 3 (17,6%) 14 (82,4%)

>1 1(9,1%) 10 (90,9%)

*test x°
**test asociacion lineal por lineal
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Fig. 76 Niveles de expresion de miRNA-
494 en funcion de la presencia de
matriz mixoide: (1) <0,05; (2) >0,05
<0,12; (3) >0,12 <0,25; (4) >0,25 <0,5;
(5) >0,5<0,99y (6) >1.
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f) expresion de c-kit con patron Golgi:

En los GISTs con niveles de expresion de miRNA-221 proximos a valores

de 1, categorias (5) y (6), el porcentaje promedio de expresion de c-kit con
patron de Golgi es aproximadamente del 53%, mientras que en el resto de
categorias es del 19% (p=0,014) (Tabla.62) (Fig.77).

Tabla.62 Asociacion entre niveles de expresion de miRNA-221y patron c-kit Golgi.

Patron c-kit Golgi
Si NO p*

miRNA-221 (n=16) (n=47)

<0,05 2 (18,2%) 9 (81,8%)

>0,05 <0,12 2 (15,4%) 11 (84,6%)

>0,12 £0,25 3 (23,1%) 10 (76,9%) 0014
>0,25 0,5 3 (20%) 12 (80%)

>0,5 <0,99 4 (57,1%) 3 (42,9%)

>1 2 (50%) 2 (50%)

*test x°
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Fig. 77 Niveles de expresion de miRNA-
221 en funcién de la presencia de
tincion c-kit con patron Golgi: (1) <0,05;
(2) >0,05 <0,12; (3) >0,12 <0,25; (4)
>0,25 <0,5; (5) >0,5 0,99 y (6) >1.
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g) intensidad de expresion de c-Kkit:

Los GISTs con niveles de expresion de miRNA-494 elevados, categorias (4),
(5) y (6) tienen tendencia a expresar c-kit con mayor intensidad (+3), aunque no
se demuestran diferencias estadisticamente significativas respecto a la
distribucion del resto de categorias (p=0,092) (Tabla.63) (Fig.78).

Tabla.63 Asociacion entre niveles de expresion de miRNA-494 e intensidad de c-kit.

Intensidad c-kit
Débil (1+) Moderada (2+) Marcada (3+) p*

mMiRNA-494 (n=6) (n=6) (n=51)

<0,05 1 (33,3%) 1 (33,3%) 1 (33,3%)
>0,05 0,12 0 (0%) 1 (20%) 4 (80%)

>0,12 <0,25 3 (27,3%) 1(9,1%) 7 (63,6%)

0,092(NS)

>0,25 <0,5 0 (0%) 1 (6,3%) 15 (93,8%)
>0,5 0,99 1 (5,9%) 1 (5,9%) 15 (88,2%)
>1 1(9,1%) 1(9,1%) 9 (81,8%)

*test X
NS=no significativo
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Fig. 78 Niveles de expresion de miRNA-
494 en funcién de la intensidad de
tincion de c-kit: (1) <0,05; (2) >0,05
<0,12; (3) >0,12 <0,25; (4) >0,25 <0,5;
(5) >0,5<0,99y (6) >1.
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h) expresion de CD34:

Los GISTs con niveles de expresion de miRNA-221 muy bajos, categorias (1) y

(2), se asocian con mas frecuencia a expresion de CD34, si lo comparamos

con el resto de categorias (p=0,023) (Tabla.64) (Fig.79).

Tabla.64 Asociacién entre niveles de expresién de miRNA-221y CD34.

CD34
Si NO p*

miRNA-221 (n=50) (n=13)

<0,05 10 (90,9%) 1(9,1%)

>0,05 £0,12 12 (92,3%) 1(7,7%)

>0,12 £0,25 10 (76,9%) 3(23,1%) —
>0,25 £0,5 12 (80%) 3 (20%)

>0,5 £0,99 4 (57,1%) 3 (42,9%)

>1 2 (50%) 2 (50%)

*test X
**test lineal por lineal
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Fig. 79 Niveles de expresion de
mMiRNA-221 en funcién de la
positividad para CD34: (1) <0,05; (2)
>0,05 <0,12; (3) >0,12 <0,25; (4)
>0,25 <0,5; (5) >0,5 <0,99 y (6) >1.
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9. ANALISIS DESCRIPTIVO DEL SEGUIMIENTO:
TRATAMIENTO ADYUVANTE

Reciben tratamiento adyuvante con mesilato de imatinib 18 casos (21,2%), que

se tendr4 que modificar a otro farmaco de segunda linea en 7 casos por
progresion de la enfermedad a pesar del tratamiento. Reciben mesilato de
imatinib: 4 casos por presentar metastasis en el momento del diagnéstico, 8
casos por presentar metastasis durante el seguimiento (3 meses
postdiagnostico), y 6 casos por pertenecer a grupos de riesgo con indicacion de
tratamiento (5 de alto riesgo y 1 de riesgo intermedio), de los cuales ninguno

presentd metastasis (Fig.80).

n° de casos g,

N\
|

601

N\
|

401
2017 |
0.

Sin tto adyuvante Con tto adyuvante

Fig.80 Distribucion de los GISTs en funcién del tratamiento adyuvante recibido.
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Cuando estudiamos el estado de los pacientes tratados observamos que los 6
pacientes de riesgo intermedio-alto, sin metastasis, se encuentran vivos sin
enfermedad en el Ultimo seguimiento. Los 8 pacientes que reciben tratamiento
por presentar metastasis durante el seguimiento, 3 han fallecido con
enfermedad y 5 estan vivos, 3 con enfermedad y 2 libres de enfermedad. Los 4
pacientes con metéstasis en el momento del diagndstico, 2 han fallecido con

enfermedad y 2 estan vivos con enfermedad

9

8

7
8 6 OMCE
g 5 B MSE
% 4 B VCE
o 3 OVSE

2

1

0 T T

No Metastasis Metéastasis >3 Metéstasis <3
meses meses

Distribucion de los casos de GISTs que han recibido tratamiento adyuvante en
funcién del momento de aparicion de las metastasis y el estado del paciente (VSE: vivo
sin enfermedad; VCE: vivo con enfermedad; MSE: muerto sin enfermedad; MCE:
muerto con enfermedad).

La evolucion (estado) de los pacientes con GISTs tratados no presenta
diferencias estadisticamente significativas cuando se estudia su relacién con el
exon mutado ni con los niveles de expresion de miRNA. Observamos que los
casos con mutacion en el exdn 18 de PDGFRA y los WT muestran una
distribucion similar, 2 pacientes estan vivos sin enfermedad y uno ha fallecido

con enfermedad. Los pacientes con mutacion en el exon 9 estan todos vivos
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Distribucién de los casos de GISTs que han recibido tratamiento adyuvante en
funcién del exén mutado y el estado del paciente (VSE: vivo sin enfermedad; VCE: vivo
con enfermedad; MSE: muerto sin enfermedad; MCE: muerto con enfermedad).

La supervivencia de los casos tratados no se relaciona con el exon mutado ni

con los niveles de miRNA.

METASTASIS:

De todos los casos de la serie, 7 casos (8,2%) se presentan como GIST

metastasicos (incluye casos que presentan metastasis en el momento del
diagnoéstico y hasta 3 meses postdiagnostico), 15 casos (17,6%) presentan
metastasis a partir de tres meses postdiagnoéstico, y 63 casos (74,1%) no

presentan metastasis en el momento del Ultimo seguimiento

n° de casos 70
60

50

40

30+

20

104

0_

Metastasis <3 Metastasis No Metastasis
meses >3meses

Distribucién de los GISTs en funcion de la presencia de metastasis.
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a) localizacion:

Los GISTs localizados en intestino delgado se asocian con mas frecuencia a

metastasis, con respecto a los de localizacion gastrica (p=0,017)

Tabla.65 Asociacién entre localizacion tumoral y metastasis.

Localizacion
Estdbmago | Intestino delgado p*
(n=37) (n=40)
Metéastasis (sfi) 4 (11,4%) 14 (35%) 0,017

*test X

Si analizamos la presencia de metastasis en funcion de la localizacién
observamos que los GISTs localizados en intestino delgado se asocian a la
presencia de metastasis en el momento del diagnostico y a los 3 meses
postdiagnostico (p=0,02), si los comparamos con los GISTs de localizacion

gastrica

Tabla.66 Asociacién entre localizacion y presencia de metastasis.

Presencia de metastasis
_ Metastasis > 3 | Metastasis < 3 .
No metastasis p
meses meses
Localizacion
Estémago (n=35) 31 (88,6%) 3 (8,6%) 1 (2,9%)
Intestino delgado 0,020**
26 (65%) 9 (22,5%) 5 (12,5%)
(n=40)
*test x°

**test lineal por lineal

b) grupos de riesgo:

Con respecto a los grupos de riesgo, los GISTs de Alto Riesgo se asocian con
mas frecuencia a metastasis en el momento del diagnostico y 3 meses

postdiagnostico (p<0,001).
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Conforme aumenta el riesgo de los GISTs observamos mas tendencia a
presentar metastasis en el curso evolutivo de los GISTs de nuestra serie

Tabla.67 Asociacion entre grupos de riesgo y presencia de metastasis.

Criterios 2006
Muy Bajo Bajo Riesgo Alto D*
Riesgo Riesgo Intermedio Riesgo
(n=15) (n=19) (n=19) (n=27)
Metastasis 16
0 (0,0%) 1 (4,8%) 4 (19%) <0,001
(si) (76,2%)

*test x°

Si representamos los resultados en un grafico de barras observamos la

tendencia ya comentada

n° de casos 18

16 ]

14

12

10 OMBR
8 OBR
6 BRI
4 AR
2
0

Metastasis <3 Metastasis >3 No Metéastasis

meses meses

Distribucién de las metéastasis en funcion del grupo de riesgo.

C) mutaciones:

Si analizamos la presencia de metastasis en funcion del exdn mutado
observamos que los GISTs con mutacion en el exon 11 de c-KIT no
acostumbran a presentar metastasis en su evoluciébn, aunque no se
demuestran diferencias estadisticamente significativas respecto al resto de

mutaciones

- 178 -




n° de casos

40
354
30 —
O Mutacion exén
254 11
20 B Mutacién exén 9
0O Mutacion exén
15' 12
O Mutacion exén
10 18
54 owT
0-

Metastasis <3  Metastasis >3 No Metastasis
meses meses

Distribuciéon de las metéastasis en funciéon del exé6n mutado.

Los casos de GISTs con mutacion en el exén 9 de c-KIT o en el exon 18 de
PDGFRA, no muestran diferencias estadisticamente significativas cuando se
estudia la aparicion de metastasis en su evolucidon, al comparar con

mutaciones en otros exones.

*distribucion de las metastasis

De los 22 casos con metastasis, con afectacion aislada o combinada, 12 casos
(14,1%) muestran diseminacion hepatica, 16 casos (18,8%) diseminacion
peritoneal y 5 casos (5,9%) afectacion del TGl

n° de casos

14
12
10

oON B~ O O

Metéstasis Metastasis Metastasis
hepaticas  peritoneales TGI

Distribucion de las metastasis
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GIST ASOCIADOS A OTRA NEOPLASIA

Se observa otra neoplasia asociada en 20 casos (22,9%), en 5 casos (5,7%) se

trata de neoplasia sincronica y en 15 casos metacronica (17,2%).

Dentro de las neoplasias sincronicas: 3 casos presentaron adenocarcinoma
gastrico y 2 casos adenocarcinoma de colon. Los tres adenocarcinomas
gastricos comportan el diagndstico incidental de de GISTs gastricos de muy
bajo riesgo, mientras que el diagnostico de los dos casos de adenocarcinomas
de colon se realiza de forma sincrénica al diagnéstico de dos GISTs de riesgo
intermedio y alto riesgo.

Las neoplasias metacronicas fueron: 4 casos adenocarcinoma de prostata, 2
casos adenocarcinoma pulmonar, 2 neoplasias de esofago, 2 tumores de vejiga
urinaria, 1 carcinoma hepatocelular por VHC, 1 linfoma de Hodgkin, 1 neoplasia
mielodisplasica refractaria al tratamiento y 1 tumor neuroendocrino

mediastinico.

10. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA:

En 2 casos se ha perdido el seguimiento, de los 85 casos con seguimiento
clinico: 52 casos (61,2%) estan vivos a fecha de ultimo seguimiento, 47 de ellos
sin enfermedad (VSE) y 5 con enfermedad asociada (VCE). Han fallecido 33
casos (38,9%), 14 casos a consecuencia de su enfermedad (MCE), y 19 casos
por otras causas (MSE), sin presentar enfermedad residual o diseminada

n° de casos

504

40

30 -
O sin enfermedad

204 @ con enfermedad

NN NN

104

Vivos Fallecidos

Distribucién de los pacientes vivos o fallecidos sin enfermedad o con enfermedad
asociada.
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En 73 casos se registran datos sobre procesos intercurrentes u otras
enfermedades asociadas (se desconoce informacién en 12 casos). En los
pacientes vivos sin enfermedad: 18 casos presentan buen estado general, 10
casos otras enfermedades comunes, 6 casos presentan otras neoplasias
asociadas, 2 casos demencia, 2 casos infarto agudo de miocardio y 1 infarto
cerebral. Los pacientes muertos sin enfermedad: 6 casos presentaron otras
neoplasias, 3 complicaciones postquirdrgicas, 2 bacteriemias, 1 enfermedad de

Parkinson, 1 edema agudo de pulmén y 1caso tromboembolismo pulmonar.

SUPERVIVENCIA GLOBAL

El seguimiento presenta un rango entre 0 y 276,98 meses. Hay que destacar

que 3 pacientes fallecen en el momento del diagnostico, 1 de ellos por

complicaciones quirargicas y 2 por otras enfermedades intercurrentes

Tabla.68 Descriptiva estadistica del tiempo de seguimiento.

Tiempo de seguimiento
N 85
Media 69,829
Mediana 54,491
DE 59,603
Minimo 0,00
Maximo 276,98

En nuestra serie el total de éxitus fueron 33 pacientes (38,8%). El tiempo de
supervivencia global se estima con una media de 147,251 meses, IC95% =
[115,25 a 179,321]. Si estudiamos la supervivencia global segun las curvas de
supervivencia Kaplan-Meier observamos la siguiente distribucion general de los
GISTs

-181-



=P urnciin de supendvencia
0= - Cenmrmio
1
b
Lol
o
g "
2 "'1._.4
=5 |
E -+
= oA 1
o
n ]
a
fri
2 " -
-
=
[
&
(-9
3
5]
0.2
.:||]-
T T [ ] 1 ] ¥ ¥ T
a k] 100 150 A0 250 L

Tlempo (meses)

N°enriesgo 82 47 21 9 3 1 O

Curva de supervivencia global en nuestra serie.

Asociaciones con otros parametros clinico-  patoldgicos

a) exon mutado:

Si analizamos la supervivencia global en funcion del exdn mutado observamos

la siguiente distribucion de los GISTs

[o]
n° de casos 35-
304
254
204
O Vivos
151 B Exitus

Mutacion Mutacién Mutacién Mutacién WT
exon 11 exon 9 exon 12 exén 18

Distribucién de vivos y éxitus en funcién del exén mutado.

Cuando analizamos la influencia del exén mutado sobre el tiempo de

supervivencia global , Y lo representamos a partir de curvas de
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Kaplan-Meier, no observamos diferencias estadisticamente significativas entre
las mutaciones estudiadas, aunque los GISTs wild-type y los que presentan

mutacion en el exon 11 fallecen antes

Tabla.69 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién del exén mutado.

Tiempo de supervivencia .
. . . : p

Mutaciones Estimacion de la media IC 95%

Exon 11 (n=53) 122,184 93,861 a 150,507
Exon 9 (n=10) 197,233 121,679 a 272,786

0,8(NS)

Exon 18 (n=10) 135,041 97,228 a 172,854
WT (n=11) 109,471 61,373 a 157,569

*test log-rango
NS=no significacion

MUTACIONES c-KIT y PDGFRA
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Tlempo (meses)

N° en riesgo

Ex6n1l (n=53) 50 31 12 4 1 0 O
Ex6n9 (n=10) 10 5 1 0 0O 0 O
Ex6n18 (n=10) 10 7 5 2 0 0 O

WT (=11) 11 3 2 1 0 0 0

Curvas de supervivencia global en funcién del exén mutado.

b) tipo de mutacién:

Si analizamos la influencia del tipo de mutacion sobre el tiempo de

supervivencia global , a partir de curvas de Kaplan-Meier,
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observamos que los GISTs con delecién/indel (1) en el exén 11 de c-KIT tienen
tendencia a presentar menor supervivencia que los GISTs con mutaciones
puntuales (2), aunque no se demuestran diferencias estadisticamente

significativas

Tabla.70 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién del tipo de mutacion.

Tiempo de supervivencia “
Tipo de mutacion Estimacién de la media IC 95%
Delecién/indel (n=33) 97,434 66,522 a 128,346 0.3(NS)
Mutacion puntual (n=16) 133,464 85,705 a 181,223

*test log-rango
NS=no significacion
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Tlempo (meses)

N° en riesgo
Delecién/indel(n=33) 31 16 5 2

0 0
Mutac puntual (n=16) 15 11 6 2 0 0

Curvas de supervivencia global en funcion del tipo de mutacién
(1=delecién/indel; 2=mutaciones puntuales).

C) grupos de riesqo:

Para analizar la influencia del grupo de riesgo segun Miettinen-2006 sobre el
tiempo de supervivencia global , & partir de curvas de Kaplan-Meier,
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primero analizamos cada grupo de riesgo de forma independiente, sin obtener
diferencias de supervivencia con significacion estadistica . Agrupamos
las categorias Muy Bajo Riesgo, Bajo Riesgo y Riesgo Intermedio y
comparamos el tiempo de supervivencia con el del grupo de Alto Riesgo.
Observamos que el grupo de Alto Riesgo se asocia con menor supervivencia
(p=0,019)
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N° en riesgo

MBR (n=15) 15 7 4 2 0 0 O
BR (n=19) 18 15 8 4 3 1 O
Rl (n=19) 19 12 3 3 0 0 O
AR (n=27) 25 10 3 0 0 O O

Curvas de supervivencia global en funcién del grupo de riesgo, considerando
los grupos de forma individual.

Tabla.71 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién del grupo de riesgo.

Tiempo de supervivencia -
Grupo de riesgo Estimacion de la media IC 95%
MBR+BR+RI (n=53) 171,211 132,214 a 210,207 0,019
AR (n=27) 72,774 51,211 a 94,337

*test log-rango
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MB+B+RI (n=53) 52 34 15 9 3 0 O
AR (n=27) 18 15 8 4 3 1 O

Curvas de supervivencia global en funcién de los grupos de riesgo agrupados.

d) tipo histologico:

Si analizamos la influencia del tipo histolégico sobre la supervivencia global

, @ partir de curvas de Kaplan-Meier, observamos que los GISTs con

morfologia fusocelular (1) tienen tendencia a presentar menor supervivencia

que los GISTs con morfologia epitelioide (2), aunque no se demuestran

diferencias estadisticamente significativas

Tabla.72 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién del tipo histolégico.

Tiempo de supervivencia xp
Tipo histolégico Estimacion de la media IC 95%
Fusocelular (n=42) 113,815 81,119 a 146,512
Epitelioide (n=16) 109,959 67,087 a 151,031 | °(NS)
Mixto (n=27) 170,819 120,259 a 221,378

*test log-rango
NS=no significacion
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Fusocelular(n=42) 40 25 7 1 1 0 O
Epitelioide (n=16) 15 7 6

8

3
Mixto  (n=27) 27 16 5 2 1

Curvas de supervivencia global en funcién del tipo histol6gico.

SUPERVIVENCIA ESPECIFICA

Si estudiamos la supervivencia especifica, en nuestra serie observamos 14

pacientes que han fallecido a consecuencia de la enfermedad.

El seguimiento presenta un rango entre 0 y 276,98 meses.

El tiempo de supervivencia especifica se estima con una media de 224,266
meses, 1C95%= [199,254 a 249,277]. Si estudiamos la supervivencia global
segun las curvas de supervivencia Kaplan-Meier observamos la siguiente

distribucion general de los GISTs
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Tlempo (meses)

N°enriesgo 82 47 21 9 3 1 O

Curvas de supervivencia especifica en nuestra serie.

a) grupos de riesgo:

Si analizamos la influencia del grupo de riesgo segun Miettinen-2006 sobre la
supervivencia especifica a partir de curvas de Kaplan-Meier,

observamos que el grupo de AR se asocia con menor supervivencia (p=0,036)

Tabla.73 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién del grupo de

riesgo.

Tiempo de supervivencia e
Grupo de riesgo** | Estimacion de la media IC 95%
BR (n=19) 261,967 233,533 a 290,401
RI (n=19) 150,054 116,300 a 183,809 | 0,036
AR (n=27) 98,458 75,263 a 121,653

*test log-rango
** Despreciamos el grupo de MBR (sin eventos) para calcular los valores de estimacion.
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MBR  (n=15) 15 7 4 2 0 0 O
BR (n=19) 18 15 8 4 3 1 O
RI (n=19) 19 12 3 3 0 0 O
AR (n=27) 25 10 3 0 0 O O

Curvas de supervivencia especifica en funcién del grupo de riesgo,
considerando los grupos de forma individual.

b) niveles de expresion de miRNA:

GISTs con niveles de expresion de miRNA-494 >1 se asocian a mayor riesgo
de fallecer a causa de la enfermedad (p=0,003), cuando comparamos con el

resto de categorias que recogen los diferentes niveles de expresion
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4 (n=15) 15 12 6
(5) (n=17) 17 14 6
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6) (n=11) 11 5 2

Curvas de supervivencia especifica en funcién de los niveles de expresion de
miRNA-494: (1) <0,05; (2) >0,05 <0,12; (3) >0,12 <0,25; (4) >0,25 <0,5; (5) >0,5 <0,99 y
(6) >1.

SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECURRENCIA

Necesitamos conocer el tiempo que tarda en aparecer de nuevo la enfermedad

0 evento (recurrencia, recidiva, metéstasis). Tenemos los datos necesarios
para realizar el calculo en 76 pacientes, una vez excluidos los casos que
fallecen en el momento del diagndstico (3 casos). De estos pacientes, 22 han
presentado metastasis en diferentes momentos de su evolucion. Excluimos los
casos metastasicos en el momento del diagnostico (6 casos) y partimos de 16
pacientes que presentaran el evento en algin momento. El tiempo de aparicion
de metéastasis se estima con una mediana de 17 meses y un rango entre 1,80 y

79,31 meses.

Asociaciones con otros parametros clinico-patolégicos:

a) exon mutado:
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Si analizamos la supervivencia libre de recurrencia en funcion del exdn mutado
observamos la siguiente distribucion de los GISTs: GISTs con mutaciéon en
exoén 18 de PDGFRA no presentan metastasis, GISTs con mutacion en el exén
11 de c-KIT presentan aparicion de metastasis tardia y GISTs con mutacion en
el exon 9 de c-KIT o WT presentan aparicion de metastasis mas temprana,

aunque no se demuestran diferencias estadisticamente significativas

Tabla.74 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién del exén mutado.

Tiempo de supervivencia** -
Mutaciones Estimacion de la media IC 95%
Exon 11 (n=45) 168,658 142,365 a 194,951
Exon 9 (n=10) 155,714 67,704 a 243,723 0,25(NS)
WT (n=11) 129,305 82,009 a 176,601

*test log-rango

** falta calculo de la mediana porque la presencia de metastasis es <50%

***no realiza calculo de estimaciones para las mutaciones en el exén 12 y 18 de PDGFRA porque
no presentan eventos

NS=no significacion
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Ex6n1l (n=45) 45 28 10 4 1 0 O
Ex6n9 (n=10) 10 3 1 0 O O ©
Ex6n1l8 (=9) 9 6 5 2 0 0 O

WT (n=11) 112 3 2 1 0 0 O

Curvas de supervivencia libre de recurrencia Kaplan-Meier en funcién del exén
mutado.
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b) grupos de riesgo:

Para analizar la influencia del grupo de riesgo segun Miettinen-2006 sobre la
supervivencia libre de recurrencia a partir de curvas de Kaplan-Meier,
despreciamos la categoria Muy Bajo Riesgo, porque no presenta metastasis y
no permiten calcular la estimacién de la media . Observamos que el
grupo de Alto Riesgo se asocia a menor supervivencia libre de recurrencia

(p<0,001)

Tabla.75 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién del grupo de riesgo.

Tiempo de supervivencia -
Grupo de riesgo** | Estimacion de la media IC 95%
BR (n=18) 261,899 233,337 a 290,462
RI (n=18) 159,040 127,676 a 190,403 | <0,001
AR (n=20) 51,984 33,999 a 69,968

*test log-rango
** Despreciamos el grupo de MBR (sin eventos) para calcular los valores de estimacion.
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Curvas de supervivencia libre de recurrencia en funcion del grupo de riesgo.
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c) tipo histolégico:

Si analizamos la influencia del tipo histolégico sobre la supervivencia libre de
recurrencia a partir de curvas de Kaplan-Meier, observamos que los GISTs con
morfologia mixta (3) tienen tendencia a presentar metastasis de forma precoz
(menor SLR) , aunque no se demuestran diferencias

estadisticamente significativas

Tabla.76 Estimacion tiempo de supervivencia en funcion del grupo del tipo

histolégico.

Tiempo de supervivencia -
Tipo histolégico Estimacioén de la media IC 95%
Fusocelular (n=42) 175,662 147,453 a 203,870
Epitelioide (n=16) 156,863 120,830 a 192,897 0.3(NS)
Mixto (n=27) 182,246 129,385 a 235,108

*test log-rango
NS=no significacion
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N° en riesgo
Fusocelular(n=38) 38 22 6 1 1 0 O
Epitelioide (n=13) 13 7 6 3 0 O
Mixto (n=25) 25 12 7 5 2

Curvas de supervivencia libre de recurrencia en funcion del tipo histolégico
(1=fusocelular; 2=epitelioide; 3=mixto).
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d) localizacién:

Los GISTs localizados en intestino delgado tienen tendencia a presentar mas
metastasis (menor SLR) que los localizados en estobmago, aunque no se

demuestran diferencias estadisticamente significativas (p=0,08)

Tabla.77 Estimacion tiempo de supervivencia en funcién de la localizacion.

Tiempo de supervivencia .
Localizacion Estimacién de la media IC 95%
Estomago (n=33) 204,103 180,652 a 227,554
0,08(NS)
Intestino delgado (n=34) 193,876 151,320 a 236,432

*test log-rango
NS=no significacién
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ID (n=34) 34 20 9 5 2 0

Curvas de supervivencia libre de recurrencia en funcion de la localizacién
(ID=intestino delgado).
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11. VALIDACION EN NUESTRA SERIE DE LA PREDICCION DEL
NOMOGRAMA:

Comparamos la prediccion de SLR2 y SLR5 obtenida de aplicar el nomograma
del MSKCC con lo que sucede en nuestra serie. Para llevar a cabo dicha
comparacion realizamos subgrupos de probabilidad, a intervalos del 10%, y
analizamos como se distribuyen los casos en funcion de la probabilidad
esperada (% obtenida del nomograma) y la observada (% real). Observamos
que las predicciones tienden a cumplirse en los casos con alta probabilidad de
SLR2 (80-100%). No sucede asi en los casos con baja probabilidad de SLR2,
debido al pequefio tamafo de la muestra cuando realizamos subgrupos de
probabilidad, a intervalos de 10%, para comparar el valor de SLR2 esperado
con el valor de SLR2 real

En la SLR5 no se demuestra correlacion por el pequefio tamafio de la muestra,

cuando el tiempo de seguimiento es de 5 afios
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Grafico comparativo de la probabilidad de SLR2 segun prediccion del
nomograma respecto a la realidad.
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- 196 -



DISCUSION






1. PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS RELACIONADOS CON GIST:
Estudios de poblacién recientes han indicado que los GISTs son mas
frecuentes de lo que se consideraba. La incidencia de GISTs en Espafia se
estima en 457 nuevos casos al afio, es decir 1,11 casos por cada 100.000
habitantes (119).

En nuestra serie, se observa que los GISTs predominan ligeramente en
hombres (54%) respecto a las mujeres (46%). Afectan con mas frecuencia a
pacientes de edades comprendidas entre 51 y 80 afios, con una edad media de
65 afos (rango 27-90 afios). No hemos registrado ningln caso en menores de
20 afos, coincidiendo con las observaciones de diferentes autores tras estudiar
largas series de GISTs (42, 130).

Los sintomas de presentacion de los GISTs suelen ser inespecificos, y muchas
veces dependen del tamafio y la localizacion. En general, se presentan con
astenia, dolor abdominal u oclusién; cuando se realizan estudios diagnésticos
complementarios se detecta anemia secundaria a hemorragia digestiva (130)
En nuestra serie el sintoma mas frecuente de debut fue la hemorragia digestiva
en 32,9% de los casos, seguido de dolor abdominal o epigastralgia en el 15,7%
y clinica de suboclusion intestinal en el 7,1%. Segun describen estudios del
grupo de Ueyama y Foo hay casos de GISTs de pequefio tamafio que se
descubren de forma incidental (27, 120). En nuestra serie el diagnostico de
GIST fue un hallazgo incidental durante el control o cirugia por otra causa no
relacionada en el 22,9% de los casos.

La localizacion tumoral, parametro de valor prondstico incorporado en los
criterios de Miettinen 2006, observada en los GISTs de nuestra serie difiere
ligeramente de la recogida en la bibliografia por los grupos de Miettinen y
Corless, que observan el estbmago como localizacion mas frecuente (25, 29,
44, 130-131). En nuestra serie no sucede asi, encontramos un ligero
predominio de GISTs localizados en intestino delgado, el 46%, respecto al
42,5% en estdbmago. Las otras localizaciones observadas, 5,74% a nivel
colorectal y 5,74% a nivel extragastrointestinal (peritoneo, epiplon y pelvis), si
concuerdan con las observaciones de los grupos anteriormente citados.

El tamafio tumoral, parametro clasico con valor prondstico, es variable y puede
oscilar entre 0,3 y 38 cm (27-28). En nuestra serie oscila entre 1 y 26 cm, con

una media de 7,87 cm. Siguiendo la clasificacion de Miettinen la mayoria de
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casos presentan un tamafio entre 5 y 10 cm. Todos los casos se han
presentado como tumores Unicos.

El recuento de mitosis en 50 CGA microscoépicos, en nuestra serie oscila entre
0 y 110 mitosis/50CGA, con una media de 7, y la mayoria de casos se
distribuyen en el intervalo de menos de 5 mitosis/50CGA.

Segun los grupos de riesgo determinados a partir de criterios de Miettinen en
2006, la mayoria de GISTs en nuestra serie pertenecen al grupo de alto riesgo
(35,4%), seguidos de riesgo intermedio (23,2%) y bajo riesgo (23,2%), y menos
frecuente el grupo de muy bajo riesgo (18,3%), influido por el predominio de
casos localizados en intestino delgado y tamafio tumoral comprendido entre 5-
10 cm. Los 5 casos de GISTs extraintestinales, en funcién del tamafio y
recuento de mitosis, cumplen criterios para incluirlos dentro del grupo de alto
riesgo.

Los GISTs pueden presentar un amplio espectro histolégico en funcién de la
morfologia celular (28). En nuestra seria predomina el tipo fusocelular (48,3%)
seguido del mixto (32,2%) y el epitelioide (19,5%), tal y como describen
Miettinen y Lasota (25). Se han descrito multiples parametros histolégicos que
pueden presentar los GISTs, destacan por orden de frecuencia: marcada
vascularizacion (82,7%), necrosis (54%), empalizadas nucleares (47,2%), atipia
(40,2%), vacuolizacion citoplasmatica (31%), matriz mixoide (25,2%) y fibras
esquenoides (15%), entre otros. En nuestra serie observamos que los GISTs
localizados en intestino delgado se asocian a morfologia de tipo mixto
(p=0,006), a diferencia de lo observado por el grupo de Fletcher, que asocia la
localizacion intestinal con morfologia fusocelular (1, 16, 31, 132).

Suster describe en GISTs con morfologia epitelioide la presencia de matriz
mixoide y vacuolizacién citoplasmatica y en los de morfologia fusocelular la
presencia de empalizadas (40, 133). Estas asociaciones se confirman en los
casos de nuestra serie. Los casos de GISTs que en nuestra serie han
presentado morfologia epitelioide se asocian a matriz mixoide (p=0,001) y
vacuolizacién citoplasmética (p=0,004). Ambos hallazgos han sido mucho mas
frecuentes en tumores localizados en el estomago (45,9 y 51,4%
respectivamente) que en los tumores de intestino delgado (10 y 15%)
(p=0,001).
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Adicionalmente, observamos que los GISTs que presentan matriz mixoide
(p=0,028) y vacuolizacién citoplasméatica (p=0,035) se asocian a grupo de alto
riesgo, hallazgo no descrito en la bibliografia consultada. Aunque podria
explicarse de forma indirecta, si como observa Haller, la morfologia epitelioide
se asocia a curso evolutivo mas agresivo, y nosotros observamos que la matriz
mixoide y la vacuolizacion citoplasmatica se asocian con frecuencia al tipo
histoldgico epitelioide (111).

Por otra parte, hemos visto que los GISTs con morfologia fusocelular se
asocian a la presencia de empalizadas nucleares. Este hallazgo también fue
observado por Miettinen en su serie de 1765 de GISTs gastricos (92). Ademas,
en nuestra serie, observamos que los GISTs que presentan empalizadas
nucleares suelen tener atipia nuclear (p=0,048), a diferencia de los hallazgos
descritos por Miettinen en la citada serie de GISTs gastricos, que describe
atipia nuclear asociada a la morfologia epitelioide (92).

La necrosis ha sido considerada como un parametro prondéstico para clasificar
los GISTs en grupos de bajo y alto riesgo, ademas de la morfologia,
celularidad, atipia, tamafio, numero de mitosis e indice proliferativo (39-41).
Encontramos que los GISTs que pertenecen a grupos de riesgo intermedio y
alto riesgo presentan con mas frecuencia necrosis (p=0,0001), que los grupos
de bajo y muy bajo riesgo.

En esta serie se ha intentado estudiar la posible asociacion de los parametros
clinico-patologicos con expresion de marcadores inmunohistoquimicos, estado
mutacional, niveles de expresion de miRNA, evolucidn y prondéstico de los

GISTs, tal y como se comenta a continuacion.

2. MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS RELACIONADOS CON GIST:

Todos los casos de la serie han mostrado positividad para c-kit. Si valoramos la
intensidad de tincion observamos que el 78,2% muestra una positividad intensa
(3+), el 11,5% positividad moderada (2+) y 10,3% positividad débil (1+) (2, 4,
32-33). El patrdn de tincion se puede observar como detalla Hornick, a nivel de
membrana, citoplasma y paranuclear (Golgi) (134). Miselli y Emile relacionan el
patrén de tincidn paranuclear con la acumulacion de proteina c-kit alterada, que

permanece secuestrada en el reticulo endoplasmico, en GISTs con mutaciones
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activadoras, y proponen que pueda ser utilizado como marcador de mutaciones
de c-KIT (34-35). En nuestra serie 37,9% de los GISTs presentan patron de
tincion Golgi (22,9% de forma difusa y 14,9% de forma focal). Se ha observado
que los casos que presentan positividad para c-kit con patron de Golgi
pertenecen con mas frecuencia al grupo de alto riesgo (p=0,021). Otros autores
han observado este patron de tincion tanto en GISTs con mutaciones en c-KIT
como PDGFRA vy wild-type. Jaramillo observa asociacion estadisticamente
significativa con mutaciones en el exén 11 y 9 de c-KIT. Sin embargo, en
nuestra serie no se han observado diferencias estadisticamente significativas
cuando se estudia la asociacidén entre expresion de c-kit con patrén de Golgi y
mutaciones de c-KIT o PDGFRA (36).

Observamos que los GISTs localizados en intestino delgado (p=0,016), asi
como los GISTs con morfologia fusocelular (p=0,035), presentan con
frecuencia positividad con marcada intensidad (3+) para c-kit.

Se ha observado positividad para CD34 en el 80,5% de los GISTs de la serie,
hallazgo que concuerda con la frecuencia descrita en la literatura por Miettinen
y Lasota (4, 6, 29, 42). Los casos localizados en estbmago se asocian con mas
frecuencia a expresion de CD34 (p=0,0001) que los localizados en intestino
delgado, tal y como describen los grupos de Miettinen y Hasegawa (135).
Observamos que los GISTs con expresion de CD34 tienen tendencia a
acumularse en el grupo de alto riesgo, aunque no se demuestran diferencias
estadisticamente significativas (p=0,091).

La tincidn para otros marcadores muestra gran variabilidad segun la bibliografia
consultada. En nuestra serie observamos expresion para enolasa en el 77%
de los GISTs, actina en el 11%, y desmina y proteina S-100 en el 9,2%

respectivamente, que concuerda con los hallazgos del grupo de Lielg (38).

3. VALOR DEL INDICE DE PROLIFERACION Ki-67 EN GIST:

Diferentes estudios han confirmado el valor prondstico de Ki-67(anticuerpo
monoclonal MIB-1) en GISTs (51-52). Las diferencias entre estudios publicados
se encuentran en establecer el valor de corte del indice Ki-67, que varia entre
4,5y 10%. Nakamura propone la utilidad del indice de proliferacion Ki-67 en la

prediccibn de la evolucion clinica (53); mientras que para Wong la
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determinacion del indice de proliferacion nuclear con Ki-67 es mas fiable que el
namero de mitosis (54). Se han asociado valores de expresion >10% se
asocian a peor prondéstico, con mas probabilidad de presentar metastasis y
mortalidad asociada al tumor (55, 136-137).

En nuestra serie la determinacion de Ki-67 se ha realizado con el anticuerpo
monoclonal MM-1 de Novocastra. El rango de expresion de Ki-67 se encuentra
entre 1-25%, con una media de 4%. Los casos se distribuyen con mas
frecuencia en el intervalo entre 1-2%. En 7 casos (8%) la tincibn no fue
valorable, 35 casos (40,2%) mostraron una expresion del 1%, 16 casos (18,4%)
del 2%, 17 casos (19,5%) entre 3-5%, y 12 casos (13,6%) una expresion
superior al 5%.

Observamos que GISTs del grupo de AR se asocian con mas frecuencia a
expresion elevada de Ki-67 (p=0,0001), con una expresion media de 8,04%.
Estos hallazgos serian concordantes con los del grupo de Rudolph que reporta
que determinaciones >10% se asocian a peor pronostico (138). Sin embargo,
tal y como describe Liang, resulta dificil establecer un valor de corte absoluto
para Ki-67 (55). Este autor encuentra en su serie GISTs de bajo riesgo con
expresion elevada de KlI-67, que evolucionan de forma desfavorable.

4. ESTADO MUTACIONAL:

Desde que en 1998 el grupo de Hirota (5) descubrié las mutaciones del gen c-
KIT y su relacion patogénica con los GIST, se han realizado numerosos
estudios en esta misma direccion (76-77, 139-140), con resultados variables en
cuanto al estudio molecular de las mutaciones y la incidencia sobre el
prondstico, comportamiento del tumor y correlacion con los diferentes
parametros clinicos (61, 98, 141). Muchas de las diferencias son debidas a la
heterogeneidad metodoldgica del estudio planteado por cada grupo: algunos
estudios no incluyen estudio mutacional de PDGFRA; uso de técnicas con
menor sensibilidad que la secuenciacion; falta de seleccion del tejido tumoral
(microdiseccion), etc. Estos factores influyen de forma directa en la deteccion
de mutaciones, y por tanto podrian justificar la variabilidad de resultados

reportados en la bibliografia.
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Los resultados obtenidos en nuestra serie, al realizar el estudio mutacional,
concuerdan con las observaciones de Lasota y Heinrich sobre que las
mutaciones de c-KIT y PDGFRA son mutuamente excluyentes (66, 142).
Aunque Emile describe mutaciones dobles en el exén 11 de c-KIT en el 9% de
los casos de su serie (143), otros autores atribuyen sus hallazgos a artefactos
de la PCR cuando se trabaja con DNA extraido de parafina (69). En nuestra
serie de 87 GISTs diagnosticados todos en nuestro centro, la frecuencia total
de mutaciones detectada es del 87,3%, similar a la descrita en la bibliografia
por los grupos de Lasota y Taniguchi. Las mutaciones detectadas se
distribuyen: 74,7% en el gen c-KIT y 12,6% en el gen PDGFRA. Cuando
analizamos el exdn mutado observamos la siguiente distribucion de
mutaciones: 63,2% en el exén 11 de c-KIT, 11,5% en el exdn 9 de c-KIT, 1% en
el exdon 12 de PDGFRA y 11,5% en el exon 18 de PDGFRA. Estos resultados
también concuerdan con los publicados, de manera que el exon 11 de c-KIT es
el que se encuentra mutado con mayor frecuencia. Se observa que la
frecuencia de mutaciones en el exén 18 de PDGFRA es ligeramente superior a
la descrita en la bibliografia (6, 144). Si nos centramos en las mutaciones del
exon 11, caracterizado por la heterogeneidad de las mutaciones encontradas,
observamos que segun el tipo de mutacion, las mas frecuentes son el grupo de
deleciones/deleciones-inserciones en un 63,6% de los casos, seguido de
mutaciones puntuales en el 29,1% de los casos, duplicaciones en el 5,5% y tan
s6lo un 1,8% representando el grupo de insercion/inversién. Estas mutaciones
afectan codones de la region hot-spot, codones 557-559, en el 21,8% de los
casos con mutacion en el exdén 11. Estos resultados concuerdan con los
descritos en la bibliografia (6, 69, 74, 139, 145-146). Dentro del grupo de
deleciones la mas frecuente detectada en nuestra serie ha sido
p.W557_ K558del en 4 casos y p.D579del, tal y como describen Antonescu y
Lasota (68-69). Como mutaciones puntuales se detectan con mas frecuencia
p.L576P en 4 casos y p.V560D en 3 casos, que concuerda con las halladas por
Lasota (6).

Aunque la integracion clinico-patolégica de los datos del estudio mutacional de
los genes c-KIT y PDGFRA es compleja, muchos grupos demuestran que los
resultados pueden estar relacionados con diferencias en el comportamiento

clinico y evolutivo de los tumores (145, 147-148).
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En nuestra serie se han comparado las mutaciones por separado de los
diferentes exones afectados y los grupos de mutaciones que en diferentes
estudios han demostrado un comportamiento mas agresivo, resistencia al
tratamiento o mayor indice de recidiva: la delecion en codones de la region hot
spot 557 559 del exdon 11 de c-KIT (74, 146), la duplicacion de p.A502_Y503
del exdn 9 de c-KIT (68) y la mutacién p.D842V del exdon 18 del gen PDGFRA
(66, 144).

Cuando estudiamos la asociacion de las mutaciones con otros parametros
observamos una asociacion estadisticamente significativa entre el grupo de
GISTs con mutacion del exén 11 y el grupo de edad mas avanzada (p=0,023),
coincidiendo con las observaciones del estudio de Taniguchi(77).

La mutacion del exdn 11 es mas frecuente en mujeres (p=0,036), en GISTs
localizados en intestino delgado (p=0,056), y de morfologia fusocelular
(p=0,006), estos dos ultimos hallazgos coinciden con los observados por el
grupo de Waldermann; y Lasota observa ademas, que es mas frecuente sobre
todo cuando se afecta el codén 558 (71, 75). Como dato curioso, en nuestra
serie, observamos que las mujeres tienen 2,6 veces mas riesgo de presentar
mutacion del exdn 11 que los hombres, hallazgo no reportado en la bibliografia.
Respecto al tipo de mutacién, las deleciones/indel tienen mas tendencia a
distribuirse en GISTs localizados en intestino delgado, mientras que las
mutaciones puntuales se asocian a GISTs de localizacion gastrica (p=0,481)
(72-76). Las deleciones/indel las encontramos asociadas a GISTs de alto
riesgo (p=0,043), como describe la literatura (73), principalmente cuando
afectan los codones Trp557 y Lys558 . Este tipo de mutaciones son mas
frecuentes en GISTs con morfologia fusocelular y de tipo mixto, aunque en
nuestra serie no encontramos diferencias estadisticamente significativas (76).
Cabe sefialar que no observamos diferencias estadisticamente significativas
cuando estudiamos la mutacién del exdn 11 en funcion de los diferentes grupos
de riesgo, aunque observamos que los casos con mutacion en la region hot-
spot tienen tendencia a distribuirse en GISTs de riesgo intermedio o alto riesgo.
Este hallazgo concuerda con las descripciones de la literatura que sefalan que
las mutaciones del exon 11 se asocian a malignidad como edad avanzada,
tamafo tumoral grande, indice mitotico elevado, presencia de necrosis tumoral,

hemorragia intratumoral y supervivencia reducida a los 5 afios (76-77). Quiza la
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gran heterogeneidad de mutaciones que puede presentar el exén 11 podria
influir en los resultados cuando se analiza su distribucién segun los grupos de
riesgo. Dado que existen mutaciones asociadas a evolucion favorable o
desfavorable, si no se estudian por separado, en funcion del tipo predominante
en cada serie podria ser responsable de la variabilidad de resultados.

Hemos observado que los GISTs con mutacién en el exdén 11 se asocian a una
expresion de c-kit con intensidad marcada (p=0,001), con respecto al resto de
mutaciones y GISTs wild-type.

Si nos centramos en el exdén 9, vemos que se trata de un grupo homogéneo, en
que todos los casos han presentado la mutacion p.A503_Y504dup. En nuestra
serie observamos que estos casos se localizan con mas frecuencia en intestino
delgado (p=0,001) y presentan morfologia de tipo mixto (p=0,02), tal y comenta
el grupo de Antonescu (65, 68). Los grupos de Lasota, Hirota y Sakurai
describen que la mutacién del exdn 9 se asociada a peor evolucién clinica (65,
114). Aunque en nuestra serie no observamos diferencias al comparar los
grupos de riesgo, destaca que no se observa ningun caso en el grupo de muy
bajo riesgo.

Los GISTs con mutacion del exdn 9 se asocian a valores de expresion de Ki-67
elevados (p=0,007), con una media de 7%, con respecto a las otras
mutaciones.

Solo encontramos 1 caso con mutacion del exon 12 de PDGFRA con la
delecidén p.S566 _E571.

En 10 GISTs se detecta mutacion en el exdén 18 de PDGFRA, 8 de ellos
presentan la mutacion p.D842V, 1 caso la mutacion p.D842 HB845 y otro caso
la mutacion p.D842Y. Estos hallazgos concuerdan con los descritos en la
literatura. En nuestra serie observamos, como curiosidad, que los hombre
tienen més riesgo (OR=11,5) de presentar la mutaciéon del exén 18 que las
mujeres (p=0,017), sin haber encontrado descripciones al respecto en la
literatura.

Los GISTs con mutacion en el exon 18 se localizan con mas frecuencia en
estbmago (p=0,017) y se asocia a morfologia epitelioide (p=0,002), con
respecto al resto de mutaciones, tal y como describen Heinrich y Debiec-
Rychter 2004 (66, 121). Los casos de nuestra serie con esta mutacion

muestran una tendencia a distribuirse en el grupo de MBR, aungue no se
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demuestran diferencias estadisticamente significativas. Estos hallazgos
coinciden con los descritos por Kontogianni-Katsarou y Waldermann (74, 81).
Los casos con mutacion en el exdon 9 de c-KIT y en el 18 de PDGFRA tienen
mas tendencia a expresar CD34 que el resto de mutaciones, aunque no se
demuestran diferencias estadisticamente significativas (p=0,052).

Miettinen 1999 y Lasota 2008 describen que los GISTs de localizacion
extraintestinal se asocian a morfologia epitelioide o mixta y mutaciones en el
gen PDGFRA, y tienen una evolucion desfavorable. En nuestra serie solo
tenemos 5 casos de GISTs extraintestinal, muy pocos casos para poder extraer
conclusiones. Todos son de alto riesgo, tres muestran morfologia fusocelular y
mutacion en el exén 11 de c-KIT y dos muestran morfologia epitelioide y
mutacion en el exén 18 de PDGFRA.

En nuestra serie los casos con mutacion en el exén 18 no se asocian a una
intensidad especifica de c-kit, ni se observan diferencias estadisticamente
significativas cuando comparamos la expresion de Ki-67 con respecto a otras
mutaciones. Se asocian a la presencia de matriz mixoide (p=0,003) cuando
comparamos con casos que presentan mutacion del exon 11 de c-KIT.

En nuestra serie el 12,6% de los GISTs han resultado wild-type para las
mutaciones estudiadas. Se observa que los GISTs wild-type se localizan con
mas frecuencia en estomago (p=0,010), cuando los comparamos con el resto
de mutaciones, coincidiendo con la descripcibn de Kontogianni-Katsarau y
Hornick (74, 83). También observamos que los GISTs WT presentan con mas
frecuencia morfologia fusocelular (p=0,002) que la mutacion del exé6n 9 de c-
KIT y 18 de PDGFRA. Se asocian a vacuolizacion citoplasméatica (p=0,008)
cuando comparamos con casos gue presentan mutacion del exéon 11 de c-KIT.
En la bibliografia se encuentra mutacion en el gen BRAF p.V600E en el 4% de
los casos en series de 87, 70 y 28 casos de GISTs wild-type (85, 102-103),
principalmente en mujeres y GISTs localizados en intestino delgado. Sin
embargo en nuestra serie, no detectamos mutacion de BRAF en ninguno de los
11 casos WT.

Uno de los problemas cuando se estudia las posibles implicaciones clinicas de
las diferentes mutaciones, es la dificultad de prever el comportamiento

asociado a cada mutacion. Quizd se necesiten realizar estudios
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conformacionales para predecir, en cada mutacion, que efectos pueden tener
los cambios estructurales a nivel proteico (149-150).

Actualmente hay varias recomendaciones sobre cuando realizar el estudio de
las mutaciones de c-KIT y PDGFRA. Los grupos de NCCC y EORTC sugieren
realizar estudio mutacional en casos de GISTs irresecables o metastasicos en
el momento del diagndstico, en pacientes jovenes, morfologia epitelioide y
resistencia primaria a imatinib (120). Ademas de los casos que presentan
mutaciones con baja respuesta al tratamiento convencional, que se benefician
de tratamiento con farmacos de segunda linea, se acepta que pacientes con
mutacion en el exdén 9 de c-KIT se benefician de dosis mayores imatinib de
inicio (800mg/d de imatinib). Por tanto, es importante realizar estudio
mutacional de cara a una buena seleccion terapéutica. Ademas, el grupo de la
ESMO recomienda la incorporacion del estudio molecular sistematico al
procedimiento diagnostico de todos los GISTs, sobre todo en los GISTs
avanzados, dada la relevancia que este tipo de informacién esta teniendo
desde el punto de vista predictivo y pronostico, y sobre todo en casos con
histologia compatible con GIST, sin expresién de CD117 y DOG1 (151).

5. NIVELES DE EXPRESION DE microRNA:

Se estudia la diferencia de niveles de expresion de miRNA-221, 222 y 494 en
tejido tumoral de GISTs con respecto a tejido no tumoral de los casos de
nuestra serie. Cumplen criterios para poder realizar el estudio 63 casos. Se
eligieron estos miRNA a partir de estudios realizados por Haller, Koelz, Kim y
Niinuma, tal y como se ha comentado en la introduccién (104, 108-110).
Observamos que en general los niveles de los miRNA estudiados presentan
valores inferiores a 1. Los niveles de expresion de miRNA-221 y 222 presentan
medias similares, mientras que miRNA-494 presenta una media mas elevada.
La mayoria de los GISTs presentan niveles de expresion disminuidos, tal y
como comenta el grupo Koelz (110).

En los casos de nuestra serie no hemos observado diferencias
estadisticamente significativas al comparar los niveles de expresion de miRNA-
221, 222 y 494 con las diferentes mutaciones de c-KIT y PDGFRA. Tampoco

encuentra diferencias el grupo de Koelz (110).
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Se ha realizado estudio de niveles de expresion de miRNA en 6 de los 11
casos de GISTs wild-type, observando que miRNA-221 y 222 presentan en
todos los casos niveles <0,4 y miRNA-494 <0,7, aunque sin demostrar
diferencias estadisticamente significativas. Ninguno muestra niveles de
expresion con valor igual a 1 o superior, aunque MiRNA-494 presenta valores
proximos a 1, a diferencia de algun caso de GISTs con mutacién en c-KIT o
PDGFRA gue muestra valores iguales a 1 o superiores.

Los GISTs localizados en estdbmago presentan con mayor frecuencia niveles
muy bajos de expresion de miRNA-221 (p=0,008) y 222 (p=0,037), cuando los
comparamos con los niveles de expresion que presentan los GISTs localizados
en intestino delgado. El grupo de Haller obtiene estos mismos resultados (111).
Cuando comparamos las medias de los niveles de expresion de miRNA-221,
222 y 494 con el resto de parametros clinico-patolégicos no observamos
diferencias estadisticamente significativas, a diferencia de Haller que
encuentran menor expresion de miRNA-221 y 222 en GISTs con mutaciones
en c-KIT en comparaciéon con los WT (111). Cuando categorizamos los niveles
de expresion de los miRNA estudiados en 6 grupos: (1) <0,05; (2) >0,05 <0,12;
(3) >0,12 <0,25; (4) >0,25 <0,5; (5) >0,5 <0,99 y (6) >1, observamos que los
GISTs de los grupos de riesgo intermedio y alto riesgo tienen tendencia a
presentar niveles de expresion de miRNA-494 muy bajos (categorias 1 y 2)
respecto a los grupos de muy bajo y bajo riesgo, aunque no se demuestran
diferencias estadisticamente significativas (p=0,066). Los GISTs con morfologia
fusocelular tienen tendencia a presentar niveles de expresion de miRNA-221 y
222 muy bajos (categorias 1 y 2) y niveles de expresion de miRNA-494
proximos a 1 (categoria 5), respecto a los GISTs de morfologia epitelioide o
mixta, aunque no se demuestran diferencias estadisticamente significativas. En
GISTs con morfologia epitelioide no se han observado niveles de miRNA-221
>1.

GISTs con niveles de expresion de miRNA-221 proximos, iguales o superiores
a 1 (categorias 5 y 6) presentan con poca frecuencia vacuolizaciéon
citoplasmatica (p=0,045). GISTs con niveles de expresion de miRNA-494
proximos, iguales o superiores a 1 (categorias 4, 5 y 6) presentan con poca

frecuencia matriz mixoide (p=0,016). El significado de esta asociacion no se ha
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descrito en la bibliografia, y tampoco resulta facil encontrar una explicaciéon a
esta asociacion.

Los casos de nuestra serie con expresion de c-kit con patron de Golgi
presentan con mas frecuencia niveles de expresion de miRNA-221 proximos a
valores de 1 (categoria 5). Koelz encuentra niveles disminuidos de miRNA-221
y 222 en GIST con marcada intensidad de tincidon inmunohistoquimica para c-
kit y a la inversa, expresion aumentada en casos de intensidad de c-kit focal o
ausente (110). En nuestra serie observamos que GISTs con expresion de c-kit
con marcada intensidad (3+) muestran una tendencia a presentar niveles de
expresion de miRNA-494 elevados (categorias 4, 5 y 6), aungue no se
demuestran diferencias estadisticamente significativas. A diferencia del grupo
de Kim, que observan una correlacion de forma inversa entre la expresion de
MiRNA-494 y la expresion de c-kit (108).

Encontramos como niveles de expresion de miRNA-221 muy bajos (categorias
1 y 2) muestran con mas frecuencia positividad para CD-34 (p=0,023) si lo
comparamos con el resto de categorias.

En sintesis, los datos obtenidos del estudio de niveles de expresion de miRNA
y su comparacion con el resto de parametros analizados no permiten
establecer asociaciones que contribuyan a perfilar el pronostico de los GISTs ni
a establecer hipoétesis sobre su patogenia a nivel molecular ni su posible

aplicacion como diana terapéutica.

6. SEGUIMIENTO:

Reciben tratamiento adyuvante con imatinib 18 casos, 4 por metastasis en el
momento del diagndstico, 8 por aparicion de metastasis durante el seguimiento
y 6 casos por pertenecer a grupos de riesgo con indicacion de tratamiento (5 de
alto riesgo y 1 de riesgo intermedio), de cuales ninguno presentd metastasis
durante el seguimiento.

Cuando estudiamos el estado de los pacientes tratados observamos que los 6
pacientes de riesgo intermedio-alto sin metastasis se encuentran vivos sin
enfermedad en el Ultimo seguimiento. De los 8 pacientes que reciben
tratamiento por presentar metastasis durante el seguimiento, 3 han fallecido
con enfermedad y 5 estan vivos, 3 con enfermedad y 2 libres de enfermedad.

De los 4 pacientes con metastasis en el momento del diagndstico, 2 han
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fallecido con enfermedad y 2 estan vivos con enfermedad. La evolucién
(estado) de los casos de GISTs tratados no presenta diferencias
estadisticamente significativas cuando se estudia su relacidon con el exén
mutado y los niveles de expresion de miRNA, respecto a los GISTs que no han

recibido tratamiento.

METASTASIS:

Tal como describe Miettinen y DeMatteo la presencia de metastasis en el

momento del diagndstico confiere un peor prondstico, asociado a
supervivencias mas cortas (46, 62).

En nuestra serie se presentan como GISTs metastasicos 7 casos y 15 casos
presentan metastasis a partir de 3 meses postdiagnostisco y la fecha de ultimo
seguimiento. Si analizamos la presencia de metastasis en funcién del exén
mutado observamos que los GISTs con mutacion del exon 11 de c-KIT no
acostumbran a presentar metastasis, aunque no se demuestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al resto de mutaciones.

Al analizar la presencia de metéastasis en funcién de la localizacion observamos
gue los GISTs localizados en intestino delgado se asocian a la presencia de
metastasis en el momento del diagnostico y a los 3 meses postdiagnostico
(p=0,02), si los comparamos con los GISTs de localizacién gastrica. Este
hallazgo confirma el mal prondstico atribuido a esta localizacién y su valor
como parametro para establecer el riesgo de los GISTs (152).

Con respecto a los grupos de riesgo, los GISTs de AR se asocian con mas
frecuencia a metastasis en el momento de los diagnostico y a los 3 meses
postdiagnostico (p=0,0001), hecho que concuerda con la evolucién esperada

para este grupo.

NEOPLASIAS INTERCURRENTES:
El grupo de Agaimy describe que hasta un tercio de los GISTs (10-30%) se

diagnostican de forma incidental, durante el tratamiento o control de neoplasias
benignas o malignas y en su estudio observa otra neoplasia asociada
sincronica o metacronica, con una frecuencia de neoplasias malignas de 13,4%
(93). Encuentra que los GISTs gastricos son los que con mas frecuencia se

asocian a otra neoplasia maligna sincrénica. En nuestra serie se observa otra

-211-



neoplasia asociada en 20 casos (22,9%), en 5 casos se trata de neoplasia
sincrénica y en 15 casos metacronica.

Dentro de las neoplasias sincronicas: 3 casos presentaron adenocarcinoma
gastrico y 2 casos adenocarcinoma de colon. Como observa Agaimy, en
nuestra serie la intervencion de los tres adenocarcinomas gastricos comportan
el diagnostico incidental de de GISTs géastricos de muy bajo riesgo, mientras
que el diagndstico de los dos casos de adenocarcinomas de colon se realiza de
forma sincronica al diagnéstico de dos GISTs de riesgo intermedio y alto riesgo.
Las neoplasias metacronicas fueron: 4 casos adenocarcinoma de proOstata, 2
casos adenocarcinoma pulmonar, 2 neoplasias de eso6fago, 2 tumores de vejiga
urinaria, 1 carcinoma hepatocelular, 1 linfoma de Hodgkin, 1 neoplasia
mielodisplasica refractaria al tratamiento y 1 tumor neuroendocrino
mediastinico. En su estudio Agaimy no encuentra asociacion entre GISTs y un
tipo de neoplasia concreta, y tampoco describe mayor incidencia de ninguna

neoplasia en particular.

7. SUPERVIVENCIA:
SUPERVIVENCIA GLOBAL.:

Si analizamos la influencia del tipo de mutacién sobre la supervivencia global a

partir de curvas de Kaplan-Meier, observamos que los GISTs con delecion/indel
del exén 11 de c-KIT tienen tendencia a presentar menor supervivencia que los
GISTs con mutaciones puntuales, aunque no se demuestran diferencias
estadisticamente significativas.

Para analizar la influencia del grupo de riesgo segun Miettinen-2006 sobre la
supervivencia global a partir de curvas de Kaplan-Meier, agrupamos las
categorias MBR, BR y Rl y las comparamos con el grupo de AR. Observamos
gue el grupo de AR se asocia con menor supervivencia (p=0,019)

Si analizamos la influencia del tipo histologico sobre la supervivencia global a
partir de curvas de Kaplan-Meier, observamos que los GISTs con morfologia
fusocelular tienen tendencia a presentar menor supervivencia que los GISTs
con morfologia epitelioide, aunque no se demuestran diferencias

estadisticamente significativas.
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SUPERVIVENCIA ESPECIFICA:
Para analizar la influencia del grupo de riesgo segun Miettinen-2006 sobre la

supervivencia especifica a partir de curvas de Kaplan-Meier, agrupamos las
categorias MBR, BR y RI y las comparamos con el grupo de AR. Observamos
gue el grupo de AR se asocia con menor supervivencia (p=0,036)

GISTs con niveles de expresion de miRNA-494 >1 se asocian a mayor riesgo
de fallecer a causa de la enfermedad (p=0,003), cuando comparamos con el

resto de categorias con niveles de expresion inferiores a 1.

SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECURRENCIA:

Si analizamos la supervivencia libre de recurrencia en funcién del exdn mutado

observamos la siguiente distribucion de los GISTs: GISTs con mutacion en
exon 18 de PDGFRA no presentan metastasis, GISTs con mutacion en el exén
11 de c-KIT presentan un aparicion de metastasis tardia y GISTs con mutacion
en el exén 9 de c-KIT o WT presentan apariciéon de metastasis mas temprana,
aungue no se demuestran diferencias estadisticamente significativas.
Observamos que el grupo de AR se asocia a menor supervivencia libre de
recurrencia (p=0,0001).

Observamos que los GISTs con morfologia mixta tienen tendencia a presentar
metastasis (menor SLR), aunque no se demuestran diferencias
estadisticamente significativas

Los GISTs localizados en intestino delgado tienen tendencia a presentar mas
metastasis (<SLR) que los localizados en estdmago, aunque no se demuestran

diferencias estadisticamente significativas (p=0,08).

8. VALIDACION EN NUESTRA SERIE DE LA PREDICCION DEL
NOMOGRAMA:

El nomograma propuesto por SKCC esta validado de forma interna y externa.
Comparamos la prediccion de SLR2 y SLR5 hecha por el nomograma con lo
gue sucede en nuestra serie. Observamos que las predicciones tienden a
cumplirse en los casos con alta probabilidad de SLR2 (80-100%), aunque no se
demuestran diferencias estadisticamente significativas, debido al pequefio
tamafo que la muestra cuando realizamos los subgrupos para comparar el

valor de SLR esperado (% del nomograma) con el valor de SLR real. El grupo
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de seguimiento a 5 afios todavia se reduce mas y por tanto es dificil poder

realizar comparaciones.

9. COMENTARIOS ADICIONALES:

En nuestro estudio hemos detectado casos aislados con mutaciones que segun
la bibliografia se relacionan con cierto valor pronostico, como por ejemplo los
casos 2, 17, 29:

- Caso 2: delecién en el exon 11 de 24 nucleétidos, correspondiente a nivel
proteico a p. Q556 1573del. Esta homocigosis puede ser debida tanto a la
doble mutacién como a la pérdida del alelo wild-type, aunque esta publicado
que la presencia del alelo mutante wild-type tiene peor prondstico,
independientemente del mecanismo que provoca la homocigosis (78, 153). El
paciente en un periodo de 2 afios desarroll6 metastasis peritoneales y fallecio
por diseminacion de la enfermedad. EIl tumor pertenecia al grupo de alto riesgo.
- Caso 17: tres mutaciones puntuales que comportaban cambios de
aminoacidos en la cadena proteica, que se podria relacionar con peor
prondstico. El paciente falleci6 a los 5 afios por otra causa, no debida a la
enfermedad. El tumor pertenecia al grupo de alto riesgo.

- Caso 29: insercion en el extremo 3’ del exén 11 de c-KIT (p.591 592ins),
descrita como una mutacién con curso indolente y buen prondéstico (72). El
paciente al cabo de 10 afios del diagnéstico esta vivo sin enfermedad. EI tumor

corresponde al grupo de alto riesgo.

Sorprende la evolucion del caso 68, localizado en estomago, que presenta 110
mitosis/50 CGA e indice proliferativo Ki67 del 25% de las células tumorales.
Cumple criterios de alto riesgo de malignidad. Presenta morfologia fusocelular,
expresion de c-kit con marcada intensidad y patron de Golgi. En el estudio
mutacional ha resultado wild-type para las mutaciones estudiadas y no se pudo
realizar determinacion de niveles de expresion de miRNA. En el momento del
diagnéstico infiltraba el pancreas por continuidad. Recibe tratamiento
adyuvante, 1 un afo después del diagnostico presenta metastasis hepaticas
que se resecan. Actualmente, después de 3 afios de seguimiento esta vivo sin

enfermedad.
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Como reflexion final tiene gran importancia aportar informacién sobre
pardmetros clinico-patoldgicos y moleculares de estos tumores, con el fin de
mejorar el conocimiento sobre su comportamiento bioldgico, necesario por otra
parte para desarrollar nuevas dianas terapéuticas. Posiblemente existan otros
factores, todavia no descubiertos, que influyan en el comportamiento biolégico
de los GISTs. El grupo de tumores wild-type es especialmente interesante de
cara a identificar otras eventuales alteraciones moleculares con incidencia en el
curso evolutivo de los GISTs. La intencion seria ampliar la serie para obtener

resultados significativos que permitan obtener mas conclusiones.
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CONCLUSIONES:

El estudio realizado sobre la serie de 87 casos de tumores estromales del

tracto gastrointestinal (GIST) ha permitido obtener las siguientes conclusiones:

En relacion a la asociacion entre parametros clinico-patoldgicos, hemos
encontrado diferencias en funcién del tipo histolégico y los grupos de riesgo:
- La presencia de necrosis, positividad de intensidad marcada (3+) para
c-kit, positividad para c-kit con patrén de Golgi, expresion elevada de
Ki-67 y elevada tendencia a presentar metastasis, se asocian con mas
frecuencia a GISTs del grupo de alto riego.
- Los GISTs con morfologia fusocelular y mixta se asocian a peor

comportamiento bioldgico que los GISTs con morfologia epitelioide.

En relacion a las mutaciones de los genes c-KIT y PDGFRA, hemos
encontrado diferencias de asociacion:
- La mutacion en el exén 11 se asocia con mas frecuencia a pacientes
de edad mas avanzada, mujeres, localizacion en intestino delgado,
morfologia fusocelular y positividad con intensidad marcada (3+) para
c-kit.
- Los tipos de mutacion delecion/indel tienen mas tendencia a
distribuirse en GISTs localizados en intestino delgado, de alto riesgo y
muestran menor supervivencia global que los GISTs con mutaciones
puntuales.
- La mutacién en el exdn 9 se asocia con mas frecuencia a GISTs
localizados en intestino delgado, de morfologia de tipo mixto y con
valores de expresion de Ki-67 elevados.
- Los casos con mutacion en el exén 9 de c-KIT y en el 18 de PDGFRA
tienen mas tendencia a expresar CD34 que el resto de mutaciones.
- La mutacién en el exdn 18 se asocia con mas frecuencia a sexo
masculino, localizacion gastrica, morfologia epitelioide, matriz mixoide y
grupo de muy bajo riesgo.
- Los GISTs wild-type se localizan con mas frecuencia en estdmago,

presentan morfologia fusocelular y vacuolizacion citoplasmatica.
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En relaciébn a los niveles de expresion de miRNAs: la mayoria de casos
presentan niveles de expresion inferiores a 1. Diferencias de expresion en los
distintos miRNAs se han asociado a parametros clinico-patolégicos y evolutivos
como: localizacion, positividad para CD34, grupos de riesgo, tipo histoldgico,
intensidad y patrén de c-kit y supervivencia especifica.

- Todos los casos de GISTs wild-type de nuestra serie han mostrado

niveles de expresion de miRNAs inferiores a 0,7.

Aplicado el nomograma a nuestra serie se observa que las predicciones
tienden a cumplirse en los casos con alta probabilidad de supervivencia libre de
recurrencia a los 2 afios (80-100%), aunque no se demuestran diferencias

estadisticamente significativas.
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