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RESUMEN

Introduccion: Los tumores estromales gastrointestinales (GISTSs) constituyen la categoria mas
amplia de neoplasias no epiteliales primarias del tracto gastrointestinal. Son mas frecuentes en estbmago
y en intestino delgado, pero también pueden comprometer es6fago, colon, recto y ano. Han sido
encontrados, ademas, en mesenterio, retroperitoneo, omento y tejidos blandos (EGIST- Tumor estromal

extragastrointestinal).

Martin los reconocié como entidad clinico — patologica y Stout los denomind leiomioblastomas.

Mazur y Clark acufiaron el término tumor estromal gastrointestinal y sugirieron que podian

originarse del sistema nervioso mioentérico.

Hubo, ademas, algunos casos con evidencias de diferenciacion neural, y fue introducido el término
"tumor autonémico gastrointestinal" (GANT). Kindblom y col., sugirieron que estas neoplasias presentan
un inmunofenotipo similar a células intersticiales de Cajal (células marcapasos del tracto

gastrointestinal).
Objetivos:

- Correlacionar tamafio tumoral, patron microscopico e

inmunofenotipo con el comportamiento bioldgico.

- Determinar formas macro y microscopicas y analizar la forma de presentacion

clinica.
- Relacionar topografia, tamafio y grado con la agresividad tumoral.

- Confirmar el valor del protooncogen (CD-117) como marcador de CIC y de

GISTs.

Materiales y Métodos: Se estudiaron 30 casos de GISTs en un analisis prospectivo y
retrospectivo, en el periodo comprendido entre los afios 1987 y 2007. Para el material retrospectivo se

estudiaron bloques de tejidos en parafina.



El material pertinente para estudio se fijo en formol al 10%, luego se incluyé en parafina,
realizando las tinciones habituales con H-E, técnicas histoquimicas (P.A.S, tricromico de Masson) v,

entre otros, el siguiente panel inmunohistoquimico: Vimentina, CD-34 y CD-117.

Resultados: Con el fin de estudiar caracteristicas anatomopatologicas y clinicas de los GISTs, se
observo su comportamiento teniendo en cuenta diferentes variables, las cuales se presentaron en forma

secuencial y en modulos.

La edad mas frecuente de presentacion se ubico, al igual que en la literatura consultada, entre los
50 a 69 anos. Con respecto al género, se observo, una diferencia estadisticamente significativa del sexo
femenino (73,73 %) con respecto al sexo masculino (27,27 %) (p<0.001). Histolégicamente el 20 % de
los casos reveld una proliferacion fusocelular, 20 % de tipo epitelioide y el 60 % restante mixto. El
organo mas frecuentemente comprometido, en los grupos de mayor incidencia etaria fue, el estdomago
(54,54 %). De los otros tumores resecados, el 18,18 % se localizaron en yeyuno, el 9,09 en ileon y el 9,09
en retroperitoneo. Estos resultados demuestran una diferencia estadisticamente significativa a predominio
de estobmago comparados con la localizacion intestinal (p<0,001), estos resultados observados en relacion
a la ubicaciéon en la pared del tubo digestivo coinciden con otros estudios similares publicados. Con
respecto a las técnicas inmunohistoquimicas implementadas la vimentina fue positiva en el 100 % de los

casos, mientras que CD-34 y CD-117 fueron positivos en aproximadamente el 90 %.

Discusion: Los parametros morfologicos de malignidad en los GISTS, incluyen, entre otros,
tamafio tumoral (mayor de 5 cm.), necrosis, hemorragia, hipercelularidad, atipia nuclear y actividad
mitotica. Teniendo en cuenta los criterios de Amin, basados en tamafio tumoral e indice mitdtico, 10
(33,33%) fueron considerados como benignos, 18 (60%) de tipo borderline y 2 (6,66 %) reunian criterios

morfolégicos indicativos de malignidad.

Conclusiones: Se determind que las variables topografia, grado y tamafio tumoral estan

directamente relacionadas con la conducta biologica.

De los 30 casos analizados 46,7 % se localizé en estomago, 33,3 % en intestino delgado y 20 % en

retroperitoneo y en relacion al grado, 25 fueron de bajo grado y 5 de alto grado.

La forma macroscdpica mas frecuente fue el tumor géstrico, submucoso, exofitico y ulcerado y
la microscopica el patron mixto (fusocelular y epitelioide). Inmunohistoquimicamente el CD 34 y el CD

117 fueron positivos en un 95 % de los casos.

La tendencia de estos tumores a seguir un curso clinico indolente con riesgo de recidiva tardia,

hace recomendable el seguimiento del paciente regularmente y por un periodo indefinido.

Palabras claves: tumor estromal gastrointestinal — leiomioblastoma - Inmunohistoquimica -

células intersticiales de Cajal — fibras eskenoides - c-Kit —CD 34 — rol del pat6logo.



SUMMARY

Introduction: Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) constitute the largest category of
primary nonepithelial neoplasms of the stomach and small bowel. They represent about 1-2% from all
neoplasm of the digestive tract. They occur most commonly in the stomach and small bowel, but small
series of comparable tumors have also been reported in all the other parts of the tubular gastrointestinal
tract, including esophagus, colon, rectum and anus. They can also involve omentum, mesentery,

retroperitoneum and soft tissues (EGIST).

Originally recognized in 1960 by Martin et. al. as a distinctive type of stromal neoplasm of the
bowel, they were subsequently reported by Stout, who introduced the term leiomyoblastoma. In 1983,
Mazur and Clark coined the term gastrointestinal stromal tumor. Some studies have reported evidence of
neuronal cell differentiation in a proportion of GISTs and the term “gastrointestinal autonomic nerve
tumor (GANT) has been introduced. Kindblom et al are providing cogent arguments to suggest that

GISTs show differentiation toward interstitial Cajal cells (ICC).

Materials and Methods: We studied 30 cases of gastrointestinal stromal tumors in a
retrospective and prospective analysis, in the period between 1987 and 2007. For retrospective material

was studied in paraffin tissue blocks.

Relevant material for study was fixed in 10% formalin and then included in paraffin, performing
routine staining with HE and histochemical techniques (PAS, Masson's trichrome). Was conducted,

among other markers, the following immunohistochemical panel: vimentin, CD-34 and CD-117.

Results: To study the histopathological characteristics in relation to clinical symptoms of GISTs,
their behavior was observed taking into account different variables, which were presented in sequence

and in modules according to different parameters selected for design studied.



The most common age of presentation was located, as in the literature, between 50 to 69 years.
With regard to gender, was observed in these groups, a statistically significant difference between female
(73.73%) compared to males (27.27%) (p <0.001). Histologically 20% of cases showed a proliferation

fusocellular, 20% were of epithelioid type and the remaining 60% mixed.

The organ most frequently involved, in the age groups with the highest incidence was the
stomach (54.54%). Of the other tumors resected, the 18.18% were located in the jejunum, ileum and 9.09
in 9.09 in the retroperitoneum. These results show a statistically significant difference in prevalence
compared with the stomach intestinal (p <0001), these findings in relation to the location on the wall of

the gastrointestinal tract consistent with similar studies published.

With respect to immunohistochemical techniques implemented vimentin was positive in 100% of

the cases, whereas CD-34 CD-117 and were positive in approximately 90%.

Discussion : The morphological parameters of malignancy in GISTs, including, among others,
tumor size (larger than 5 cm.), necrosis, hemorrhage, hypercellularity, nuclear atypia and mitotic activity.
Taking into account the criteria of Amin, based on tumor size and mitotic index, 10 (33.33%) were
considered as benign, 18 (60%) and borderline type 2 (6.66%) met morphological criteria indicative of

malignancy.

Conclusions: We found that the variable topography, grade and tumor size are directly related
biological behavior. Of the 30 cases analyzed, 46.7% were found in stomach, small intestine in 33.3% and

20% in the retroperitoneum and in relation to grade, 25 were low grade and 5 high grade.

The most frequent form was the macroscopic tumor gastric submucosal, exophytic and ulcerated
and the microscopic pattern mixed (epithelioid and fusocellular). Immunohistochemistry CD 34 and CD

117 were positive in 95% of cases.

The tendency of these tumors to be an indolent clinical course with the risk of late relapse, we

recommend monitoring the patient regularly and for an indefinite period.

Key words: gastrointestinal stromal tumors — leiomyoblastoma — Inmunohistochemistry —

Interstitial cell of Cajal - skenoids fibers - c-Kit —CD 34 - role of the pathologist.



CAPITULO

INTRODUCCION



Los tumores estromales gastrointestinales (Gastrolntestinal Stromal Tumors-
GISTs) constituyen la categoria mas amplia de neoplasias no epiteliales primarias del
tracto gastrointestinal (172, 231). Representan aproximadamente el 1-2% de todas las
neoplasias del tubo digestivo y el 5% de todos los sarcomas de tejidos blandos (117,
177). Se originan de células localizadas en la pared gastrointestinal y muestran una gran
variacion en su nivel de diferenciacion, lo cual ha traido aparejado confusion, que se ha

exacerbado en publicaciones recientes (23, 35, 44, 88, 111).

Se considera que la incidencia es de 10-20 casos/millén de personas (99), de los
que del 20-30 % de los casos son malignos (116, 176). En relacion a la edad de
presentacion, son mas frecuentes en mayores de 40 afios, con una media de 55-65 afios.
Son raros en menores de 40 afos y excepcionales en los nifios. Su incidencia es igual en

ambos sexos (138).

Los GISTs presentan caracteristicas histologicas, inmunofenotipicas, genéticas y
moleculares que los ubican aparte de los tipicos tumores de musculo liso y de los
schwannomas; sin embargo, por tradicion, han sido clasificados como tumores de

musculo liso gastrointestinales, o tumores del estroma / musculo liso (135).

Los GISTs, también denominados tumores mesenquimales gastrointestinales,
(Gastro-Intestinal Mesenchymal Tumors—GIMT) (199), ocurren mas frecuentemente en
el estobmago (60-70%), seguidos del intestino delgado (30%), pero también pueden estar
presentes en otros sitios del tracto gastrointestinal tubular, incluyendo el eséfago, colon,
recto (3% sitio mas comun de localizacion ) (130) y el ano (233). En el recto representan

aproximadamente el 5% de todos los GISTs (130).

Desde las primeras descripciones de Golden y Stout (64) este grupo de
lesiones mesenquimales se consideraron de origen muscular y recibieron
nombres como leiomioma, leiomioma celular, leiomioma epitelioide,

leiomioblastoma, leiomioma bizarro y leiomiosarcoma.

En relacion a los tumores estromales de la pared gastrica, inicialmente se pensaba

que se originaban del musculo liso, dado que a menudo se presentaban en una



localizacion intramural y en intima asociacion con el musculo liso normal presentando

histoldégicamente un componente prominente de células fusadas (54).

A pesar de estas presunciones, estas neoplasias mostraban caracteristicas al
microscopio optico (M.O.) y microscopio electronico (M.E) que no eran cominmente

observadas en los leiomiomas y leiomiosarcomas originados en otros sitios (127).

Debido a dichas diferencias morfoldgicas, algunos autores sugirieron que los

tumores estromales gastricos podrian originarse de otras células mesenquimaticas (139).

Aunque generalmente era posible separar a estos tumores en categorias benignas y
malignas (6, 170, 199), los investigadores encontraron que los mismos tendian a tener
un comportamiento bioldégico menos predecible en base, por ejemplo, a la actividad

mitdtica, que los tumores uterinos de musculo liso (4, 5, 170)

Esta circunstancia clinica sugirié que los tumores estromales representaban un
grupo unico y distintivo de neoplasias que debian ser separadas de leiomiomas y

leiomiosarcomas ( 52 ).

Las células epitelioides y la apariencia de los nucleos, observadas en estos
tumores, son caracteristicas compartidas con las neoplasias de tipo neural. Appelman y
Helwig (5) en un estudio de leiomiomas géstricos celulares, comentaron la posibilidad
que estos tumores podian tener un origen neural, y citaron un ejemplo de leiomioma

de c¢lulas fusadas, que estaba intimamente asociado con un nervio periférico.

Las investigaciones realizadas por Mazur y Clark (125) en una revision de 28
tumores de la pared gastrica, clasificados al M.O como leiomiomas y leiomiosarcomas

permitieron, ademas, establecer que si bien la célula muscular lisa no parecia ser la



célula progenitora de estos tumores, los verdaderos precursores mesenquimaticos eran

dificiles de definir. Asi nueve neoplasias pertenecientes a esta

serie fueron ultraestructuralmente indiferenciadas, 2 tenian caracteristicas de musculo
liso y una tenia apariencia de schwannoma. Ademas, la presencia de proteina S-100
(una proteina 4cida soluble que constituye un marcador de eleccion para células de
origen neuroectodérmico), sugirid un origen en vaina nerviosa en algunos casos (26, 41,

145, 204, 206).

Welsh y Meyer (237) sugirieron una posible relacion con las células de Schwann
mientras que Mackay y colab. (119) encontraron caracteristicas ultraestructurales de
musculo liso en menos de un tercio de 50 GISTs estudiados, mientras que 4 tenian una
apariencia neural. Las células epitelioides en 16 de estos tumores no mostraron

evidencias de diferenciacion muscular lisa.

Los GISTs fueron originariamente reconocidos en 1960 por Martin y col. (122)
como una entidad clinico-patologica y un tipo distintivo de neoplasia estromal géstrica.
Dos anos mas tarde Arthur Purdy Stout (207), acufio el término leiomioblastoma,
interpretando al mismo como una variante peculiar o bizarra de tumor del musculo liso.
Aparentemente, en un intento de designar a estos tumores en una forma no
comprometida o evasiva, Stout (207) evitd otorgarles una connotacidon totalmente

benigna o maligna y propuso tal designacion.

Martin (122) y Stout (207) sospecharon , entonces, que estos tumores eran de
origen miogénico. Posteriormente, en la clasificacion de tumores de partes blandas,
propuesta por la OMS, se los incluyd bajo la denominacion de leiomiomas epitelioides

(43).

Si bien el sitio primario de la mayoria de los casos reportados en la literatura,

hasta ese entonces, era el estdmago, posteriormente estos tumores fueron encontrados



en sitios tales como intestino delgado, retroperitoneo, utero, omento, mesocolon y
tejidos blandos (103).

Salazar y Totten (188) describieron los cambios ultraestructurales de 3
leiomioblastomas gastricos y demostraron que la vacuolizacién que suele observarse en
este tipo de tumores es, probablemente, un artefacto debido a la fijacion del espécimen
con el formol, ya que esta desaparece en los cortes por congelacion o cuando el tumor

es fijado en glutaraldehido bufferado.

Morson y Dawson (146), establecieron que los tumores del musculo liso
constituian aproximadamente el 20% de todos los tumores benignos del intestino
delgado, siendo dificil precisar su frecuencia, debido a que la mayoria de ellos son
asintdmaticos y pueden ser encontrados incidentalmente en especimenes quirdrgicos o
en necropsias; asimismo, enfatizaron la dificultad en separar los tumores benignos de
los malignos, en base a su patron histologico, dado que tumores con fenotipo benigno
pueden producir eventualmente metastasis, mientras que tumores histolégicamente

indiferenciados, pueden permanecer localizados y no metastatizar.

Por esa razén, prefirieron el término "tumor leiomiomatoso" o "tumor de
musculo liso", sobre el de leiomioma o leiomiosarcoma. Asi las cosas, establecieron
como criterios ttiles para efectuar la distincion entre tumores benignos y malignos, a los

siguientes parametros:

¥ Tamafio tumoral
¥ Numero de figuras mitoticas

v Infiltracion de los tejidos circundantes

Durante afios, los tumores estromales gastrointestinales estuvieron basicamente
considerados como de origen exclusivamente muscular y designados como leiomiomas

y leiomiosarcomas, cuando estaban compuestos de células fusadas y como



leiomioblastomas benignos o malignos (o leiomiomas epitelioides y leiomiosarcomas

respectivamente), cuando estaban compuestos de células epitelioides (176).

Reconociendo las dificultades planteadas en predecir con seguridad el
comportamiento bioldgico de estas neoplasias, el término "tumor de musculo liso de
potencial maligno incierto" (Smooth Muscle Tumor of Uncertain Malignant Potential -
SMT-UMP) fue introducido para los tumores borderline que exhiben caracteristicas

sospechosas de malignidad (4, 70).

Como lo sefialaron Starr and Dockerty (202) en el afio 1955 “La prediccion del
comportamiento de una lesion miomatosa basado en sus caracteristicas morfologicas es

reconocidamente dificultosa, pero no existe justificacion para no intentar hacerlo” (sic).

En la década del 80 y a principios de los 90 (Figura 1), los estudios
inmunohistoquimicos y ultraestructurales, revelaron que la histogénesis y las lineas de

diferenciacion de estos tumores es mas compleja que las reconocidas previamente (23).



Antes de 1980

LEIOMIOMAS Y LEIOMIOSARCOMAS

Stout (1962) introdujo el término leiomioblastoma

Tumor de MUSCUIO LiSO  |mmmmm—
de notencial malieno

1980

Fines de la década
del 80 y principios

del 90.

1998

Surge el concepto de

Tumor Estromal Gastrointestinal
(GISTSs)

Caracterizacion de los tumores
autonomicos gastrointestinales
(GANT) como un subtipo de
GISTs
(Herrera y col. 1989)

Kindblom y col. introdujeron el concepto de TUMORES
GASTROINTESTINALES

de las CELULAS

MARCAPASOS o CELULAS INTERSTICIALES

DE CAJAL (GIPACT)

Figura 1: Evolucion del concepto de tumores del estroma gastrointestinal (23).




CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS TUMORES
MESENQUIMATICOS GASTROINTESTINALES (23)

No puede evaluarse con seguridad el comportamiento por su aspecto morfoldgico

Se tienen en cuenta localizacion en el tracto GI, invasion y otros pardmettos

histolégicos
Amplio espectro morfologico:
ej. células fusadas, epitelioides (leiomioblastoma), cambios mixoides, etc.

Inmunofenotipo: c-Kit + y vimentina +

CD-34 a menudo +, actina variable, desmina -, S-100 - , Enolasa neuronal

especifica variable.
Caracteristicas ultraestructurales variables en la mayoria de las células, pero
algunas pueden mostrar caracteristicas de CIC o diferenciacion incompleta
hacia musculo liso.
Asimismo, otras entidades muestran el siguiente inmunofenotipo:
-Schwannoma, neurofibroma y tumores malignos del sistema nervioso periferico
exhiben inmunoreactividad difusa intensa para S-100 . El ¢-Kit negativo y CD-34
variable.
En cuanto a los tumores de musculo liso:
Leiomioma y leiomiosarcoma:
- poco frecuentes, excepto en esdfago y recto
- los tumores pequefios se originan de la muscularis mucosae-
-inmunoreactividad para actina y desmina

c-Kit y CD-34 negativos.

Otros tumores mesenquimaticos especificos. Ej. tumor de células granulosas, tumor

glomico, angiosarcoma

Es asi que en el afio 1983, Mazur y Clark (125) acufiaron el término tumor

estromal gastrointestinal (Gastrolntestinal Stromal Tumors - GISTs) y sugirieron

que estas lesiones podian originarse del sistema nervioso mioentérico.



El término tumor estromal gastrointestinal ha ganado amplia aceptacion en la
literatura, enfatizando su origen enigmatico, dado que la mayoria de estas lesiones no
muestra una diferenciaciéon muscular o neuronal convincente (4, 124, 128), revelando un
perfil inmunofenotipico variable (2, 207). Es asi que en la actualidad, la designacion de
GISTs excluiria a los leiomiomas y leiomiosarcomas clasicos, como asi también a

schwannomas y neurofibromas.

Kindblom y col. (88) sostienen que el vocablo GISTs representa un término
reservado, evasivo y no comprometido, mientras que otros autores (117, 192, 214, 225)
creen que una significativa proporcion de estas neoplasias representan tumores de

musculo liso.

A fines de la década del 80, algunos estudios han reportado evidencias de una
diferenciacion neural en algunos casos de GISTs, siendo introducido el término "tumor
autondémico gastrointestinal" (Gastrointestinal Autonomic Nerve Tumours — GANT-),
los cuales fueron previamente reconocidos por  Herrera y col. (72) como
"plexosarcomas" (82, 197). Walker y Dvorak (232) introdujeron el término “tumor del
sistema nervioso autonomo gastrointestinal” (GANT) debido a determinados hallazgos
al examen con microscopia electronica, tales como, diferenciacion axonal y presencia

de granulos electrodensos.

De tal forma, se denominan GANT a aquellas neoplasias gastrointestinales que
ultraestructuralmente demuestran  caracteristicas de sistema nervioso auténomo,

recapitulando la morfologia de los plexos neurales entéricos (75, 82, 162, 232).

Erlandson y col. (44) realizaron un analisis ultraestructural de 56 casos de
tumores mesenquimaticos gastrointestinales y determinaron que el 38 % de ellos

exhibian caracteristicas de GANT.

Diferentes marcadores neurales han sido, evaluados en los GISTs , tales como S-
100, (26, 54, 103, 113, 168, 191, 207, 214, 216, 222, 226) enolasa neuronal especifica
(SNE) (152) y PGP 9,5 (Producto Proteico del gen 9,5) (215). Este ultimo es un

anticuerpo dirigido contra una proteina soluble de funcion desconocida originalmente



aislada del cerebro, y que constituye un excelente marcador de células nerviosas en el
tracto gastrointestinal. Sin embargo, su especificidad como marcador neural en este tipo

de tumores es cuestionable (87).

Posteriormente, se demostré que tales tumores se originan en el estbmago y en el
colon proximal pero el intestino delgado permanece como el sitio mas comun para esta

forma agresiva de GIST (22, 100, 156).

Los GANTSs son tumores relativamente grandes y pueden ser intramurales o
predominantemente subserosos o pueden originarse del tejido mesentérico del intestino.
Ellos presentan una superficie de corte uniforme, a menudo de color rosado o canela y
aspecto quistico con areas de hemorragia Histologicamente estan compuestos de nidos
y sabanas de células fusadas o epitelioides frecuentemente dispuestas en un patron

fasciculado (102, 199).

Los GANTs se hallan bien vascularizados y también tienen linfocitos dispersos, a
veces en pequefnios agregados, a través de todo el tumor. El analisis con microscopia
electronica exhibe la presencia de estructuras dendriticas conteniendo granulos de

nucleo denso y vesiculas endocitoplasmaticas (102, 124, 156).

Los hallazgos inmunohistoquimicos muestran evidencias de diferenciacion neural.
Ellos son frecuentemente positivos para vimentina y CD117 (c-Kit) (como la mayoria
de los GISTs) pero también evidencian positividad para cromogranina, S-100, enolasa

neurona-especifica, sinaptofisina y PGP 9,5 (219).

CD 34 muestra tincion variable, mientras que la mayoria de los GISTs son
positivas para este marcador, la negatividad para CD34 en los GANTs es una
caracteristica que parece prevalecer en los tumores mas agresivos (202). Los GANTs

son negativos para actina de musculo liso, desmina y citoqueratinas (102).

Los estudios, en relacion a estos tumores, soportan la hipotesis que los mismos
representan el extremo maligno en el espectro de todos los GISTs, debido a que, en
general, presentan una elevada tasa mitética, gran tamafio y propension hacia la

diseminacion peritoneal y metastatica (23, 99, 218).



La mayoria de los tumores, en ambos grupos, expresan ademas tincion positiva
para CD 117, mientras que algunos GANTs exhiben, ademas, fibras eskenoides, un

hallazgo caracteristico de los GISTs, especialmente en el intestino delgado (154, 218).

Varios trabajos han indicado que establecer la distincion entre las variantes de
GISTs, basado en su estirpe celular o linea de diferenciacion, puede ser de relevancia
clinica en relaciéon al pronostico. Asi por ejemplo, el schwannoma benigno y el
leiomioma bien diferenciado, estan generalmente asociados con un curso clinico
favorable e indolente (235); mientras que los GISTs del sistema nervioso auténomo,

estan casi uniformemente relacionados con un comportamiento clinico agresivo (163).

En 1998, Kindblom y col. (88), establecieron un nuevo candidato en la linea de
diferenciacion de los GISTs y aportaron argumentos que sugieren que estas neoplasias
muestran una diferenciacion inmunofenotipica hacia células intersticiales de Cajal

(células marcapasos del tracto gastrointestinal).

Cabe destacar que un alto porcentaje de estos tumores revelan inmunoreactividad
para CD-34, una glicoproteina transmembrana de 110 kDa de peso descripta,
inicialmente, en células progenitoras hematopoyéticas, células endoteliales y
posteriormente encontrada en una gran variedad de tejidos y neoplasias con una funcién
extracelular en la adhesion celular y otra funcién intracelular como activadora de la

transduccion (139, 142, 231).

Miettinem y col. (139) demostraron que debido a la expresion de CD34 en
muchos tipos celulares, "la presencia de este marcador en los GISTs no define su
origen, favoreciendo tanto una diferenciacion a partir tanto de célula muscular lisa como
de cé¢lula de Schwann, lo cual sugiere que su naturaleza es primitiva, a partir de células
mesenquimales no reconocidas y posiblemente relacionadas con fibroblastos

estromales”



La mayoria de los GISTs son usualmente positivos para CD-34 y casi
uniformemente negativos para desmina (Des) y actina de musculo liso (SMA) (139,

142,229).

Esta positividad en los GISTs oscila entre el 46% y el 100% dependiendo del sitio
de origen del tumor (139, 142). La menor positividad de CD-34 es observada en los
GISTs de intestino delgado (139). Mientras que el descubrimiento de la tincién con
CD34 en los tumores estromales ayudod, en parte, a definir el posible origen de estas
lesiones, el hecho de que un gran nimero de GISTs fueran CD-34 negativos resultd

problematico.

Los GISTs no originados de células nerviosas, células de Schwann, o de células
musculares, podrian originarse de las designadas células intersticiales de Cajal (CIC)
(201). Estas células fueron asi denominadas en honor del neuroanatomista espafiol
Santiago Ramon y Cajal (Figura 2), quien las describio en el afio 1893 (16) y cuya

denominaciéon permanece vigente (67).

Figura 2: Santiago Ramoén y Cajal.



Cajal sostuvo (16) “nuestra exploracion acerca del gran simpatico intestinal tuvo
menos importancia que otras investigaciones sobre el sistema servioso. Encierra, sin

embargo, bastantes hechos nuevos, entre los cuales citaremos:

a) El hallazgo, en los ganglios de Meissner y Auerbach, de ciertas células
estrelladas de largas expansiones, las cuales ingresan en los haces del plexo de igual

nombre (confirmado por Dogiel, Lavilla y Koélliker).

b) Descubrimiento de una variedad especial de células estrelladas pequefias,
yacentes en las mallas de dichos plexos y entre las capas de fibras musculares
(confirmado por Dogiel, Lavilla y Kélliker) y caracterizadas por su carencia de cilindro-
eje. Estos elementos fueron también demostrados en la rana por el método de Erlich.
(Cajal: Nota sobre el plexo de Auerbach en la rana. Barcelona, febrero de 1892)

c) La presencia de colaterales nacidas en las fibras de paso de los ganglios y
terminadas por arborizaciones libres en torno de las células de éstos (confirmado por

Dogiel).
d) La existencia de corpusculos nerviosos especiales entre las glandulas y en el
espesor de las vellosidades.

e) Andlisis de las terminaciones nerviosas en las fibras lisas.

f) Impregnacion de las glandulas intestinales y de las fibrillas nerviosas de las

vellosidades, etc, etc.” (sic)

Con el término célula intersticial, “célula (nerviosa) intersticial” (16) también
“neurona intersticial simpatica”, (17) designd a una célula tipo, que se creia una célula
nerviosa primitiva, caracterizada por dos, tres, o ain mas, ramificaciones delgadas y

largas que semejan procesos anastomosados (215).



Las células intersticiales fueron reconocidas en la época de Cajal, en las siguientes

localizaciones:

En los espacios intersticiales entre los acinos de las glandulas salivales y el

pancreas (18, 60, 149 ).

En las capas mucosa y submucosa del intestino (14, 37, 149) y en un “plexo
muscular profundo “, situado de acuerdo con Cajal (16), en la superficie interna de la
capa muscular circular del intestino. Ademas un plexo intestinal de CIC estd localizado
a nivel del plexo de Auerbach demostrado por Cajal (15). Sin embargo el mismo plexo
fue ilustrado por Gerlach (60) y Klein (91) y estudiado e ilustrado por Lawdowsky MD

en 1889 y citado por Nemiloffen 1902 (151) junto con las CIC subserosas.

Las CIC de las capas mucosa y submucosa gastrointestinales, tal como las
describio Cajal (16, 17) son probablemente las mismas células ramificadas discutidas

por Von Kolliker en 1849 (230).

La forma de las CIC era sugestiva de células nerviosas (70) y también fueron
descriptas por varios investigadores anteriormente, en las paredes de los vasos

sanguineos (206).

Aunque, como se detallo anteriormente, las "células intersticiales de Cajal", en el

sentido literal del término, incluyen células de variadas localizaciones (intestino:



mucosa, submucosa, y capas musculares externas; pancreas: localizaciones

periglandular y perivascular) y, aunque, los investigadores han demostrado que estas

células se hallan dentro de tejidos y 6érganos autonémicamente inervados, han sido

especialmente estudiadas en la capa muscular externa del intestino (216).

Las CIC constituyen, entonces, un grupo ampliamente distribuido a lo largo del

tubo digestivo, que se extienden desde el esofago inferior hasta el ano (217).

Sin embargo, recientemente, se comunico el primer caso de un tumor estromal de
la vesicula biliar con fenotipo de células intersticiales de Cajal, evidenciando de este
modo que estas células estarian normalmente presentes, también, en la pared de la

vesicula (160).

En 1982, Thuneberg (217) formuld, por 1* vez, la hipdtesis de que las CIC
podrian representar el sistema marcapasos del intestino. La existencia de un complejo
sistema de CIC, las cuales se hallan intercaladas entre los nervios autonomos y las
paredes musculares del tracto gastrointestinal, ha sido conocido por més de 100 afos

(216).

Actualmente, se ha demostrado que estas células estan implicadas en la regulacion
de la peristalsis intestinal, formando parte de las funciones motoras intestinales, como
células marcapasos (216), controlando la peristalsis (35) y la contraccién muscular.

Ademas, posiblemente, actuan como neurotransmisores (77, 190).



La actividad eléctrica de la musculatura intestinal est4 caracterizada por las
oscilaciones ritmicas del potencial de membrana, denominadas ondas cortas. Las CIC
han sido propuestas como las células que generan este tipo de ondas y, por lo tanto,
actiian como marcapasos de la actividad motora intestinal. La ultraestructura de la CIC
y la naturaleza de las uniones intercelulares son compatibles con este rol (183, 185,

186).

Los otros dos candidatos principales para la generacion de las ondas cortas en el

intestino son el sistema nervioso entérico y las células musculares lisas (68).

Las CIC han sido descriptas al MO como células fusadas o estrelladas, delgadas,
con nucleos grandes y ovales, de citoplasma escaso perinuclear (66, 120, 190). Son
similares a los fibroblastos y a las células musculares lisas y originariamente se penso
que pertenecian al sistema nervioso entérico (184, 186, 201), dado que fueron
detectadas en los plexos mioentéricos y también en las capas musculares del estomago e

intestino (120, 190). Pueden, inclusive, ser bipolares o multipolares (68).

Recientes estudios han demostrado que tanto la CIC como la célula muscular lisa
se originan de una misma célula precursora (92, 105, 134, 240) de tipo mesodérmico o

mesenquimatico primitivo (104, 138).

Células con caracteristicas tintoriales correspondientes a CIC han sido detectadas
en el interior de la capa muscular del es6fago, intestino delgado y colon, de fetos
humanos de 18-20 semanas de gestacion (23) (Figura 3) y con la misma distribucion

que la observada en los adultos (76).



INTESTINO FETAL

Figura 3: Microfotografia de intestino fetal con H&E y CD 117. (Extraida de Chan JKC. Mesenchy-

mal Tumors of the Gastrointestinal Tract : A Paradise for Acronisms). (23)

Las CIC, corresponden, entonces, a una poblacion nativa del tracto
gastrointestinal, con un rol importante en la motilidad y constituyen un tipo celular
especializado, similar a las células cardiacas del ndédulo sinoauricular, sirviendo de nexo

entre las células autondmicas ganglionares y las células musculares lisas (9).

En relacion a la topografia de las CIC en el tracto gastrointestinal (Figura 4 y 5),
se ha establecido, lo siguiente (66): en estobmago las CIC muestran una variacion
regional: son escasas a nivel del fundus, encontrandolas solamente en la capa muscular
circular interna. Son mas abundantes en el cuerpo y en el antro en donde las mismas se
encuentran en la capa muscular propia (circular) y en los plexos mioentéricos; también

estan presentes en la submucosa del antro (49).



En intestino delgado estas células se hallan en relacion con los plexos de

Auerbach y la capa circular interna de la tinica muscular (185).
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Figura 4: Localizacion de las CIC en estdmago, intestino delgado y colon humano. (66)
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Figura 5: representacion grafica de la ubicacion de las CIC

en el tracto gastrointestinal.

En intestino grueso, la mayor densidad de CIC se encuentra en los plexos
mioentéricos del colon transverso (region de mayor actividad marcapasos) y también en

el interior y en el borde submucoso de la capa muscular circular interna (49).

La inervacion de las CIC est4 dada por neuronas entéricas y responden a

neurotransmisores (77, 190).

Morfolégicamente, las CIC son células uninucleadas con un citoplasma que
contiene numerosas mitocondrias, reflejo de su alto indice metabdlico.
Ultraestructuralmente, presentan rasgos mioides: abundantes caveolas, reticulo
endoplésmico liso, abundantes mitocondrias y filamentos delgados e intermedios, con
ausencia de filamentos gruesos. Estas caracteristicas varian en las distintas ubicaciones
de las CIC, en relacion a la capa muscular. Las abundantes caveolas de superficie

relacionadas con el reticulo endopldsmico, indican un activo transporte de iones.

Considerando su ubicacion, se consideran 4 grupos:
1) CIC-PM: en plexo mioentérico.
2) CIC-PMP: plexo muscular profundo del intestino delgado.
3) CIC-SM: regidon submuscular del intestino delgado.

4) CIC-IM: intramuscular, en es6fago, en estdbmago e intestino grueso (212)



La identificacion de las CIC es dificultosa, debido a su similitud morfologica y
estructural con otros tipos celulares. Ellas pueden ser visualizadas utilizando
microscopia Optica pero, debido a la falta de tinciones selectivas, la identificacion

definitiva requiere, a menudo, el uso de microscopia electronica.

Técnicas de tincion tradicional, tales como azul de metileno e impregnaciones
argénticas han sido utilizadas exitosamente, pero no son selectivas para este tipo de
células. Un niimero creciente de otros métodos de tincion tales como rodamina-123 han
sido también introducidos para el estudio de las CIC, pero sufren el problema de la falta
de selectividad. Ultraestructuralmente estas células muestran variaciones en las distintas

especies y diferencias de acuerdo a su localizacion en el intestino (66).

Las caracteristicas ultraestructurales de las CIC en humanos son: un reticulo
endoplasmico liso bien desarrollado, filamentos intermedios abundantes y sin
filamentos de miosina, una lamina basal variablemente desarrollada, frecuentes

mitocondrias y un nicleo oval indentado (186).

Subclases de CIC han sido sugeridas en cerdos de Guinea (12), perros (218, 235)
y ratones (78) y es posible que ellas pueden ocurrir, también, en humanos. Estas
subpoblaciones de CIC puede también tener sutiles diferencias en su expresion

inmunofenotipica (78, 190).

Actualmente, existe un consenso relacionado a las CIC asociadas al musculo liso
del tracto gastrointestinal. Estas células estan consistentemente localizadas en regiones
en donde la actividad ritmica muscular es generada. Estan conectadas a los leiomiocitos

(células musculares lisas) mediantes uniones gap y adecuadamente cercanas a los



axones de las neuronas motoras entéricas. Estos hechos sugieren que las CIC estan
involucradas en la generacion de la actividad eléctrica muscular (funcién marcapaso), o
en la conduccion/coordinacion de la actividad entre las células musculares. Se ha
demostrado actividad eléctrica espontanea de las CIC aisladas, las cuales generan

despolarizaciones eléctricas en forma de ondas lentas(96)

Se considera entonces, que las CIC son células marcapaso (216) pero no todas,
solo un grupo restringido. Otros grupos tienen funcion desconocida o se encargarian de
la inhibicion de neurotrasmisores. Algunos trabajos describen que los transmisores de
las neuronas motoras entéricas pueden actuar directamente sobre el musculo liso del
tracto gastrointestinal. Entonces, al menos, una parte del control podria estar mediada
por las CIC, y esto podria variar de region a region del tracto digestivo. Si hay algo que
no se duda, es que las CIC estan involucradas en los mecanismos generadores o
reguladores de la motilidad digestiva (205).

Histogenéticamente las CIC poseen un origen mesenquimal y se diferencian
desde una célula precursora comun intestinal, la cual da origen a las células musculares

lisas (92).

Se les ha descrito similitudes con los fibroblastos, leiomiocitos y fueron
consideradas como parte del Sistema Nervioso Entérico. Sin embargo, no migran con

las células nerviosas y se desarrollan del mesénquima intrinseco.

Dentro de sus caracteristicas genéticas, las CIC poseen el c-Kit (CD-117) ligando
del Factor de Células Stem (SCF). La interaccion Kit- SCF es limitada en su expresion,
a las CIC, células germinales, células madre de la médula 6sea, melanocitos, mastocitos,
siendo requerida para su maduracion. Dentro del tracto gastrointestinal sélo se

encuentra en CIC y mastocitos.

El c-Kit estd presente en precursores comunes de leiomiocitos y CIC. Los
leiomiocitos perderan el c-Kit, persistiendo en las CIC. Por lo tanto, las CIC seran

inmunorreactivas para el anticuerpo CD-117.



Desde el punto de vista inmunohistoquimico, las CIC expresan CD-34 y el
proto-oncogen kit (CD-117), el cual se une a un receptor tirosin-quinasa transmembrana

y tienen al factor stem cell (SCF) como ligando.

La expresion del gen kit es esencial para el desarrollo de la hematopoyesis
normal, la proliferacion y la migracion de células germinales primordiales y de
melanoblastos durante la embriogénesis, como asi también para el desarrollo de las CIC
y la actividad como marcapasos gastrointestinal (74). Ademas, la interaccion Kit-SCF
es requerida para la maduracion tanto de las CIC como de las células plasmaticas,
dentro del tracto gastrointestinal; las CIC pueden ser distinguidas histoquimicamente de
los plasmocitos por el uso de alcian blue a un pH 0,5 o azul de toluidina, o

inmunohistoquimicamente por la utilizacion de triptasa ( 74, 77, 201).

C-kit es un receptor que actua como factor de crecimiento y que funciona como
una tirosin-quinasa. A la molécula c-kit (CD-117), también se la conoce como receptor
c-kit o receptor factor "stem cell" (7). El c-Kit es un receptor tirosin-quinasa tipo 3 y
pertenece a la familia de las inmunoglobulinas. Otros miembros del grupo de los
receptores tirosin-quinasa tipo 3 son: El factor I estimulante de colonias y los factores
de crecimiento receptores tipo a y P derivados de plaquetas, son estructuralmente

similares a KIT y tienen al igual que éste, posibilidades oncoldgicas.

El receptor posee un dominio extracelular con cinco regiones de tipo Ig-like, una
region Unica transmembrana y un dominio intracitoplasmatico con actividad tirosin

quinasa (57).

Utilizando métodos inmunohistoquimicos se ha demostrado que el anticuerpo c-
Kit, constituye una técnica sensible para la identificacion de las CIC, tanto en animales
(220) como en tejidos humanos (228). Un grupo de genes humanos receptor proteina

tirosin-quinasa, tipo III, incluyendo el gen kit, ha sido localizado



en el cromosoma 4ql1-q12 (201) (Figura 6), préximo al gen del receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y también del receptor del factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGFR).
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Figura 6: localizacion cromosomica del gen de c-Kit

Por otra parte, se ha postulado que aquellos tumores que se hallan asociados a
una mutacion del gen del PDGFR representan, actualmente, una entidad entre los GISTs

(165, 179).

El ligando para KIT se conoce como SCF (stem cell factor). La activacion del

receptor se produce como consecuencia de un proceso de homodimerizacion.

Este proceso provoca una serie de cambios estructurales en el receptor que
determina una activacion del dominio con actividad quinasa de KIT y fosforilacion de

numerosas proteinas ( 100)

El resultado final de la activacion es la génesis de una serie de sefiales que actiian
sobre procesos cruciales en la tumorigénesis como proliferacion celular, adhesion,

apoptosis y diferenciacion (250) (Figura 7)
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Figura 7: Activacion ligando-inducida de la actividad tirosin-kinasa. A: Unién del ligando.
B: dimerizacion del receptor. C: Autofosforilacion cruzada en restos tirosina.
D: Fosforilacion del receptor por Kit.

Se ha observado una expresion alta de KIT en células hematopoyéticas
progenitoras, células cebadas, melanocitos, células germinales y en las ya comentadas
c€lulas intersticiales de Cajal (88). Estas células forman una red localizada en el plexo
de Auerbach estableciendo la comunicacion entre neuronas y fibras musculares lisas,
necesarias para regular los movimientos peristalticos intestinales. Probablemente la
célula progenitora tendria la capacidad de diferenciarse hacia una célula muscular lisa o
intersticial de Cajal. La expresion de KIT seria necesaria para la diferenciacion y
proliferacion de células precursoras hacia células intersticiales de Cajal. Estas células
derivan de stem cell mieloides y son positivas para el antigeno CD34 en el 52 al 72%

de los casos (172).

Una falta de células marcapasos ha sido observada en segmentos aganglionares

del colon en la enfermedad de Hirschprung (228, 242).



La falta de desarrollo de las CIC ha sido asociado, también a otros trastornos
gastrointestinales ("arritmia" del intestino) (23), tales como: malformaciones ano-
rectales (81), seudo-obstruccion intestinal cronica (constipacion severa cronica) (19,
78), seudo-obstruccion neonatal transitoria (85), estenosis pildrica hipertrofica infantil

(95) y colitis ulcerosa crénica (CUC) (184).

Yung-Ming y col. (249) describieron el primer caso de hiperplasia congénita de

CIC del intestino grueso asociada a displasia neuronal y sin mutacion del gen c-Kit.

Ademas de los criterios clasicos que diferencian los tumores benignos de los
malignos (tamafio, mitosis y localizacion), se intenta buscar nuevos marcadores, tanto
prondsticos de comportamiento biologico, especialmente en tumores pequefios con
escaso numero de mitosis y poder metastatizante, como predictivos de respuesta al
tratamiento. Muchos de los estudios se centran en alteraciones mutacionales en el gen
KIT y en otras alteraciones cromosomicas, especialmente en pérdidas de cromosomas

14 y/o 22.

Las mutaciones pueden afectar a diferentes exones tales como el 11,9, 13y 17

(97).

Las mutaciones en el exon 11 se asociarian con una mejor respuesta al

tratamiento y en el exon 9 con una mayor agresividad (101). (Figura 8)
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ESTROMALES (ESPORADICO).
GASTROINTESTNALES.
(PUEDEN ENFERMEDAD DE CELULAS CEBADAS,
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HIPERPIGMENTACION O ASOCIADAS CON TRASTORNOS
MASTOCITOSIS). HEMATOLOGICOS MALIGNOS Y QUE
SE OBSERVAN EN ADULTOS.
ENFERMEDADES
MIELOPROLIFERATIVAS CRONICAS
(CASOS RAROS).

Figura 8: Posibles mutaciones de C-Kit (23)

El término GIST fue aceptado mundialmente por la OMS en su Clasificacion

Internacional de los Tumores de 1990. El objetivo fue generar una determinacion

histogenética neutral, que agrupara a aquellos tumores mesenquimaticos

gastrointestinales que no cumplieran con los requisitos para ser clasificados como

neurogénicos u originados en musculo liso y que, por otro lado, tuvieran un estudio

inmunohistoquimico positivo para CD-34 y ¢-Kit (CD-117).

Sternberg (205) clasifico a los tumores géstricos de origen mesenquimatico, de la

siguiente forma:




- Benignos
* Tumor estromal de células fusadas

* Tumor estromal de células epitelioides
Leiomioma
Schwannoma
Tumor glémico
Lipoma

Mesenquimoma

- Malignos
* Tumor estromal de células fusadas

* Tumor estromal de células epitelioides
Leiomiosarcoma
Sarcoma pleomorfico
Rabdomiosarcoma
Histiocitoma fibroso maligno
Liposarcoma

* Tumor gastrointestinal del sistema nervioso auténomo (GANT)

En 1994, Mikhael y col. (140) consideraron a las CIC como la contrapartida

normal de los GISTs.

Actualmente se considera la mutacion C-Kit como un evento molecular

importante en la formacion de los tumores estromales gastrointestinales (97).

Reith y col. (173) reportaron una serie de tumores estromales de localizacion
extragastrointestinal y los designaron con el acronimo EGIST (extra-gastrointestinal

stromal tumors)



Interesantemente las caracteristicas particulares que exhiben los tumores
estromales, incluyen todo un abanico de conceptos sobre histogénesis, morfologia con
técnicas de rutina, inmunorreacion, conducta clinica, prondstico, alteraciones genéticas
puntuales, terapeutica y otras que se investigan en la actualidad y que, sin lugar a dudas,

seran de gran importancia en los préximos afios.

Los tumores GIST, constituyen uno de los mas claros ejemplos del manejo
multidisciplinario en interaccion ordenada, en el cual deben de participar el patdlogo,
como determinante diagndstico que intenta determinar los parametros morfologicos de
valor pronostico, el clinico que establece la localizacion y extension de la lesion, el
cirujano, quien con un juicio critico determina si la lesion es resecable, procurando
reducir al minimo la morbimortalidad, y el oncélogo, que ofrece la terapettica previa o

posterior a la reseccion quirdrgica.

En el campo de la oncologia, se cursa por un periodo importante de una mejor
comprension de estas neoplasias, con base en los progresos cientificos y en su
comportamiento biologico. Los principios basicos de la biologia molecular del cancer
han sido explorados en las ultimas décadas, y estos conocimientos son aplicados en
nuevas estrategias para el empleo de terapias blanco moleculares, efectivas en estos

tumores.

De esta forma, el principal interés de los GISTs radica en la dificultad y
controversia que supone establecer criterios morfologicos que, relacionandose con su

evolucion, permitan diferenciar las formas benignas de las malignas y analizar los



factores pronosticos, valorando la eficacia de los mismos en predecir su

comportamiento biologico.

Establecer los pardmetros y criterios para conocer la naturaleza y conducta
bioldgica de las neoplasias estromales gastrointestinales no es una cuestion meramente
tedrica o académica, sino que adquiere trascendencia para el anatomopatdlogo
asistencial, quien enfrenta en la practica clinica la problematica y dificultad de
establecer con las técnicas habituales cual sera la evolucion de una determinada

neoplasia estromal.-



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

- Correlacionar la variable tamafio tumoral, patrén microscopico e inmunofenotipo,

con la conducta o comportamiento bioldgico evolutivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar las formas macro y microscépicas de presentacion de los GISTs.

- Analizar la forma de presentacion clinica.

- Relacionar las variables: topografia, tamafio tumoral y grado del tumor con la
agresividad tumoral.

- Investigar el rol de las técnicas de inmunohistoquimicas en determinacion de la
histogénesis tumoral.

- Confirmar el valor del protooncogen (CD-117) como marcador de CIC y de los

GISTs.-



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS



Se estudiaron 30 casos de tumores estromales gastrointestinales en un analisis
prospectivo y retrospectivo, de los archivos correspondientes al Servicio y II Catedra de
Patologia del Hospital Municipal de Urgencias, del Hospital Nuestra Sra. de la
Misericordia, y de Laboratorio Privado de Patologia de la Ciudad de Cordoba, en el
periodo comprendido entre los anos 1987 y 2007. Para el material retrospectivo se

estudiaron bloques de tejidos en parafina.

El material pertinente para estudio se fijo6 en formaldehido en una solucion al
10% y posteriormente se incluyd en parafina, realizando las tinciones habituales con
H-E y técnicas histoquimicas (P.A.S, tricromico de Masson y Hematoxilina-Acido

Fosfotiignstica de Mallory).

Se realizaron técnicas de estudio inmunohistoquimico para determinar el perfil

inmunofenotipico de todas las neoplasias estudiadas y de acuerdo al siguiente panel:

- Vimentina.

- Actina de musculo liso

- CD-34

- ¢-Kit (CD-117)

- Proteina S-100

- Citoqueratina

- Enolasa Neuronal Especifica (ENE)

- Cromogranina

Criterios de Inclusion:
- Especimenes quirargicos correspondientes a tumores estromales gastrointestinales.

-Tumores estromales gastrointestinales con diferentes patrones histopatoldgicos

(fusocelular, epitelioide, con matriz mixoide, etc).

Criterios de Exclusion:



- Material procedente de necropsias
- Tumores gastrointestinales de estirpe epitelial
- Tumores mesenquimaticos de origen lipomatoso, muscular estriado, vascular,

fibrohistiocitario y del Sistema MALT (tejido linfoide asociado a mucosas).
- Tumores estromales de localizacion esofagica, colono-rectal o de glandulas

digestivas.

TECNICAS HISTOLOGICAS

COLORACION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Hematoxilina: Es un colorante bésico, de origen natural aislada por Chevreuil en
1810, que se extrae del arbol palo azul de Centroamérica o palo de Campeche
(Haematoxylon campechianum). La molécula de hematoxilina se une mediante
puentes de hidroégeno a diversos sustratos. Para que pueda ser empleada como colorante,
se debe oxidar a hemateina que puede ocurrir en contacto con el oxigeno atmosférico en
4 semanas, o inducido en forma artificial a través de agentes de caracter oxidante;
provoca la aparicion de un anillo que actia como croméforo (le da la propiedad de

tefiir).

Esta oxidacion se puede producir por el 6xido de mercurio y el iodato de sodio.
Estas tifien los nucleos por un mecanismo de coloraciéon terminal o incluso progresiva,

que debe virarse en agua corriente.

En agua, disuelve en etanol puro. Es indirecto y necesita un mordiente que es el
alumbre de K,(SO4). El o6xido de plata, oxida la hematoxilina (color violeta) a

hemateina (color purpura).

La solucion H-E, tiene un pH 4cido, que nos permite ionizar los grupos fosfatos

del ADN y ARN (H,POy4") para ser coloreados.



Antes de unirse el colorante con los 4cidos nucleicos, se originan cargas anionicas

debido (OH)" que aporta acido acético (CH3;COOH) a la solucion colorante.

La Eosina que es fundamental como colorante de contraste citoplasmatico, es una
tetrabromofluoresceina y exhibe fluorescencia amarillo verdosa mas intensa en

soluciones acuosas. (189)

Procedimiento Técnico:

1- Preparacion de la Hematoxilina

Hematoxilina Cristal 1 gr.
Sulfato de aluminio y potasio 50 grs.
Iodato de sodio 200 mgr.
Hidrato cloral 50 grs.
Acido Citrico 1 gr.

2- Preparacion de la Eosina

Eosina Amarilla 1 gr.

Alcohol 70 % 100 ml

Solucion de Trabajo

Solucion madre 25 ml.

H,O destilada 100 ml.

Modo de operar:

1- Desparafinar e hidratar.
2- Colorear con hematoxilina durante 10 minutos.
3- Virar en agua corriente durante 10 minutos.

4- Lavar en agua destilada.



5- Colorear con eosina 3 a 5 minutos.

6- Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados: Nucleos en azul. Citoplasma, fibras coldgenas, elasticas y neurofibrillas

en rosado.

HEMATOXILINA FOSFOTUNGSTICA DE MALLORY:

Drogas o reactivos necesarios:
Hematoxilina.
Acido fosfotiingstico.

Alumbre férrico al 5 %.

Solucion:

HematoXilina ......cccooeeviiiiiiieieeeeceeee e 0.1 gr.
Acido fosfotingstiCo. .......cccevvvveriierciierieiieeiieereenee. 2 gr.
Aguadestilada  ...oooieiiie 100 cm’.
TECNICA:

1. Desparafinar e hidratar.

2. Colocar en alumbre férrico al 5 % durante 5 minutos.

3. Lavar en agua corriente durante 10 minutos.

4. Lavar en agua destilada.

5. Colocar en la solucion de hematoxilina durante 12-42 horas en frio o 2 horas en la
estufa a 56 °C.

6. Lavar en agua destilada.

7. Diferenciar en alcohol 96 % controlando con el microscopio.

8. Deshidratar y montar.

Resultados:

Estrias de fibras musculares: azul negro. Colageno: anaranjado. Citoplasma, granulos de

Paneth y canaliculos biliares: violeta.



COLORACION DE P.A.S.
Fundamentos

Es un método introducido por MacMannus en 1946 para demostrar
mucinas y por Lillie en 1947 para poner en evidencia la presencia de

glucdgeno.

Consiste en oxidar los tejidos usando el acido peryodico para
aumentar los grupos carbonilos (aldehidos y cetonas) presentes y para ser
demostrados posteriormente con el Reactivo de Schiff. Es una reaccion de

fundamental importancia en la histoquimica de los glucoproteinas.

La reaccién se produce en dos pasos:
1) Oxidacion por el acido peryddico que produce liberacion de aldehidos

en los tejidos.

2) Los aldehidos liberados son demostrados al reaccionar con el reactivo
de Schiff (leucofucsina  basica o fucsina basica previamente

decolorada).

Soluciones

A) Solucion Oxidante:

Acido peryddico 0,5 grs.

Agua destilada 100 ml.




B) Reactivo de Schiff:

Fucsina diamante cristal 1 gr.
Metabisulfito de Sodio 20 grs.
Acido Clorhidrico 20 cm’.
Agua destilada 200 cm’

Técnica:

1- Desparafinar e hidratar.

2- Oxidar en acido peryodico 5 minutos.

3- Lavar en agua destilada.

4- Colocar Reactivo de Schiff 10 minutos.
5- Dos bafios de 4cido sulfuroso 2 minutos.
6- Virar en agua corriente.

7- Lavar en agua destilada.

8- Colorear con hematoxilina 2 minutos.

9- Virar, aclarar y montar.

Resultados:
Color rojo magenta: Glicosaminoglicanes neutros en color purpura, glucégeno en
rojo purpura, Glucoproteinas, glucolipidos.

Color violeta: Nucleos.

TRICROMICO DE MASSON

Soluciones

1- Hematoxilina de Regaud:
En 80 cm’ de agua destilada caliente se disuelve 1 gr. de hematoxilina, una vez
fria se agregan 10 cm’ de alcohol 96% y 10 grs. de glicerina. Esta preparacion toma un

color marrdn y es utilizable en unos dias.



2-Acido picrico:
Acido picrico a saturacion en alcohol 95%........c.ccoovviiiiiiiiininiiieee 2 partes.

ALCONOL 95 V01t 1 parte.

3- Solucidn de fucsina acida

FUCSINg ACIAA......c.veiieiiieeiiiecee e e 1 gr.
Acido acético glacial..........ooouiieriiieiiieeeeee e 1 em’
Agua destilada........c.ooovieiiiiiiiiieee e 100 cm”.
4- Rojo ponceau de xilina:

Rojo ponceau de Xilina..........cccuveeeiiieriiiiiiie e 1 gr.
Acido acético glacial..........cooeveieiiiieiiieceeeee e 1 cm’.
Agua destilada..........ccoeeiiiiiiiiiie e 100 cm”.

5- Solucioén de acido fosfomolibdico al 1 % en agua destilada.

6- Solucion de azul de anilina:
Se disuelven 2,5 cm® de acido acético glacial en 100 cm® de agua destilada y se le

agrega azul de anilina hasta saturacion.

Resultados:

FNTCLEOS. ..ttt et Azul-negruzco.
-Citoplasmas, queratina, fibras musculares y eritrocitos................ Rojo.
-Colageno y reticuling.........c.veeeuveeeiiieeeiie e Azul o verde.

TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacion, sobre
muestras tisulares o citologicas, de determinantes antigénicos caracteristicos de distintas
lineas de diferenciacion y funcionalismo celular. La aplicacion directa de anticuerpos
policlonales o monoclonales sobre secciones tisulares permite la localizacion
microanatdmica de su expresion y su correlacion con los pardmetros morfologicos,
aumentando la sensibilidad y especificidad del estudio y proporcionando informacion
adicional esencial en muchos Ccasos.
En las ultimas décadas la utilizacion de IHQ ha sido progresivamente creciente y se ha

consolidado como tecnologia esencial en el diagnostico patologico de rutina. En general



y muy especialmente en patologia oncoldgica, son cada vez mas las patologias cuyo
diagnostico y clasificacion requiere IHQ. La incorporacion de nuevos protocolos de
recuperacion antigénica y la afluencia constante de nuevos anticuerpos estan ampliando

notablemente el &mbito de aplicacidon con nuevas utilidades en diagndstico y prondstico

31).

Método del Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC)

Se basa en la union entre la avidina y biotina conjugada con la peroxidasa. La
avidina es una glucoproteina de P.M 68.000, tetramérica, normalmente presente en la
clara de huevo. Presenta en su superficie regiones hidrofobicas a las que se une con gran
afinidad la biotina. Las cadenas glucidicas de la avidina tienen una carga tal que las

hace adhesivas con regiones cargadas del tejido

Por su parte la biotina es una vitamina del complejo B de muy bajo peso

molecular: 213.

La biotina se puede conjugar féacilmente con la fraccion Fc de las
inmunoglobulinas, sin afectar en nada la capacidad de los anticuerpos de unirse a los
antigenos especificos. Presenta un grupo carboxilico que permite su unidn a los restos
amino de las proteinas. La biotinilizacién es una reaccién bioquimica que permite unir
biotina a una gran variedad de moléculas como enzimas, lectinas, anticuerpo, acidos
nucleicos, etc. La pequefia medida de la proteina hace que la adicion de biotina no
modifique drasticamente las propiedades de la molécula. Los métodos
inmunocitoquimicos que utilizan el complejo avidina-biotina o estreptavidina-biotina no
difieren en su esquema metodologico general de los otros métodos inmunocitoquimicos.
La caracteristica principal es que el anticuerpo biotinilado puede ser utilizado como
primario (método directo), secundario (método indirecto) y puede visualizarse mediante

tres métodos diferentes:

e con avidina (o estreptavidina) marcada.
e con avidina actuando como puente para enzimas biotinilados.

e con el complejo avidina-biotina-peroxidasa o otro marcador (sistema ABC).



El método ABC es el més utilizado ya que tiene la maxima sensibilidad. Requiere
la preparacion “in vitro” del complejo avidina-biotina-peroxidasa dejando al menos uno
de los cuatro lugares de union de la superficie de la avidina libre para que se una a las
moléculas de avidina acomplejadas con el anticuerpo (primario o secundario). El
complejo se afiade después del anticuerpo biotinilado. Otra ventaja adicional del sistema
ABC es su universalidad ya que la tercera capa es siempre la misma

independientemente de la especie en que se haya obtenido el primario.

El método ABC comprende 3 pasos:

a. 1incubacion con el anticuerpo primario
b. incubacién con el anticuerpo biotinilado y

c. aplicacion del complejo ABC.

Recuperacion de Antigenos:

Los métodos de recuperacion de antigenos tienen por finalidad el
desenmascaramiento de aquellos epitopes que han sufrido la accion del 4cido nitrico
formaldehido y otros solventes organicos. Para tal fin, basicamente se utilizan dos
métodos: la recuperacion en buffers a distintos pH (dependiendo del antigeno) en horno

a microondas y la digestion enzimatica de los tejidos.

PROTOCOLO GENERAL PARA INMUNOHISTOQUIMICA

—

. Cortes en parafina 3 a 5 micras (um).

2. Los cortes son estirados en agua tridestilada.

(98]

Montaje en portaobjetos cargados electropositivamente (Optiplus tm, Biogenex,
San Ramoén, CA).

Fijaciéon en estufa a 60 °C de 4 - 12 hs

Desparafinacion en 5 cambios de Xileno, 5 minutos cada uno.

Etanol absoluto, 4 cambios de 2 minutos cada uno.

N » ok

Hidratacion en etanol, 4 cambios de 2 minutos cada uno.



10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Lavado en agua bidestilada, 1 cambio por 2 minutos Agua tridestilada, 2 cambios
por 2 minutos cada uno.

Recuperacion de antigenos.

Lavado (igual que en paso 8).

Bloqueo de Peroxidasa endégena en Peroxido de Hidrogeno (H,O5)

(30%-100 vol.) al 3 % en Metanol absoluto por 20 min.

Lavado (igual que en paso 8).

Lavado en KPBS (Solucion salina de Potasio y Fosfato Bufferado 10 mM, pH 7,60)
4 cambios de 1 min. c/u.

Bloqueo de Biotina y Avidina endogena en Caseina al 5% en KPBS 10 mM, pH
7.60 por 10 min. Opcional de acuerdo al 6rgano a marcar.

Bloqueo de epitopes inespecificos en Suero Normal de Caballo al 10 % en Carrier
(BSA al 1%, Tween-20 0,1% 0,09% en Azida Sodica en KPBS 10 mM, pH 7.60)
por 10 min.

Sin lavar, los portaobjetos son secados con papel tipo Kleenex alrededor de los
cortes.

Incubar en anticuerpo primario durante 30-120 minutos (dependiendo del
anticuerpo) a temperatura ambiente (18-25 °C)

Lavar en 2 cambios de KPBS 10 mM, pH 7.60 1 min. c/u. Pasar en 3 cambios de
Tween-20 0,1% en KPBS 10 mM, pH=7.60 1 min. c/u.

Incubar en Anticuerpo secundario biotinilado (bt-Horse anti Mouse 1:100, Vector)
por 10 min.

Lavar como en paso 18.

Incubar en Streptavidina-HRP 1:100 (Sigma) por 10 min.

Lavar como en paso 18.

Revelar en diaminobencidina (DAB) o aminoetilcarbazol (AEC)

Contrastar en Hematoxilina de Mayer durante 5 min.

Virar en agua corriente tibia.

Deshidratar, aclarar y cubrir.

PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS GISTs



* Vimentina: Tincion citoplasmica fuerte y difusa.

* CD34: Tincidn citopldsmica fuerte y difusa en el 70 % de los GISTs. E1 30 %
restante muestra una tincion moderada e irregular.

* Actina musculo especifica (HHF-35): Reactividad difusa de moderada intensidad
ocurre en el 25 % de los casos y 50 % reactividad focal e irregular.

* Actina musculo liso: aproximadamente el 20% de los GISTs muestra tincion
difusa de moderada intensidad.

" Desmina: Aproximadamente el 10 % de estas neoplasias muestra reactividad
intensa y difusa muestra que 33% muestra positividad citoplasmica irregular de
intensidad leve a moderada.

" Proteina S-100: Aproximadamente el 5 % de los GISTs muestra mas de la mitad de
las células con tincion celular (nuclear o citoplasmica) mientras que el 35 % de los

tumores tienen tincion solo de células individuales o grupos pequeios, con
moderada a intensa reactividad nuclear y citopldsmica.

" Queratina AE1/AE3: Aproximadamente el 5% muestra generalmente tincion de
células individuales con moderada intensidad. Las variantes de células en “anillo
de sello” han sido uniformemente negativas (210)

* Queratina CAM 5.2: En aproximadamente el 40 % de los casos se tifien células
individuales o pequefios grupos mientras que el 5 % muestra positividad focal, la
cual usualmente va de moderada a intensa, en un gran numero de células (208).

" Sinaptofisina: Aproximadamente el 10% de los casos se tifie con sinaptofisina,
generalmente en células aisladas y de leve a moderada intensidad.

" Cromogranina: aproximadamente el 5 % de los casos se tifien generalmente
células aisladas en forma leve a moderada.

" Neurofilamentos: cerca del 5% de los casos se tifien generalmente células aisladas
en forma leve a moderada.

" Proteina glio-fibrilar 4cida: cerca del 5% de los casos se tifien generalmente células

aisladas en forma leve a moderada.

CD-117 (c-Kit):

Es un receptor tirosin-quinasa transmembrana que ha sido inmunolocalizado en

varias neoplasias, de las cuales las méas notables son los GISTs.



En estos tumores c¢-Kit ha resultado ser un marcador inmunohistoquimico
relativamente especifico y sensible. Si un tumor estromal gastrointestinal expresa c-Kit,
este es generalmente tratado con Gleevec®. CD-117 fue evaluado inicialmente en

neoplasias pulmonares y pleurales (31).

c-Kit Anti-humano policlonal de conejo, CD-117 Co6d. N° A4502 (Lab DAKO)

Inmundgeno: Este anticuerpo fue obtenido de polipéptido constituido por 963-976
residuos de aminodcidos en la porcion C-terminal, por inyecciones subcutaneas en
conejos (123, 223). El protooncogen c-Kit es el homologo celular del oncogen v-kit del
virus felino HZ4. El c-Kit codifica para un receptor tirosin-quinasa transmembrana que
es estructuralmente similar al receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y al receptor del factor estimulante de colonias (CSF). (165). Ademas, se
piensa que juega un rol importante en la hematopoyesis, espermatogénesis y
melanogénesis (246). El c-Kit estd localizado en el cromosoma 4 humano y en el
cromosoma 5 del raton que incluye el locus del gen W. Las mutaciones del locus W esta
caracterizado por una anemia macrocitica severa, falta de pigmentacion y esterilidad.
Existen evidencias que el gen W mutado del raton juega un rol esencial en varios
aspectos de c-Kit, tales como, hematopoyesis, proliferacion y migracion de las células
germinales primordiales y de los melanoblastos durante la embriogénesis. Aunque
estudios recientes han sido realizados, principalmente, en ratas y ratones, poco se

conoce acerca de la distribucion del gen c-Kit y de sus productos en tumores humanos.
Presentacion: Este anticuerpo se presenta en forma liquida como Ig G purificada
por proteina A y su forma afin aislada del inmunoégeno 0,05 mol/L. Tris —HCI, albumina

sérica 1% bovina y 15 mmol/L sodium-azide. pH 7.2.

Concentracion de proteina: 9,7 mg/mL. Concentracién de Inmunoglobulina: 200 p

g/mL-

Mantenimiento: 2-8 ° C.

Especificidad: Este anticuerpo permite la identificacion del producto del gen c-Kit

de 145 kDa. , que se halla presente en la membrana plasmatica de las células humanas



del glioblastoma y reconoce los productos del gen c-Kit en varios tumores solidos
humanos, como asi también en tejidos normales fetales y adultos. Algunos estudios
sugieren que los productos del gen c-Kit pueden estar estrechamente relacionados con
los procesos de transformacion maligna y la patogenia de algunos tipos especificos de
tumores so6lidos en humanos, tales como el carcinoma de células pequeiias del pulmon

(73, 122, 224)

Reactividad

Células normales: Se observa intensa positividad en mastocitos de tejidos
epiteliales y hematopoyéticos. Células gliales, tanto del cerebro adulto como fetal,
muestran positividad. Del mismo modo, las células ductales de la glandula mamaria son
positivas, mientras que las células mioepiteliales son negativas. Ademas, las células de

la médula de la glandula adrenal exhiben marcada tincion nuclear (123).

Células tumorales: alta expresion de inmunoreactividad c-Kit es observada en el

cancer de pulmon, especialmente en el carcinoma de células pequenas.

Ademas, el anticuerpo c-kit constituye una técnica sensible para la identificacion
de las células intersticiales de Cajal (CIC), tanto en animales (218) como en tejidos

humanos (224).

Procedimiento de tincion

Cortes en parafina: el anticuerpo puede ser utilizado en el tejido fijado en formol e
incluido en parafina sin recuperacion del antigeno, mientras que el pretratamiento con el
calor, a veces, ofrece mejores tinciones. El tratamiento con enzima proteolitica debe ser
evitado. El epitope parece ser bastante sensible, por lo tanto, la fijacion en formol por
un largo periodo debe ser eludida. Para los cortes de tejido, una variedad de técnicas son
aplicables, incluyendo el método ABC avidina-biotina-peroxidasa, el procedimiento de
tincidn en tres etapas con inmunoperoxidasa y las técnicas APAAP (fosfatasa alcalina

antifosfatasa alcalina) y PAP (peroxidasa antiperoxidasa).



Reactividad: Material incluido en parafina, cortes por congelacion.
Control: GIST, piel, testiculo, mama.
Visualizacion: Citoplasmatica, membrana

Estabilidad: hasta 36 meses mantenidode 2 a 8 ° C

El anticuerpo puede ser utilizado en una dilucion 1:50, cuando es testeado en
material fijado en formol e incluido en parafina. Esto es s6lo una guia, las diluciones

Optimas deben ser determinadas individualmente en el laboratorio.

CD-34

El CD-34 es una proteina de transmembrana glicosilada de 110 KDa. de peso, con
una funcién extracelular que actuaria en la adhesion celular y otra funcién intracelular

que activaria la transduccion (139).

En médula 6sea y en otros tejidos se expresa en células hematopoyéticas
progenitoras, linfoides y mieloides, células endoteliales de capilares, tejido linfoide,

timocitos inmaduros y placas de Peyer, células dendriticas de todo el cuerpo.

Neoplasias: Lesiones vasculares benignas (angioqueratoma, hiperplasia
angiolinfoide, granuloma piégeno).
Lesiones de partes blandas:
90% positivo en tumor solitario fibroso.
90% Dermatofibrosarcoma protuberans , Sarcoma de Kaposi.
60% Hemangiopericitoma.
33% Tumores de musculo liso.
80% Tumores del estroma gastrointestinal.

60-90% Neuroma, neurofibroma.

CD-34 Negativos

Fibromatosis, = Dermatofibroma, Sarcoma sinovial, Melanoma, Carcinoma,

Rabdomiosarcoma, Fibrosarcoma atipico, Hemangioendotelioma fusocelular.



Reactividad: Material incluido en parafina, cortes por congelacion.
Control: Amigdala, placenta, apéndice.

Visualizacion: membrana

Estabilidad: hasta 36 meses mantenidode 2 a8 °C

Isotipo: Ig G

VIMENTINA

Es una de las proteinas fibrosas que forman los filamentos intermedios del
citoesqueleto intracelular en particular de células embrionarias, ciertas células
endoteliales, asi como en las células sanguineas. Los mondémeros de vimentina se
enrollan una con la otra formando una fibra estable. Su funcion principal es la de
proveer un ancla para el soporte de las organelas intracelulares (por ejemplo, la

mitocondria, reticulo endopldsmico, etc). Junto con otros filamentos intermedios

mantienen la integridad fisica de la célula. También participan en algunas uniones

intercelulares (desmosomas).

PROTEINA S-100

Es una proteina &cida soluble. Marcador de eleccion para células de origen

neuroectodérmico (26)



INFRAESTRUCTURA:

El Servicio de Patologia y la II Catedra de Patologia, cuentan con los siguientes
elementos, para ser utilizados en la labor asistencial, docente, de investigacion y

extension:

Laboratorio de Anatomia Patolédgica y Citopatologia provistos de:
Microtomos por deslizamiento para cortes en parafina Leitz 1207 y Richter
Micrétomo Leitz para cortes en fresco o por congelacion
Criostato
Microscopio Binocular
Microscopio binocular Leica Galen IIl con cémara de video y pantalla monitor Sony
color de 14 ", multinorma y de alta resolucion.
Camara para microfotografias Ricoh KR-Super II y Camara Digital con zoom Kodak
AF 3x 36 mm- 108 mm de 7 megapixeles.
Computadora Pentium con impresora (2) y scanner

Proyector C.P —RS 55 (“cafion”

Biblioteca:

Como material bibliografico la Cétedra cuenta con la suscripcion anual a la
Revista American Journal Surgical Pathology (mensual), Revista Latinoamericana de

Patologia (México) cuatrimestral y Pathology (Australia) cuatrimestral.



Hemeroteca de la Facultad de Ciencias Médicas y de otras facultades de la

Universidad Nacional de Cordoba, como por ejemplo, de la Fac. de Cs. Quimicas.

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS:

Los resultados de los parametros estudiados, se analizaron con un modelo lineal
de varianza y de normalidad. Luego se efectud la comparacion de las combinaciones
posibles mediante datos categodricos. Por otra parte, los cambios anatomopatologicos

observados, se estudiaron a través del test de chi cuadrado para variables cualitativas.

Para todos los casos, se establecié un nivel de significacion de 0,05.



TABLA 1: CARACTERISTICAS CLINICAS.

Caso | Edad | Sexo Sintomas Organo Localizacion Tratamiento
1 56 F Hematemesis, Estémago Antro Gastrectomia
melena subtotal
) 52 M Hematemesis, Estémago Cuerpo Gastrectomia
melena Curvat. mayor subtotal
3 63 M Hematemesis, Estomago Cuerpo Gastrectomia
melena, dolor Curvat. menor
Intestino .
4 40 F Melena, dolor delgado Yeyuno Yeyunectomia
5 69 F Reﬂuj(,) ' Estomago antro piloro - GastrecFomla
gastroesofagico Curvat. mayor parcial
. Intestino .
6 32 M Dolor abdominal delgado Yeyuno Yeyunectomia
7 60 M Melena Estdmago Antro Gastrectomia
subtotal
8 58 F melena Estomago Curvat. mayor GastrecFom1a
parcial
9 64 M Melena Estdmago Antro Resecc. en cufia
Dolor Intestino ,
10 58 F abdominal delgado Yeyuno Yeyunectomia
Dolor Intestino . Reseccion de 1.D.
1 60 F abdominal Delgado Mesenterio (ileon)
12 65 M Melena Estdmago Antro Tumorectomia
13 55 F Dolor Estomago Antro Gastrect. Subt.
Esplenectomia
Intestino Reseccion de
14 63 M Melena Delgado Duodeno I.Delgado
15 60 M Dolor Estomago Curvat. menor Gasttrstcglo mia
16 61 F Melena Estomago Antro Gastrectomia
subtotal
Melena Intestino Resecmpn de
17 57 F Deloado yeyuno Intestino
& Delgado
18 45 F Melena Cuerpo Estomago Tumorectomia
. Intestino Reseccion de
19 40 M Dolor Abdominal Delgado Ileon intestino delgado
20 55 M Dolor abdominal Estomago Cuerpo GastrecFomla
parcial
21 42 F Dolor abdominal | Retroperitoneo - Tumorectomia
22 50 F Dolor pelviano Retroperitoneo - Tumorectomia
23 72 F Dolor abdominal Abdomen - Tumorectomia
24 55 F Dolor abdominal Abdomen - Tumorectomia
Intestino lleon
25 60 F Dolor abdominal (diverticulo de Tumorectomia
Delgado
Meckel)
Intestino Resecc. Intestino
26 59 M Melena delgado Ileon Delgado
27 55 F Dolor abdominal Abdomen Abdomen Tumorectomia
28 56 F Melena Tumor Cuerpo Tumorectomia
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FICHA DE REGISTRO DE LOS GISTs ESTUDIADOS

Caso N°:

Protocolo N°:

Edad /sexo:

Sintesis clinica:

Tamainio tumoral / localizacion:

Crecimiento tumoral (expansivo o infiltrante)

Indice Mitotico/50 cga.:

Infiltracion serosa:

Tipo celular/Patron de crecimiento:

Necrosis/Hemorragia:

Inmunofenotipo:

Recurrencia o metastasis:

Patologia asociada:

Evolucion clinica:




CAPITULO III

RESULTADOS



Del total de 30 casos de GISTs correspondientes a pacientes de ambos
sexos estudiados en este trabajo y con el objetivo de analizar las
caracteristicas anatomopatoldgicas macroscopicas y microscopicas y la
sintomatologia clinica, se observo el comportamiento de los mismos
teniendo en cuenta diferentes variables. Estas se presentaron en forma
secuencial y para su mejor comprension se exhiben en mddulos, de acuerdo

a los diferentes parametros seleccionados para el disefio estudiado.

En este grupo de pacientes estudiados se observo que la aparicion de los GISTs se

distribuyo de acuerdo a la edad de la siguiente manera (Figura 9)

11

10

30-39 40 -49 50 - 59 60 — 69 70 6 mas

Figura 9: GISTs. Distribucion etaria de los casos estudiados.

Cuando se tuvo en cuenta el género en el grupo etario comprendido entre los 30 y

39 afios, la distribucion fue la siguiente (Figura 10).




MASCULINO 100%

Figura 10: GISTs. Incidencia segin el género del grupo etario de 30 a 39 afios.

En relacion a la sintomatologia clinica, la forma de presentacion fue el dolor

abdominal (Figura 11).
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Figura 11: GISTs. Sintomatologia clinica en el grupo etario de 30 a 39 afios.

En referencia a la topografia o distribuciéon anatomica, la misma fue

exclusivamente en intestino delgado (yeyuno). (Figura 12).




INTESTINO
DELGADO 100%

Figura 12: GISTs. Distribucion anatomica en el grupo etario de 30 a 39 afios.

La anatomia patologica del yeyuno resecado reveld un tumor mayor de 5
centimetros (Figura 13), con predominio de necrosis tisular, escasa hemorragia,
ulceracion de la mucosa, cistificacion, compromiso seroso y extraparietal en la misma

proporcion.



Figura 13: GISTs. Vista macroscopica en el grupo entre 30-39 afios. Se observa un
tumor de yeyuno, mayor de 5 cm. de diametro, con superficie externa
lobulada y compromiso seroso.

Histologicamente (Figura 14) se observd una proliferacion celular de tipo

epitelioide bien diferenciada, inmersa en un estroma fibroso denso hialinizado.

Figura 14: GISTs. Vista microscopica en el grupo entre 30-39 afios.
Se observa una proliferacion celular de tipo epitelioide
inmersa en un estroma hialinizado. H&E 10 X.

El grupo de pacientes entre 40 a 49 afios, correspondieron al 20 % del total de los

casos estudiados, con predominio del sexo femenino (Figura 15), lo cual demostr6 una



diferencia significativa con respecto al grupo anterior, teniendo en cuenta la frecuencia

(p< 0,001) de aparicion de dichos tumores.

MASCULINO
20%

FEMENING
BO%

Figura 15: GISTs. Incidencia segln el género en el grupo etario de 40 a 49 afios.

Si bien la sintomatologia clinica no es especifica de este tipo de patologia (Figura
16), el 80 % de los pacientes habian consultado por dolor abdominal y un 40 % por la

aparicion de melena.
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Figura 16: GISTs. Sintomatologia clinica en el grupo etario de 40 a 49 afios.



En este grupo de pacientes el 6rgano afectado fue en un 60 % el intestino delgado,
20 % estomago y en un 20 % la enfermedad se manifestd en la cavidad abdominal

(Figura 17).

ESTOMAGO 20% ABDOMEN 20%

INTESTINO
DELGADO &0%

Figura 17: GISTs. Distribucion en el tracto digestivo y cavidad abdominal en el grupo
etario de 40 a 49 afios.




Figura 18: GISTs Vista macroscopica de un tumor localizado en estomago, proximo a curvatura
mayor, de crecimiento exofitico, intraparietal y mucosa ulcerada (flecha).

Figura 19: GISTs. Vista microscopica de una proliferacion fusocelular con nucleos
alargados de extremos romos o en “habano” (flecha), que alternan con
células de aspecto epitelioide (punta de flecha). H&E 100 X.

Las edades comprendidas entre 50 y 59 afios presentaron este tipo de tumores del
estroma en un 36,66 % del total de la casuistica. Con respecto al género (Figura 20), se
observé una diferencia estadisticamente significativa del sexo femenino (73,73 %) con

respecto al sexo masculino (27,27 %) (p<0.001).

MASCULINO
27.27%

FEMENING
T3,73%

Figura 20: GISTs. Incidencia segun el género del grupo etario de 50 a 59 afios



En cuanto a los sintomas (Figura 21) este grupo presento un 54,54 % melena, un

45,45 % dolor abdominal y un 18,18 % hematemesis.
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45.45%
20 4

1 18,18%

0

T T
MELEMNA DOLOR ABDOMIRAL HEMATEMESIZ

Figura 21: GISTs. Sintomatologia clinica en el grupo etario de 50 a 59 afios.

La distribucion anatdémica en este grupo etario fue la siguiente (Figura 22):

ABDOMEN 18,18%

ESTOMAGO 54,54%

INTESTING
DELGADO 27.27%

Figura 22: GISTs. Distribucion anatémica en el grupo etario de 50 a 59 afios.



Figura 23: GISTs. Vista macroscopica de un tumor de estomago localizado en el
antro gastrico, de crecimiento exofitico (flecha) y ulceracion mucosa
(punta de flecha).

Figura 24: GISTs. Vista macroscopica superficie de corte del tumor anterior, bien
delimitado, con extensos focos de necrosis (punta de flecha).



Figura 25: GISTs. Vista microscopica correspondiente al caso anterior, con predominio del
patréon fusocelular. H&E 40 X.

Figura 26: GISTs. Otra vista microscéopica del caso anterior, con predominio de células de
aspecto epitelioide. H&E 40 X.



Con respecto al grupo de 60 a 69 aios, se observo la siguiente distribucion por

sexo (Figura 27):
FEMENINO
45.45%
MASCULING
54.54%

Figura 27: GISTs. Incidencia segtn el género del grupo etario de 60 a 69 afios

Mientras que en la siguiente (Figura 28), es posible apreciar la sintomatologia

clinica que presentaron los pacientes correspondientes a este grupo:
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Figura 28: GISTs. Sintomatologia clinica en el grupo etario de 60 a 69 afios.

Con respecto al sitio anatémico de presentacion en el grupo de 60-69 afios (Figura

29), se observo la siguiente distribucion:



ABDOMEN 9,09%

INTESTINO
DELGADO 18,18%

ESTOMAGO 72,72%

Figura 29: GISTs. Distribucion anatomica en el grupo etario de 60 a 69 afios.

El grupo de pacientes de 70 o mas anos, representaron el 6.99 % del total de los
casos estudiados, con predominio del sexo femenino (Figura 30). En relaciéon a la
sintomatologia clinica el 50 % se presentd con melena, y similares porcentajes fueron
obtenidos para dolor abdominal y hematemesis (Figura 31). El 6rgano afectado fue en
un 50 % el estomago y el 50% restante abdomen (Figura 32).

Es de destacar que uno de los casos pertenecientes a este grupo, de localizacion
abdominal (retroperitoneal), reveld macroscOpicamente areas de aspecto mucoide
(Figura 33). Histolégicamente, se comprobd la presencia de células fusadas y
epitelioides inmersas en un estroma mixoide, con la presencia de fibras eskenoides, es

decir coldgeno en forma de “madeja” (Figura 34).




FEMENINO
100%

Figura 30: GISTs. Incidencia segln el género en el grupo etario de 70 afios o mas.
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Figura 31: GISTs. Sintomatologia clinica en el grupo etario de 70 afios o mas.




ABDOMEN 50%

ESTOMAGO 50%

Figura 32: GISTs. Distribucion topografica en el grupo etario de 70 afios o mas.

Figura 33: GISTs. Vista macroscopica de un tumor de localizacion retroperitoneal, con
superficie externa lobulada (flecha). Al corte es s6lido, blanquecino y
multinodular, con areas de aspecto mucoide (punta de flecha).



Figura 34: GIST Vista microscopica en el grupo de 70 afios o mas. Se observa una

PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO

proliferacion fusocelular y epitelioide, con matriz mixoide (punta de flecha).
Ademas, la presencia de fibras eskenoides (flecha). H&E 40 X.

En los 30 casos estudiados se realizd el siguiente panel inmunohistoquimico:

Vimentina, CD-34, CD-117, Actina de musculo liso (SMA) y S-100,

siguientes resultados:

obteniendo los

Grupos Vimentina CD34 CD117 SMA- S-100
30-39 aiios 100% positivo 100% positivo 100% positivo Negativo | Negativo
40-49 aiios 100% positivo 80 % positivo 80 % positivo 10 % Negativo
50-59 aiios 100 % positivo 90 % positivo 90 % positivo Negativo Negativo
60-69 aios 100 % positivo 100 % positivo 100 % positivo Negativo | Negativo

70 6 mas 100 % positivo 100 % positivo 100 % positivo Negativo | Negativo




Figura 35: GIST. Vista microscopica: Tincion inmunohistoquimica CD-34. Se obser-
va fuerte positividad de las células tumorales (punta de flecha). La tincién
+ en la pared vascular (flecha) sirve como control. CD-34 100 X.

Figura 36: GIST. Vista microscopica: Tincion inmunohistoquimica con CD-34.
Se observa fuerte positividad de las células tumorales (punta de
flecha), con un reforzamiento del limite celular.. La tincién + en la
pared (flecha) del vaso central sirve como control. CD-34 400 X.



Figura 37: GIST. Vista microscopica: Tincion inmunohistoquimica CD-34. Se obser-
va fuerte positividad (punta de flecha) con un reforzamiento del limite ce-
lular. Obsérvese la disposicion perivascular (flecha) de las células tumo-
rales. CD-34 400 X
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Figura 38: GIST. Vista microscopica: Tincion inmunohistoquimica CD-117. Se observa
proliferacion fusocelular con intensa positividad de las células tumorales.
CD-117 40X



Figura 39: GIST. Vista microscopica: Tincion inmunohistoquimica CD-117. Vista a
mayor aumento del caso anterior. CD-117 40 X.

Figura 40: GIST. Vista microscopica: Tincion inmunohistoquimica CD-117. Patron de
tincion: citoplasmatico. CD-117 40 X.



CAPITULO IV

DISCUSION



Se analizaron los resultados obtenidos teniendo en cuenta variables
demograficas, como edad y sexo en funcion de los sintomas clinicos y las
lesiones anatomopatoldgicas encontradas. Posteriormente, se describio la
asociacion entre las caracteristicas mencionadas 'y el perfil
inmunohistoquimico, determinado por los antigenos CD-117 (c-kit,
receptor de tirosin-quinasa), CD-34 y vimentina, que apoyan su origen en

las cé€lulas intersticiales de Cajal.

El grupo de pacientes entre 40 a 49 afos, correspondieron al 16,66%
del total de los casos estudiados, con predominio del sexo femenino, lo cual
demostro una diferencia significativa (30 a 39 afios), teniendo en cuenta la

frecuencia (p< 0,001) de aparicion de dichos tumores.

En el grupo de pacientes de 50 a 59 anos, cuando el 6rgano afectado fue el
intestino delgado, la ubicacion por sectores anatomicos se distribuyeron especificamente
de la siguiente manera: 20 % localizados en yeyuno y el 80 % en ileon, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa de localizaciéon de los mismos en esta ultima
porcién mencionada (p<<0.001). Las lesiones tumorales ubicadas a nivel del estomago se
localizaron preferentemente en el cuerpo y el resecado del abdomen fue de localizacion
retroperitoneal. Todos fueron tratados con la reseccion quirdrgica correspondiente:
duodenectomia, yeyunectomia, ilectomia y tumorectomia. En este grupo, los estudios
anatomopatologicos demostraron que el tamafio tumoral era mayor de 5 cm. en el 80
% de los casos y un 20% presentd un drea menor de 5 cm, mostrando una diferencia
estadisticamente significativa entre el area tumoral (p<0.001). El 40 % de los tumores
presentd necrosis’hemorragia, un 40 % no presento este tipo de alteraciones
macroscopicas ni microscopicas y solamente el 20 % evidencid exclusivamente
necrosis. A estas lesiones se asociaron s6lo en un 20 % ulceracion de la mucosa y en un
80 % no se constatd dicha lesion. Ademas, el 60 % presentd cistificacion sobreagregada
y en un 40 % esta caracteristica anatomopatoldgica no se evidencid en los preparados.
Un 60 % de los cortes demostrd solamente un compromiso seroso; en un 20 % se
observé una combinacion seroso/extraparietal y en otro 20% no mostré ni afectacion
serosa ni extraparietal. Histologicamente el 20 % de los casos reveld una proliferacion

fusocelular, 20 % fue de tipo epitelioide y el 60 % restante de tipo mixto. En este grupo



de pacientes el 6rgano mas frecuentemente comprometido fue el estdmago (54,54 %) de
los cuales el 33,33 % se diagnosticaron en el antro, el 16,16 % en el cuerpo y el otro
33,33 % en la curvatura mayor del estomago. De los otros tumores resecados, el 18,18
% se localizaron en yeyuno, el 9,09 en ileon y el 9,09 en retroperitoneo. Estos
resultados demuestran una diferencia estadisticamente significativa a predominio de
estbmago comparados con la localizacion intestinal (p<0,001), estos resultados
observados en relacion a la ubicacion en la pared del tubo digestivo condicen con otros

estudios similares publicados (25, 101, 129, 138).

Dado que el tratamiento es quirurgico, todos fueron tratados con la reseccion de

los mismos de acuerdo al 6rgano afectado.

El tamafio tumoral fue en el 63,63 % de los casos mayor a 5 cm. yenel 36,36 %
el area tumoral fue menor a 5 cm., presentando un predominio estadisticamente
significativo de los tumores de mayor tamafo (p<0.001). Con respecto a las lesiones
histopatologicas macro y microscopicas, se observd un 27.27 % de necrosis en los
distintos tumores resecados, un 18.18 % no presento ni necrosis ni hemorragia a la
visualizaciéon. Cabe destacar que la misma proporcion 18.18%, presentd necrosis
significativa con respecto a la hemorragia. En tanto que otros mostraron 9.09 % de
lesiones hemorragicas a predominio sobre la necrosis y otro 27.27 % no presentaron
necrosis ni hemorragia tumoral. Asociados a estos cambios anatomopatologicos, se
evidencid en un 63.63 % ulceracion mucosa, en tanto que un 36.36 % no presento este
tipo de lesion.. La cistificacion del tumor se observo en un 50 % de los casos estudiados
y en un 45.45 % se asoci6 a compromiso seroso Unicamente, en un 18.18 % implico a la
capa serosa y a la zona extraparietal y en un 36.36 % no se evidenciaron estos cambios

anatomopatologicos.

Histologicamente el 40 % de los casos reveld una proliferacion fusocelular, 20 %
fue de tipo epitelioide y el 40 % restante de tipo mixto.

Similar nimero de casos presentd el grupo entre 60 a 69 afios comparado con el
rango 50-59, observandose que la aparicion y distribucion de este tipo de tumores del
estroma gastrointestinal coincide con las distribuciones etarias de otros trabajos
publicados (24, 101, 134, 138). Por el contrario, la patologia se expres6 en un 54, 54 %
para el sexo masculino, mientras que para el femenino fue del 45, 45 %. Con respecto a

las caracteristicas clinicas se observaron los siguientes resultados: 63.63% consultaron



por melena, de los cuales el 9.09% presentd ademas hematemesis, en el 36.36% de los
pacientes el motivo de consulta fue dolor abdominal y por ultimo el 9,09 demando

atencion médica por reflujo.

Cuando se analizo la ubicacion de los GISTs en este grupo de pacientes, se
observa que la mayor frecuencia de localizacion anatomica es el estomago (72.72%),
siendo el antro géstrico el sector comprometido en mayor proporcion: 27.27%. Por otra
parte, tanto en la curvatura menor como en el cuerpo del estdbmago la frecuencia de
aparicion de estas lesiones fue similar: 18.18%. Por ultimo, en la curvatura mayor solo

se diagnosticaron un 9.09 % de los casos de GISTs.

Cuando se compara la ubicacién en estdbmago (72.72 %), con respecto a la
localizaciéon en intestino (18.19%), teniendo en cuenta que el Unico caso estudiado
afectaba el duodeno, hace que la diferencia de ubicacion anatomica sea estadisticamente
significativa (p<0.001). Lo mismo sucede cuando se compara el estdbmago con el
retroperitoneo, el que solo estaba comprometido en un 18.18% del total de los casos de

este grupo.

Al igual que en los otros grupos, el tratamiento fue la reseccién quirdrgica,

dependiendo del sector gastrointestinal afectado.

Al analizar los resultados anatomopatoldgicos, se observa que en este grupo el
tamafio del tumor presentdé un 50% para areas tumorales menores a 5 cm como asi
también para los mayores a 5 cm, es decir no fue un dato significativo, pero si fue
significativa la diferencia entre las lesiones necroticas/hemorragicas que se observaron
en un 54.54%, en relacion a las que solo presentaron necrosis (9.09 %) y con respecto a

las que no evidenciaron este tipo de lesion (36.36%). (p<0.001).

Teniendo en cuenta los criterios de Amin y colab. (1), basados en el tamaiio
tumoral e indice mitdtico, en los tumores pertenecientes a nuestra serie: 10 (33,33%)
fueron considerados como benignos, 18 (60%) de tipo borderline y 2 (6,66 %) reunian

criterios morfologicos indicativos de malignidad.



Conociendo el hecho que son necesarios estudios mas completos que permitan
arribar al conocimiento cabal de estas neoplasias, los GISTs fueron clasificados en

cuatro categorias mayores, sobre la base de su fenotipo (176):

1. Tumores fusocelulares, que muestran una diferenciacion hacia células
musculares lisas, evidenciados inmunohistoquimicamente por la expresion de actina de
musculo liso, desmina, calponina y/o miosina y ultraestructuralmente por vesiculas
picndticas, microfilamentos con densidad focal ( 76,94, 116, 128, 188,222,233) y
presencia de numerosas mitocondrias como una caracteristica adicional (239). Estos
tumores constituyen la categoria mas frecuente. Teoricamente, ellos podrian originarse
de la capa muscular propia, de la muscularis mucosae, o de las fibras musculares que se

hallan relacionadas con la pared vascular (177).

2. Tumores que revelan una diferenciacion aparente hacia elementos neurales,
principalmente determinados por la presencia al examen ultraestructural de
caracteristicas tipo neurona, tales como procesos citoplasmaticos amplios  simulando
axones, microtubulos consistentes con neurotibulos y granulos electrodensos de
tipo neurosecretorio. Estas caracteristicas han sido comparadas a aquellas observadas
en las células neurales de los plexos mioentéricos y los tumores consecuentemente
designados como del sistema nervioso auténomo gastrointestinal (GANT), de los

plexos mioentéricos o plexosarcomas (72, 102, 166, 232).

Estas neoplasias, las cuales por definicion carecen de marcadores de

diferenciacion muscular lisa, constituyen el segundo gran grupo de los GISTs.

3. Tumores que exhiben una diferenciacion dual, hacia células musculares y
elementos neurales. Constituyen los miembros menos comunes de esta familia de

neoplasias (176).



4. Tumores con falta de diferenciacion hacia uno u otro tipo celular (muscular o
neural), atn después de un exhaustivo examen ultraestructural e
inmunohistoquimico. ~ Algunos autores utilizan el término GISTs en un sentido
mas restringido, solamente para este grupo en particular, el cual es casi tan  inusual

como el tipo anteriormente descripto (88).

Dicha clasificacion ha sido abandonada en la actualidad, porque consideraba a
todas las neoplasias con diferenciacion neural, dual o sin diferenciacion, como malignas

o potencialmente malignas y porque no contemplaba la histogénesis de los GISTs (159).

Algunos GISTs eran claramente identificables como de naturaleza muscular lisa al
examen histologico con Hematoxilina-Eosina (H&E) y eran similares en apariencia a
sus contrapartes de utero, esdéfago, recto y en otros sitios. Sin embargo, muchas veces,
era particularmente dificultosa la inclusion, desde el punto de vista de la M.O y con las

coloraciones de rutina, en cualquiera de las categorias anteriormente citadas (178).

Los tumores que exhibian células fusadas, con citoplasma fibrilar acidofilo y
presencia de vacuolas citoplasmaticas paranucleares, sugerian una diferenciacion
muscular lisa. Una apariencia epitelioide estaba casi invariablemente asociada a este
tipo de diferenciacion, pero ocurrian excepciones. Esta morfologia particular es definida

por la presencia de células redondas o poligonales con nucleo central y un

citoplasma habitualmente abundante claro o acidofilo (28, 169,202,207), que ha sido

interpretado como un artefacto de fijacion (188).

Es de gran importancia clinica establecer las caracteristicas de malignidad en los
GISTs ateniendo al grado de diferenciacion (53). Todos los tumores incluidos en la
categoria 2 (neurales) son considerados malignos, aunque contengan numerosas fibras
eskenoides, pero estos tltimos tienen un comportamiento menos agresivo. Los tumores
pertenecientes a las categorias 3 y 4 también serian considerados como malignos o de
potencial evolutivo maligno. Por el contrario, aquellos tumores pertenecientes a la

primera y mas grande categoria (por Ej. aquellos con caracteristicas de fibras



musculares lisas, independientemente de si estdn constituidos por células fusadas o

epitelioides) son divididos en:

¥ Benignos

v Borderline (borderline = neoplasia de bajo grado de malignidad)

v Malignos

Los parametros morfolégicos de malignidad en los GISTS, incluyen: Tamafo
tumoral mayor de 5 cm., necrosis, hemorragia, hipercelularidad, atipia nuclear y

actividad mitdtica (5, 6, 45, 114).

Combinando los parametros: actividad mitotica y tamafio tumoral, Amin y col.
(1)los dividieron en 3 grupos:
1. Benignos: menos de 5 mitosis por cada 50 campos de gran aumento
(cga) y tamano tumoral de 5 cm. o menos.
2. Borderline: el mismo niimero de mitosis pero un tamafio mayor de 5 cm.
3. Malignos: Mas de 5 mitosis por 50 cga, independientemente del tamafio

tumoral.

Los autores anteriormente citados encontraron, ademas, una buena correlacion
entre el numero de mitosis y el indice PCNA (Antigeno de Proliferacion Celular
Nuclear) y otros entre el indice PCNA y pronostico (1, 172,231)

El PCNA es una proteina de 36 kDa, conocida también como ciclina o 9
polimerasa asociada a proteina y que es sintetizada en fases tempranas G y S del ciclo

celular, sirviendo como un excelente marcador para células proliferantes (27).

Mas recientemente, la utilizacion de otros métodos diagndsticos auxiliares, tales
como la identificacion de la fraccion aneuploide G2M ha resultado también de valor

predictivo en los GISTs (41).

Franquemont (53) desarrolld otro sistema de gradacién en el cual los GISTs
fueron clasificados como:

1. Benignos: menor de 5 cm. de didametro y menos de 2 mitosis por cada 50 campos



de gran aumento.

2. De malignidad intermedia: menor de 5 cm. de didmetro y mas de 2 mitosis por
cada 50 campos de gran aumento.

3. Malignos: mayor de Scm. y mas de 2 mitosis por cada 50 campos de gran

aumento.

Otros factores prondsticos a considerar, ademds del tamafo tumoral (2, 4, 6, 27,
30, 63, 106, 114, 172, 177, 225), el indice mitdtico (4, 6, 10, 30, 38, 45, 53, 61, 63, 94,
103, 106, 109, 114, 153, 171, 197, 222) y el indice de proliferacion celular (13, 22, 41,
54, 56, 63, 114, 161, 172, 200, 229) son: localizacién del tumor (41), tipo o patron
histologico (4, 6, 10, 108), citometria de flujo (24, 27, 30, 38, 90, 109, 110, 184, 195,

211, 222), edad del paciente y diseminacion extra-gastrointestinal (138).

EVALUACION DEL RIESGO DE COMPORTAMIENTO CLINICO AGRESIVO

EN LOS TUMORES ESTROMALES GASTROINTESTINALES

Franquemont (53)

Riesgo alto
a. Tamafo > 5 cm e indice mitético >2/10 CGA
b. Tamafo > 5 cm o indice mitético >2/10 CGA
Indice PCNA > 10 %
Riesgo bajo

a. Tamafio <5 cm e indice mitdtico < 2/10 CGA



b. Tamafno > 5 cm. o indice mitdtico >2/10 CGA

Indice PCNA <10 %

En la actualidad, y tras una Conferencia de Consenso, otros autores consideran
que no es conveniente utilizar el término de benigno para ningin GIST, asumiendo que
todos ellos pueden llegar a tener un comportamiento agresivo (50) por lo cual es mas
adecuado hablar de riesgo de conducta agresiva, si bien los criterios para establecer

dicho riesgo siguen siendo el tamafio del tumor y el indice mitotico.

Uno de los desafios en el estudio de los GISTs es establecer la agresividad y
comportamiento bioldgico. Como es evidente, el criterio de malignidad mas fiable es la
presencia de metéstasis y/o invasion de los 6rganos adyacentes, aunque habitualmente,
en el momento del diagndstico, la diseminacidon todavia no se ha producido, por lo que
el patdlogo debe establecer que caracteristicas son utiles para pronosticar la evolucion
de la neoplasia. Ciertos rasgos que en otras neoplasias son indicativos de agresividad,
son de importancia dudosa en los GISTs. Asi, no esta clara la importancia de la
densidad celular ni de la atipia. Tampoco tiene relacion con el comportamiento la
presencia de ulceracién mucosa, ni la infiltracion de la capa muscular, que puede darse
por el origen de los GISTs en las células intersticiales de Cajal y no por una auténtica
capacidad infiltrativa de la neoplasia (128). Sin embargo, la ulceracion mucosa parece
asociarse con las lesiones malignas. (221). Se observa como un crecimiento difuso,
intersticial entre las glandulas. No se debe considerar como invasion mucosa la mera
presencia de ulceracion. Si se sigue este criterio, la invasion mucosa es diagnéstica de
malignidad, por lo que puede ser de utilidad en el caso de biopsias endoscopicas, si bien

su rareza limita su valor practico.

En nuestra serie de 30 casos de GISTs, 17 casos revelaron ulceracion mucosa, de
los cuales 3 casos se diagnosticaron por biopsia endoscoOpica, de acuerdo con los

criterios anteriormente citados.



Otro dato que ha sido considerado es la localizacion, ya que la incidencia de
lesiones agresivas varia, de forma que los GISTs de estdmago son mas frecuentemente

benignos que malignos, tendencia que se invierte en el intestino (129).

Coincidentemente con la literatura consultada (185) en nuestra serie de 30 casos
reportados, 16 tumores (53,33 %) se encontraban localizados en estémago y 9 (30 %)
en intestino delgado. Los 5 casos restantes (16,66%) se presentaron como masas

abdominales, 2 de ellas situadas a nivel del retroperitoneo.

Una matriz mixoide prominente puede estar presente, en algunos casos, entre las
células tumorales y las coloraciones histoquimicas demuestran una marcada reaccion
positiva con Alcian Blue a pH 2,5; esta tincion puede ser abolida por el tratamiento con
hialuronidasa, indicando abundante tejido conectivo con mucosustancias ricas en acido

hialurénico (209).

Cinco (16,66%) de los tumores pertenecientes a nuestra serie, presentaban una

matriz mixoide abundante y rica en mucosustancias.

Los tumores con caracteristicas de diferenciacion neural estan generalmente
compuestos de células fusadas (a veces epitelioides), dispuestas en fasciculos, en
empalizada y en forma de verticilos. El depdsito de colecciones extracelulares, amorfas,
tenuemente eosinofilas, de coldgeno anormal denominado fibras eskenoides (skenoid =

madeja, ovillo), estd usualmente asociado con diferenciacion neural (141).



Estos agregados globulares se hallan presentes en el estroma y se colorean
positivamente con la técnica de PAS, después de su tratamiento con diastasa como asi

también con la técnica de Masson y la hematoxilina acida-fosfotiingstica de Mallory.

Ultraestructuralmente ellas se hallan compuestas de fibras colagenas dispuestas al

azar, con una periodicidad de aproximadamente 45 nanometros (232).

La presencia de fibras eskenoides se comprobd en dos de los tumores del presente
trabajo. Es de destacar que ambos casos correspondieron a los de localizacion

retroperitoneal.

En la serie motivo de la presente comunicacién, obtuvimos los siguientes

resultados, en relacion al patron histologico:

En el grupo ubicado entre los 30 y 39 afios representado por un solo caso, el
mismo presentd histolégicamente un patron de crecimiento mixto (fusocelular y
epitelioide); en cambio, en relacion al grupo de los 40 a 49 anos, el 20 % de los casos
reveld una proliferacion fusocelular, 20 % fue epitelioide y el 60 % restante de tipo

mixto.

Las edades comprendidas entre 50 y 59 afos presentaron este tipo de tumores del
estroma en un 36,66 % del total de la casuistica. Histologicamente, el 40 % de los casos
reveld una proliferacion fusocelular, 20 % fue de tipo epitelioide y el 40 % restante de
tipo mixto.

Similar nimero de casos presentd el grupo entre 60 a 69 afios comparado con el
rango 50-59, observandose que la aparicion y distribucion de este tipo de tumores del
estroma gastrointestinal coincide con las distribuciones etarias de otros trabajos
publicados (24, 101, 122, 127). Microscopicamente se comprobod un patron celular
coincidente con el grupo anteriormente descripto. En tanto que en el ultimo grupo (70

afios 60 mas) el patrébn mixto estuvo presente en los 2 casos (100%).



Yu y col. (248) utilizaron determinados criterios para clasificar a los GISTs como
benignos, borderline o malignos, basados en la combinacion de tipo celular (fusado o
epitelioide), indice mitdtico y atipia nuclear. Los GISTs malignos incluyeron tumores
de células fusadas con > 5 mitosis/30 CMA, neoplasias de células fusadas pleomorficas

con > 3 mitosis/30 CMA y lesiones epitelioides con > 2 mitosis/30 CMA.

Aproximadamente la mitad de los tumores histolégicamente benignos, tuvieron un
tamafio mayor de 5 cm. lo cual motivé un comentario en el informe anatomopatoldgico

acerca del comportamiento incierto de estas neoplasias.

El avance mas importante que ha ocurrido en el estudio de los GISTs, ha sido el
descubrimiento que la mayoria de estos tumores son acompafiados por la mutacion
somatica de CD-117 (c-Kit). Esta mutacioén ocurre independientemente de la edad del
paciente al momento del diagndstico, sitio anatomico del tumor (164), tamafio tumoral,
linea de diferenciacion o caracteristicas citologicas (excepto por el hecho de que es més
comun en las neoplasias constituidas por células fusadas que aquellas conformadas por

células epitelioides) (236).

Se ha demostrado, ademas, mutacion del gen c-Kit en una enfermedad génica que

se transmite en forma autosdémica dominante denominada piebaldismo (61).

Genéticamente los GISTs revelan comunmente una pérdida del DNA en el brazo
largo del cromosoma 14 (134). Ademas, estudios citogenéticos han revelado frecuentes
anormalidades en el cromosoma 1 en los GISTs, pero el significado de estos cambios
moleculares subyacentes, no han sido atn dilucidados y su significado es desconocido.

Sin embargo, se ha demostrado que la pérdida de la heterocigosidad



en 1p 36.3, es de valor predictivo como elemento de mal pronéstico en los GISTs
(158). Por otro lado se han encontrado, a menudo, mutaciones genéticas en los GISTs

(112) anivel del exo6n 11 del c-Kit (aproximadamente en el 20 al 50 % de los

casos) y menos frecuentemente (4-8 % de los casos) en los exones 9y 13 (74, 99, 101,

116,149, 187, 214).

Las mutaciones del ex6n 11 han sido reportados como marcadores prondsticos
independientes (213) de las del exén 9 en GISTs intestinales altamente malignos (79,

101).

Las mutaciones con activacion de ¢c-KIT han sido asociadas, ademas, a trastornos
tales como mastocitosis, sindromes mieloproliferativos, leucemia mieloide aguda y

linfomas senonasales (115).

La activacion patoldgica, ligando-independiente, de c-KIT tirosin-quinasa, seria

un factor importante, involucrado como mecanismo patogénico en los GISTs (90).

Recientemente Cunningham y col. (29), demostraron la relacion de los GISTs con
apoptosis, proteina bcl-2 y la expresion inmunohistoquimica de la proteina p53 en los
tumores estromales gastrointestinales. Es asi que se comprobd que aquellos tumores
que revelaron apoptosis celular, tenian una mejor sobrevida que aquellos en los que no
se demostrd. En contraste, los pacientes cuyos tumores demostraron inmunoreactividad
para la proteina bcl-2 (un inhibidor de apoptosis) tuvieron una menor sobrevida,

comparada con neoplasias que presentaron inmunotincion negativa para esta proteina.



Por otra parte, no hubo relacién entre inmunoreactividad para p53 y sobrevida. Estos

resultados sugirieron que la inhibicion de la apoptosis puede estar

asociada con un comportamiento maligno en pacientes con tumores estromales

gastrointestinales.

Diferentes estudios han investigado la utilidad pronoéstica del anélisis del ADN en
los GISTs (27, 53). Cooper y col. (27) encontraron que 6 de 8 tumores que habian

metastatizado al momento del diagndstico eran aneuploides.

Entre los GISTs localizados, 8 de 15 pacientes con tumor aneuploide murieron de

enfermedad comparados con solo dos entre 58 neoplasias diploides.

Numerosos estudios clinico-patolégicos han intentado predecir el comportamiento
benigno o maligno de los GISTs, basados en las caracteristicas anatomopatologicas (2,

27,54, 64, 114, 145, 159, 195, 199).

La mayoria de ellos caracterizan histolégicamente a los GISTs como benignos o
malignos y luego correlacionan caracteristicas macro y microscopicas con cada
categoria y sobrevida. Un problema recurrente con tal analisis, ha sido que muchos
tumores histolégicamente benignos se comportaron agresivamente, mientras que

neoplasias morfologicamente malignas, se comportaron clinicamente como benignas.



El examen ultraestructural y el analisis inmunohistoquimico para el receptor kit
tirosin-quinasa (CD-117), ha sido realizado en una gran serie de tumores estromales

bien caracterizados, utilizando tejidos normales apropiados y tumores control.

Los resultados de dichos estudios apoyan la hipotesis formulada por Kindblom y
col. (88), que los GISTs se originarian de una célula madre, que se diferenciaria hacia
un fenotipo de células marcapasos o CIC. Es por este motivo que ellos proponen que el
término tumor estromal gastrointestinal, deberia ser reemplazado por el de tumor
gastrointestinal de células marcapasos (GIPACT). Ellos aseveran, ademés que, si bien,
la designacién tumor estromal gastrointestinal (GISTs), hace alusion a la naturaleza
mesenquimatica de la lesion, dicho término no incluye a aquellos tumores del tracto
gastrointestinal con una verdadera diferenciacion hacia células musculares lisas, células
de Schwann, fibroblastos o vascular. Puede decirse, por lo tanto, que a pesar de que los
GISTs representan una serie de tumores de histogénesis incierta, los mismos se
caracterizan, en general, por la expresion de los siguientes marcadores
inmunohistoquimicos: Vimentina, c-Kit y/o CD34 +, SMA y DES — (138, 140, 142).
La mayoria coexpresan alguno de estos marcadores y un inmunofenotipo asociado

solamente con CIC, sugiriendo, por lo tanto, un origen a partir de dichas células (88).

Actualmente, existe un consenso relacionado a las CIC asociadas al musculo liso
del tracto gastrointestinal. Estas células estan consistentemente localizadas en regiones
en donde la actividad ritmica muscular es generada. Estan conectadas a los leiomiocitos
(células musculares lisas) mediante uniones gap y adecuadamente cercanas a los axones
de las neuronas motoras entéricas. Estos hechos sugieren que las CIC estan involucradas
en la generacion de la actividad eléctrica muscular (funciéon marcapaso), o en la
conduccion/coordinacion de la actividad entre las células musculares. Se ha demostrado
actividad eléctrica espontdnea de las CIC aisladas, las cuales generan despolarizaciones

eléctricas en forma de ondas lentas (90). Se considera entonces, que las CIC son células



marcapaso (201) pero no todas, s6lo un grupo restringido. Otros grupos tienen funcion
desconocida o se encargarian de la inhibicién de neurotrasmisores. Algunos trabajos
describen que los transmisores de las neuronas motoras entéricas, pueden actuar
directamente sobre el

musculo liso del tracto gastrointestinal. Entonces, al menos, una parte del control podria
estar mediada por las CIC, y esto podria variar de region a region del tracto digestivo. Si
hay algo que no se duda, es que las CIC estan involucradas en los mecanismos
generadores o reguladores de la motilidad digestiva (217). Histogenéticamente las CIC
poseen un origen mesenquimal y se diferencian desde una célula precursora comun

intestinal, la cual da origen también, a las células musculares lisas (85).

Se han descrito similitudes con los fibroblastos, leiomiocitos y fueron
consideradas como parte del Sistema Nervioso Entérico. Sin embargo, no migran con

las células nerviosas y se desarrollan del mesénquima intrinseco.

Dentro de sus caracteristicas genéticas, las CIC poseen el c-Kit (CD-117) ligando
del Factor de Cé¢lulas Stem (SCF). La interaccion Kit- SCF es limitada en su expresion,
a las CIC, células germinales, células madre de la médula 6sea, melanocitos, mastocitos,
siendo requerida para su maduracion. Dentro del tracto gastrointestinal sélo se
encuentra en CIC y mastocitos. El c-Kit estd presente en precursores comunes de
leiomiocitos y CIC. Los leiomiocitos perderan el c-Kit, persistiendo en las CIC. Por lo

tanto, las CIC seran inmunorreactivas para el anticuerpo CD-117.

La expresion inmunofenotipica de los GISTs ha ayudado a reafirmar el concepto
que estos tumores constituyen una entidad propia con una histogénesis especifica. La
evidencia en contra de un origen muscular de estas neoplasias ha sido el hecho que
muchos GISTs (aproximadamente el 60 %) son positivos para CD-34, un antigeno de
células progenitoras mieloides y no expresado por células musculares lisas. (79, 130,
215). Posteriormente, se demostré que la mayoria de los GISTs expresan c-Kit (CD-
117), un receptor tirosin-quinasa de la familia de las inmunoglobulinas, presente en
cé¢lulas madre hematopoyéticas, mastocitos, melanocitos, células epiteliales ductales y
otras. (22). Su expresion es también caracteristica de las células marcapasos del

intestino, las células intersticiales de Cajal (71, 190)



Actualmente se considera que del 68 al 90% de los GISTs revelan una marcada
expresion de c-Kit, (79, 150, 189), mientras que una ganancia en la funcion de mutacioén

en el gen c-kit, parece ser una caracteristica especifica de los GISTs (150).

Por otra parte, se ha postulado que la pérdida de la inmunoreactividad tanto para
CD34 como para c-Kit, podria permitir identificar a un subgrupo de estos tumores con
un comportamiento clinico mas agresivo, particularmente, si ellos presentan, ademas,
caracteristicas morfoldgicas indicativas de malignidad, segun los criterios
histopatologicos tradicionales (201). Mientras que algunos GISTs que resultan
vimentina negativos podrian representar especimenes pobremente preservados, con una

pérdida de la antigenicidad (8).

Macroscopicamente los GISTs tienden a ser masas de consistencia blanda,
expansivas, multilobulares, con frecuentes areas de hemorragia, cisticacién o necrosis,
particularmente, cuando alcanzan gran tamafio, mientras que microscopicamente

pueden estar conformados por células fusadas o de apariencia epitelioide (97).

Por lo general los GISTs son tumores de crecimiento relativamente lento, siendo

diagnosticados en estadios avanzados y cuando la masa tumoral es de gran tamafio.

Algunos casos de tumores estromales géstricos se presentan clinicamente
asociados a otras patologias, como la enfermedad de von Recklinghausen (58, 112,
116, 194) o formando parte del sindrome de Carney ( GISTs + condromas pulmonares +

paragangliomas extraadrenales) (20).



Estos ultimos tumores son caracteristicamente multiples y tienen una morfologia
epitelioide. Un sindrome familiar caracterizado por paraganglioma y GISTs géstrico

diferente al de la triada de Carney también ha sido descripta (21)

Casos de GISTs maltiples de intestino delgado han sido comunicados en
asociacion con enfermedad de von Recklinghausen y displasia intestinal neuronal (69,
80, 83 156). Excepcionalmente, GISTs gastricos son encontrados coincidentemente con

tumores epiteliales anatomicamente separados del estomago (121).

En nuestra casuistica, encontramos un GIST de tipo borderline, de localizacion
gastrica (Figuras 41 al 43) que se desarroll6 en un paciente de 64 afios que consultd
por melena y que, ademas, era portador de una enfermedad de von Recklinghausen. No
se encontrd asociacion con otros tumores y en un seguimiento de diez afios no se

constataron recidiva ni metastasis.

Figura 41: GIST. Imagen tomografica de tumor exofitico, polilobulado



localizado en curvatura mayor y cara anterior de estomago.
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Aproximadamente el 60 % de los GISTs gastricos son submucosos y crecen hacia
la luz, donde ellos pueden protruir y presentar una superficie lisa. A veces, puede
ocurrir una ulceracion central (méas comtinmente en los tumores malignos) y, de este
modo penetrar, profundamente, dentro de la masa tumoral y producir clinicamente
hematemesis. La superficie lisa del tumor y el nicho ulceroso resultan en una apariencia
radiografica caracteristica. Cerca del 30% de estos tumores son subserosos y, el otro 10
% son intramurales. Macroscopicamente suelen tender a ser circunscriptos y presentar,

una superficie de corte lobulada, lisa o fasciculada (176).

Una de las principales caracteristicas, es que los GISTs son histolégicamente
diferentes de los leiomiomas, leiomiosarcomas, y schwannomas, destacando entre otras
cosas, por ser mucho mas celulares. Ademas, tienen menor eosinofilia citoplasmatica, lo
cual es reflejo de su menor contenido en filamentos citoplasmaticos. El patron
histolégico predominante corresponde a células fusiformes, epitelioides o en
combinacion, configurando un patrén organoide. El espectro histologico incluye
variantes con sabanas solidas, disposicion fascicular o estoriforme, patron de nicleos en
empalizada que recuerdan a tumores de la vaina del nervio, disposicion alveolar en
grupos celulares similares a tumores neuroendocrinos, o ejemplos con prominente
vacuolizacion citoplasmatica, patron mixoide o hialinizacion focal y/o extensa. (208).

La ulceracion mucosa es habitual.

Se encuentra necrosis en un buen porcentaje, dependiendo usualmente del tamatfio,
siendo una necrosis de coagulacion, dejando ver células fantasmas (“ghost cells™). El

crecimiento de los bordes del tumor suele ser de tipo expansivo.

El espectro histologico de los GISTs, suele variar en relacion a las diferentes
ubicaciones, por ejemplo, en los casos gastricos, predomina el patrén de células
fusiformes (70-80%), con leve a moderado coldgeno intersticial. A veces con patrén en
empalizada similar a tumores schwannianos, otros muestran vacuolizacidon perinuclear.
Ademas, el patron epitelioide, que corresponde al 20-30%; otros con patrén solido o

mixoide y ocasionalmente patrones parecidos a paraganglioma o carcinoides. (162)



casos

fibras

Los GISTs pequefios del intestino delgado, son generalmente fusiformes. Los
benignos suelen presentar fibras de colageno extracelular espiraladas, llamadas

eskenoides, basadas en su apariencia ultraestructural filamentosa (141).

En el Atlas de AFIP de tumores del intestino (174), los tumores estromales de

intestino delgado se han clasificado en las siguientes variantes:

a)

b)
©)

d)

de células fusadas (pueden exhibir un patron en “espina de pescado”,
estoriforme, o en empalizada)

de células epitelioides (originalmente designados como “leiomioblastoma’)

de células pleomorficas (pueden adoptar una diferenciacion de tipo
condrosarcoma o liposarcoma)

de células en “anillo de sello”(pueden estar asociados a una matriz mixoide
prominente y glucégeno citoplasmatico)

de tipo mesotelioma (con un patréon seudoglandular)

oncocitica (células con abundantes mitocondrias y apariencia neural al ME).

Los casos localizados en colon y recto casi siempre son fusocelulares.

Clinicamente, la mayoria de los sintomas asociados a los GISTs son dolor

abdominal y melena (47). También se pueden presentar con discomfort abdominal,

masa abdominal palpable, pérdida de peso, anemia, fiebre, disfagia, obstruccion

intestinal y perforacion. (155). La mayoria de los casos ocurre en adultos, sin embargo,

han sido reportados casos en nifios, en los cuales generalmente se comportan como

malignos (67, 167, 241).

El porcentaje de casos malignos es mas elevado en los GISTs del intestino

delgado que aquellos que afectan al estomago (139).

Los GISTs malignos del intestino delgado pueden invadir estructuras adyacentes,

tales como el pancreas, por extension directa (199). Ellos tienden a propagarse por la

via sanguinea y dar metastasis a distancia (153).



De 20 pacientes estudiados por Ranchod y Kempson (171), 15 desarrollaron
metastasis (generalmente al higado y al peritoneo), 4 padecieron tumor intra-abdominal
con una prominente diseminacion retroperitoneal; solamente uno de los pacientes se
encontraba vivo y libre de enfermedad al tiempo del seguimiento. . Mientras que de 200
pacientes con GISTs, analizados por DeMatteo y col., (33) 46% tenian enfermedad sin

metastasis, 47% tuvieron diseminacion metastasica y 7% presentaron recurrencia local.
9

En relacion a la terapéutica aplicada, se ha demostrado que la reseccion quirurgica
completa es la base fundamental del tratamiento en los GISTs, tanto para la recurrencia
local como para las metastasis (25). Los estudios recientes, en relacion a las mutaciones
del gen c-Kit, junto con los reportes de GISTs familiares sustentan la hipétesis de que la
activacion oncogénica de kit es un evento temprano, posiblemente inicial en la

patogénesis de esta enfermedad (98).

Se ha demostrado, ademas, que STI571 (Imatinib), una droga que fue utilizada en
el tratamiento de la leucemia mieloide cronica (132) y que corresponde a un inhibidor
del Kit-tirosin quinasa, es, en la actualidad, la droga de eleccion para el tratamiento de
los GISTs, (128) ya que ha resultado ser extremadamente efectiva, especialmente en

pacientes con enfermedad avanzada.

Por otra parte, el andlisis del estado mutacional de kit es el mejor factor
pronostico de la respuesta al Imatinib (Gleevec en los EEUU, Glivec en el resto del

mundo, Novartis, Basel, Suiza)



Mas recientemente Sunitinib, un nuevo inhibidor KIT/PDGFRA quinasa, ha sido
utilizado en pacientes con GISTs resistentes a Imatinib, logrando resultados

prometedores (34).

También se han estudiado los marcadores genéticos como factores pronosticos. Se
han utilizado tres tipos de anélisis. En primer lugar el estudio de pérdidas y ganancias
de material genético mediante hibridaciéon genémica comparativa y estudio de pérdida
de la heterocigosidad. De esta forma, se ha visto que los GISTs benignos tienen un
numero significativamente inferior de copias de ADN que los malignos (46). Por otra
parte, las deleciones de 9p y 9q y las pérdidas alélicas de 22q (87), son mas frecuentes
en las lesiones malignas, que ademds tienen un numero medio de aberraciones
cromosOomicas mas alto. También se ha valorado la actividad de telomerasa, de forma
que so6lo los GISTs malignos mostraron actividad de telomerasa, si bien no todos los

malignos demostraron dicha actividad (65).

En ultimo lugar se ha investigado la relacion entre las mutaciones de c-Kit y la
agresividad, aunque el valor pronostico de dichas mutaciones no esté claro, y aunque se
han relacionado las mutaciones de los exones 11 y 9 con tumores de mayor tamafio, con
indices de recurrencia mayor y menor sobrevida a los 5 afios, hay datos discordantes en
la literatura, por lo que se requeririan nuevas investigaciones para dilucidar la

importancia prondstica de dichas mutaciones (129).

Recientemente el grupo de Miettinem (97) (Figura 44), ha encontrado que cierto
tipo de mutaciones del dominio yuxtamembrana, son mas frecuentes en estobmago y

tienen mejor pronoéstico.




Figura 44: Equipo de estudio de los GISTs (Departamento de Patologia de los Tejidos Blandos
AFIP, Washington) De izquierda a derecha J. Lasota, M. Miettinem y Virginia Achstetter. (97).

La mayoria de los autores refieren una positividad constante de c-Kit en los
tumores GISTs, aunque otros como Medeiros (126) admiten que probablemente pueda
existir un pequeiio numero de tumores negativos no siendo, por lo tanto, un requisito
indispensable, segun dichos autores, la positividad de CD-117 para diagnosticar un
GIST. Ademas de que puedan existir GISTs con ausencia de mutaciones y/o de
sobreexpresion de c-kit, las causas de una negatividad inmunohistoquimica para CD-
117 pueden obedecer a otros motivos, como escasez de representacion tumoral en
biopsias endoscopicas y en tumores con distribucion irregular de la oncoproteina,
pérdida de antigenicidad por manipulacion inadecuada de la muestra o defecto en el

procesamiento técnico o alteraciones postratamiento.



Aunque puede existir cierta variabilidad en el patron de tincion con CD-117, la
mayoria de los GISTs muestran una positividad citoplasmatica difusa intensa. En mas
del 50% de los casos es evidente un patréon llamado golgiano, caracterizado por un
refuerzo a modo de granulo paranuclear (dot-like) y que coexiste con el patrén
citoplasmatico difuso habitualmente pero que, en ocasiones, puede ser exclusivo (221).
Este tipo de patrén de tincion podria relacionarse, segin algunos autores, con un tipo

concreto de mutacion del protooncogen c-Kit

Algunos tumores GISTs pueden mostrar una positividad no difusa sino limitada a
un escaso porcentaje de células tumorales (5-20%), lo cual puede justificar casos

inmunohistoquimicamente negativos como ya se ha mencionado anteriormente (126).

La variedad epitelioide de GISTs muestra una tincion menos intensa que la
fusocelular. Los tumores de musculo liso (positividad para actina de musculo liso y
desmina) y los schwannomas (positividad para proteina S-100) son negativos para CD-
117. El dermatofibrosarcoma protuberans, el hemangiopericitoma, el liposarcoma
esclerosante, el angiosarcoma y el sarcoma de Kaposi, pueden ser positivos pero

focalmente.

La impresion de algunos autores (175), es que el intento de subdividir
a los GISTs de acuerdo con las distintas lineas histogenéticas (por ej.
muscular, neural, célula de Cajal, célula de Schwann, fibroblastica, etc.) es
mal concebida, si solamente estan basadas en hallazgos ultraestructurales,
inmunohistoquimicos o ambos (39, 107, 181, 232, 242). Mas bien se cree

que hay un amplio rango de diferenciacion entre estos tumores.

Criterios de definicion para el diagndstico de GISTs: Actualmente algunos autores
creen que la positividad de CD-117 es un requerimiento absoluto para la definicion de
los GISTs. Esta parece ser, segiin otros autores (177) una premisa cuestionable, como lo
es todo proposito de definir una entidad sobre la base de un simple marcador. Se
reconoce actualmente que los raros tumores que tienen todas las caracteristicas
morfologicas y fenotipicas de GISTs, los cuales por alguna razon u otra no se tifien con
CD-117, deberian atn ser diagnosticados como GISTs (126), en tanto que aquellos

tumores que no presentan caracteristicas morfologicas de GISTs, no deberian ser



designados como tales simplemente debido a que son CD-117+. El patrén mas
convincente de positividad para CD-117 es un caracteristico componente de membrana
ademads del citopldsmico. Otros tumores mesenquimaticos, ademds de los GISTs que
pueden tenirse con CD-117 (tales como las fibromatosis), tienden a mostrar solamente

una tincidn citoplasmatica con granulos gruesos.

La presencia de inmunoreactividad para CD-117 en un tumor, ya sea
GISTs o no, no indica necesariamente una mutacion del gen.
Contrariamente, una mutacion CD-117 puede existir ain en ausencia de

expresion del marcador inmunohistoquimico.

Diagnostico diferencial microscopico



Dependiendo de la localizacion del tumor y de las caracteristicas microscopicas,
este incluye (175): tumor fibroso solitario, fibromatosis, tumor fibroide inflamatorio,

tumor glomico, schwannoma, leiomioma/leiomiosarcoma y atn linfoma y carcinoma.

La fibromatosis (tumor desmoide) es particularmente la que mas se confunde con
GISTs, debido a que puede comprometer extensamente la pared gastrointestinal y
exhibir inmunoreactividad para CD-117 (aunque esta Gltima tiende a ser exclusivamente
citoplasmadtica y no tefiir la membrana celular) (245). Para hacer el problema, atin méas
complicado, a veces la fibromatosis, se desarrolla postoperatoriamente en pacientes
tratados por GISTs. La positividad nuclear para  — catenina en la fibromatosis se cree

es de ayuda en el diagnostico diferencial (143).

El tumor fibroso solitario comparte positividad del CD-34 con GISTs pero es
negativo para CD-117 (198). El diagnostico diferencial de GISTs con
leiomiomas/leiomiosarcomas y schwannoma se torna dificil debido a las caracteristicas
de musculo liso y/o neural que los GISTs pueden exhibir. Un simple pero efectivo
abordaje del problema es designar como leiomiomas/leiomiosarcomas
o schwannomas a los tumores que tienen caracteristicas morfologicas e
inmunohistoquimicas tipicas de los tipos tumorales respectivos (como se conocen a
ellos en otras localizaciones) si a ellos le falta la inmunoreactividad para CD-117 (168).
Las diferencias que han sido encontradas en los patrones de DNA de los GISTs,
leiomiomas y schwannomas sostiene la politica de separar estos tumores de aquellos

otros siempre que sea factible (191).

Entre los tumores de intestino delgado reportados como leiomiosarcomas en la era
pre-GIST, el 10% estaba localizado en el duodeno, 37% en el yeyuno y 53% en el ileon
(240).



Asi como en el estdmago pueden exhibir una variada diferenciacion (117). Sin
embargo, ellos tienen una gran incidencia de caracteristicas de tipo neural

(especialmente para aquellos localizados en el duodeno y en el yeyuno) (177).

En particular, los GISTs conteniendo las llamadas “fibras eskenoides” (fibras de
colageno, espiraladas, basadas en su apariencia ultraestructural filamentosa), son

caracteristicamente de esta localizacion.

Entre los GISTs del duodeno, aquellos constituidos por células grandes y que
presentan un patron organoide son predictivamente de bajo riesgo, mientras que
aquellos altamente celulares con células pequefias y con escaso o nulo patréon organoide
se consideran como de alto riesgo (61, 130, 223). Debe tenerse en cuenta que el
porcentaje de casos clinicamente malignos es mas elevado en los GISTs de intestino

delgado que aquellos localizados en el estomago (177).

El principal diagnostico diferencial de los GISTs duodenales es con el

paraganglioma gangliocitico y con otros tumores de origen neural (148).

Otros tumores que pueden expresar c-Kit raramente entran en el diagndstico
diferencial, como melanoma metastatico, angiosarcoma, carcinoma de células pequenas

pulmonar, sarcoma de Ewing, mastocitoma y seminoma (128).

Uno de los criterios mas importantes a definir por el anatomopatologo, se refiere a
la benignidad o malignidad de estos tumores. El grado de celularidad y cantidad de
matriz extracelular, varia en los casos benignos y malignos. El pleomorfismo nuclear es

comun.

En lineas generales, predomina la alta celularidad, la pérdida de la relacion
nucleo-citoplasma, la presencia de células bizarras pleomorficas, con citoplasma de
mayor eosinofilia y mitosis evidenciables por campos de gran aumento (cga). Muchos
semejan leiomiosarcomas. Se puede observar un patron de crecimiento infiltrativo, con
invasion de tejidos adyacentes e incluso compromiso ganglionar satélite. El

pleomorfismo nuclear, no obstante muy notorio a veces, no es patognomonico.



Actualmente se considera que del 68 al 90% de los GISTs revelan una marcada

expresion de c-Kit, (87, 201).

El tratamiento de estos tumores consiste fundamentalmente en la cirugia radical
en los GISTs primarios y de bajo riesgo, y maxima radicalidad en la exéresis de tumores
para el GISTs diseminado, para completar el tratamiento con imatinib mesilato a dosis
de 400 mg/24 hs. por via oral hasta progresion tumoral o recidiva de la enfermedad, en

que cabria reconsiderar de nuevo el tratamiento quirargico (220).

El primer caso reportado de paciente con GIST tratado con Imatinib fue publicado

por Joensuu y col. (84).

Imatinib fue aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
EEUU (FDA por sus siglas en inglés) en mayo de 2001 (32), en un tiempo record de 11
semanas (el periodo de revision mas rapido que la FDA haya otorgado a una droga
oncoldgica) como tratamiento para pacientes con Leucemia Mieloide Cronica (LMC)
con cromosoma Filadelfia Positivo (Ph +) en estadio avanzado. En Argentina, la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT), la aprobo¢ el 15 de Mayo de 2001.

Respecto de la supervivencia de los pacientes con GISTs avanzados, tratados con
cirugia e imatinib mesilato, (32, 36) la bibliografia presenta un porcentaje de respuesta
total de alrededor de un 59%, de enfermedad estable del 26% y de progresion de un
13%. Dicha respuesta ha mejorado significativamente si tenemos en cuenta que, hasta la

aparicion del imatinib, en los GISTs metastaticos la progresion era del 100 % (243).

Actualmente se encuentra en estudio la efectividad de esta droga en estadios mas

tempranos de esta enfermedad (34).

No se requiere linfadenectomia ya que las metastasis son peritoneales y
hematogenas (higado y pulmon), pero rarisima vez linfatica (menos del 4%). La

quimioterapia y radioterapia tienen valor incierto (referencia) (243).

La mayor parte de los estudios se hallan todavia en fase de seguimiento de los
pacientes, por lo que habrd que esperar mas tiempo para llegar a unas conclusiones a

mas largo plazo.



Rudolph y col. (181) Clasificaron a los tumores gastrointestinales de la siguiente

forma:

GIST (CD-117): Tumor estromal gastrointestinal (son los mas frecuentes)

- GINST (CD-117 — CD 34 +): Tumor estromal gastrointestinal negativo para
CD 117

- GILT (Actina y/o Desmina +): Tumor estromal gastrointestinal leiomiogénico

- GIGT (S-100 +): Tumores gastrointestinales gliales o schwannianos.

- GIFT (s6lo Vim +): Tumores gastrointestinales fibroides.

Ultimamente, se ha propuesto que los tumores benignos o malignos con una
diferenciacion definida hacia musculo liso o neural deberian ser 1lamados por su nombre
(es decir, leiomioma, schwannoma, neurofibroma, ganglioneuroma, paraganglioma y
sus contrapartidas malignas). Los tumores fusocelulares gastrointestinales sin evidencia
definida, incompleta o totalmente carente de diferenciacion muscular lisa o neural, pero
que muestran positividad para el c-Kit, deberian ser llamados GIPACT, basados en la
similitud inmunohistoquimica y ultraestructural con el sistema de las CIC. El término
GIST deberia permanecer para los tumores estromales sin diferenciacion clara y sin
expresion del c-Kit. Esta propuesta tampoco ha ido acogida con mucho entusiasmo por
la comunidad cientifica y se espera el resultado de estudios en curso, para definir mejor
a estos conceptos (162).

Se desaconseja el uso del término benigno aplicado a los GISTs debido a que, en
estudios con seguimientos prolongados, se ha demostrado que cualquiera de ellos, que
haya dado sintomatologia clinica, tiene el potencial de recurrir o metastatizar, por lo que

se prefiere clasificarlos en términos de riesgo de malignidad.

Aun cuando se considera que la inmunopositividad para Kit no es indispensable
para llevar a cabo el diagnoéstico, el consenso de expertos sobre diagnostico de GISTs,
propone que esta debe realizarse como una medida confirmatoria para facilitar la
estandarizacion del diagndstico y determinar la elegibilidad del paciente para recibir
tratamiento con inhibidores de tirosina quinasas como imatinib u otras terapias,

actualmente en fases experimentales.



CONCLUSIONES

Se estudiaron una serie de 30 casos de GISTs para definir aquellas
caracteristicas con valor pronostico, determinando que las variables topografia,
grado y tamafio tumoral estdn directamente relacionadas con la conducta

biologica de este tipo de tumores.

Del total de 30 casos analizados, 14 se localizaron en estdémago (46,7%), 10
(33,3 %) en intestino delgado, 6 (20 %) se presentaron como masas
intrabdominales, siendo 2 de ellas localizadas a nivel de retroperitoneo.
Aquellos tumores situados en estdbmago tuvieron, en general, un mejor

prondstico que los de intestino y abdomen.

En relacion al grado de diferenciacion, teniendo en cuenta los criterios de Amin

(conteo mitdtico cada 50 campos de gran aumento), se establecio que del total de



casos analizados 25 fueron de bajo grado y 5 de alto grado. Estos ultimos

presentaron un curso clinico mas agresivo y una evolucién mas rapida.

En lo que respecta al tamafio tumoral se determind que del total de casos, de
acuerdo con los criterios de Amin, soélo 4 tumores median menos de 5 cm., lo

cual se relaciond con un mejor pronostico.

En relacion a la edad, y, teniendo en cuenta la distribucion de los casos en
modulos, se establecid que este tipo de neoplasias fue mas frecuente en el grupo
etario ubicado entre los 50 y 69 afios, lo cual coincide con la bibliografia

consultada.

La forma mas frecuente de presentacion macroscopica fue el tumor gastrico,
submucoso, de crecimiento exofitico y con ulceracion mucosa.
Microscopicamente el patron de crecimiento predominante fue el de tipo mixto

(fusocelular y epitelioide).

Inmunohistoquimicamente se determind que los marcadores Vimentina, CD 34
y CD 117 fueron positivos en un 100 % de los casos para el primer marcador y
en un promedio de 95% para los 2 restantes, lo que apoya la hipdtesis de un
origen mesenquimal de estas neoplasias a partir de las células intersticiales de
Cajal. En tanto que los marcadores de tipo muscular y neural sélo fueron

positivos en una pequeia proporcion (10 % en el grupo de 40 a 49 afios)

El presente trabajo ha permitido determinar el rol del patdlogo a través del
estudio morfolégico convencional y el estudio inmunohistoquimico con
demostracion de c-Kit en el diagndstico y la evaluacion de los factores

pronosticos.

* El patologo debe tratar de establecer el riesgo de conducta agresiva de

las lesiones, atendiendo fundamentalmente al tamafio del tumor y el

indice mitotico.

Comprobamos, entonces, que el estudio de estos tumores, es uno de los mas



controversiales en la actualidad, resaltando como uno de los

descubrimientos mas utiles del mismo y un punto de inflexion, el hallazgo de
la mutacion en el gen c- Kit. El hallazgo de la mutacion de c-Kit est4 siendo
utilizado actualmente como blanco para el tratamiento farmacologico,
complementario obviamente, de la reseccidon quirtrgica, la cual constituye,

sin dudas, el tratamiento de eleccion.

e Latendencia reconocida de estos dificiles tumores a seguir un curso clinico
indolente con un riesgo significativo de recidiva tardia, hace recomendable
que todo paciente con un tumor estromal gastrointestinal debe ser cuidadosa y

regularmente controlado por un periodo indefinido.

* Con el presente trabajo pretendemos, ademas, abrir una nueva senda para
ulteriores investigaciones que traten de correlacionar los cambios
anatomopatolédgicos con el perfil inmunofenotipico y los efectos del
tratamiento farmacologico en estas neoplasias, que permitan un mejor

conocimiento y manejo médico del tumor.

-00o0-
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ANEXOS



ABREVIATURAS
AEC: Aminoetilcarbazol

AFIP (Armed Forces Institute of Pathology): Instituto de Patologia de las Fuerzas
Armadas)
Bcl-2: Proteina 2 del linfoma de células B.

cga: campo de gran aumento ( 40 X).

CIC: células intersticiales de Cajal o células marcapasos gastrointestinales.

CIC-IM: C¢lula intersticial de Cajal intramuscular.

CIC-PM: C¢lula intersticial de Cajal en plexo mioentérico.

CIC-PMP: Célula intersticial de Cajal en plexo muscular profundo.

CIC-SM: C¢lula intersticial de Cajal en region submuscular.

cma: campo de mayor aumento.

CUC: Colitis ulcerosa cronica.

DAB: Diaminobencidina.

Des: Desmina.

EGFR (epidermic growth factor receptor): receptor de factor de crecimiento epidérmico.
EGIST (extragastrointestinal stromal tumor): Tumor estromal extra-gastrointestinal.
FDA (Food Drug Administration):Administraciéon de Drogas y Alimentos de EEUU.
GANT (gastrointestinal autonomic tumor): Tumores del sistema nervioso auténomo
gastrointestinal.

GIMT: Tumores mesenquimaticos gastrointestinales.

GIPACT: (gastrointestinal pacemaker tumor) Tumores gastrointestinales de células

marcapasos.

GISTs: (gastrointestinal stromal tumors): Tumores estromales gastrointestinales.

H&E: Hematoxilina-Eosina.



Ig G: Inmunoglobulina G.
I[HQ: Inmunohistoquimica.
kDa: kilo Dalton.

KPBS: Solucioén salina de Potasio y Fosfato Bufferado.
LMC: Leucemia Mieloide Cronica.

mM: milimolar

ME: Microscopio Electronico.

mg/mL: miligramos por microlitro.

p g/mL: micro gramo por micro litro.

mmol/L: milimol por litro.

MO: Microscopio Optico.

mol/L: moles por litro.

NSE: Enolasa neurona especifica.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PAS: Acido peryodico de Schiff.

PCNA: Antigeno de proliferacion celular nuclear.

PDGFR (platelet derivated growth factor receptor): receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas.

PGP 9,5: Genes de proteinas del producto 9,5.
pH: menos logaritmo de la concentracion de protones (hidrogeniones — H;O").
Ph.: Filadelfia.

receptor c-Kit: receptor tirosin-quinasa.
SCF (stem cell factor): Factor de células madre.

SMA: Actina de musculo liso.



SMT-UMP: Tumores de musculo liso de potencial maligno incierto.



GLOSARIO

Acrénimo: es una forma de abreviacion, es decir, un término formado por la primera

letra de cada palabra en una frase.

Alelos: son las formas alternativas del programa de un gen

Aneuploide: célula que posee un complemento cromosémico que no es multiplo exacto

del nimero haploide (23 cromosomas)
Anticuerpo: también conocidos como inmunoglobulinas. Son glucoproteinas del tipo

gamma globulina. Pueden encontrarse en forma soluble en la sangre o en otros fluidos

corporales. Son empleados para identificar y neutralizar elementos extrafos.

Antigeno: toda sustancia capaz de desencadenar una respuesta inmune.

Apoptosis: Muerte celular inducida por un programa intracelular (“muerte celular
programada”) Las células activan enzimas que degradan el propio ADN 'y las proteinas

nucleares y citoplasmaticas.

Bcl 2: inhibidor de apoptosis



