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ARTICULO DE REVISION

Caracteristicas Genético-Moleculares de los
Tumores Estromales Gastrointestinales (GIST)
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RESUMEN

Los tumores estromales gastrointestinales (GIST) son neoplasias mesenquimales que
tipicamente surgen a nivel del estémago, intestino delgado, colon, y otros sitios en la
cavidad abdominal y su identificacion se haincrementado por mejoras en los criterios de
deteccion. Lamayor parte de los tumores GIST son causados por mutaciones activadoras
en los genes de receptores transmembranares tirosina quinasa c-KIT y receptor alpha
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRA). Las mutaciones causales de
GIST serestringen solo aciertas regiones del gen que corresponden aimportantes zonas
funcionales de c-KIT o PDGFRA. Se reporta que hasta 70% de casos de GIST se debe
a mutaciones en el exén 11 del gen c-Kit que corresponde a la region yuxtamembrana
del receptor. La region y el tipo de mutacion determinan diferencialmente como se
desarrollalaneoplasia, el pronéstico y surespuesta ainhibidores de las tirosina quinasas
como el Imanatib. Por tal motivo, el genotipado de KIT y PDGFRA es importante para
el diagnéstico y establecimiento de la sensibilidad a los inhibidores tirosina quinasa.
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ABSTRACT

Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are mesenchymal neoplasms typically arising
in the stomach, small intestine, colon, and other sites in the abdominal cavity and its
identification hasimproved dramatically mainly due to better criteriain its detection. Most
GISTs tumors harbor activating mutations in the tyrosine kinase receptor c-KIT or platelet
derived growth factor receptor-alpha (PDGFRA). Those mutations are restricted to a few
regions corresponding to important functional domains of ¢c-KIT or PDGFRA. Upto 70%
of cases are due to mutations in exon 11 of c-KIT corresponding to its juxtamembrane
region of the receptor. The location and type of mutation will differentially determine
the development of the disease, its prognosis and the response to inhibitors of tyrosine
kinases as Imanatib. For this reason, genotyping c-KIT and PDGFRA is important for
GIST diagnosis and assessment of sensitivity to tyrosine kinase inhibitors.
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INTRODUCCION

n los dltimos 20 afos ha habido grandes

avances en el entendimiento de los tumores

estromales gastrointestinales (GISTs). Ello

va desde la identificacion de su fenotipo

por el método de la inmunohistoquimica y

las alteraciones moleculares que conllevan
a estos tumores, hasta el conocimiento de su potencial bio-
l6gico y el uso de efectivas terapias dirigidas con inhibido-
res tirosina quinasa V.

Los tumores GIST son las neoplasias mesenquimales
mas comunes del tracto gastrointestinal. Estudios pobla-
cionales reportan que la incidencia anual de tumores GIST
esta en un rango de 6,5 a 14,5 por millén @. Curiosa-
mente la incidencia de GIST ha aumentado casi 10 veces
debido a que el reciente sistema de clasificacion de tumo-
res mesenquimales gastrointestinales ha cambiado en poco
mas de una década. Fletcher y colaboradores estimaron en
el 2002 que la incidencia de GISTs incrementé de 300 —
500 por afio a 5000 — 6000 por afio, en parte debido al
renovado interés y diagnostico adecuado ©.

El lugar més comun de origen de tumores GIST es el
estémago (39 - 70%) v en el intestino delgado (31 - 45%),
pero los tumores GIST pueden ubicarse en cualquier lugar
a lo largo del tracto gastrointestinal o dentro del abdomen
como tumor extra gastrointestinal @. Se piensa que los
tumores GIST se originan de las células intersticiales de
Cajal (ICC). Las ICCs estan localizadas dentro y alrededor
del plexo mientérico y se cree que funcionan como células
marcapasos intestinales que regulan la motilidad intestinal.
Histéricamente, los GISTs eran mal clasificados como leio-
miomas o leiomiosarcomas. Posteriormente, se ha deter-
minado que los tumores GIST tienen diferentes caracte-
risticas ultraestructurales y marcadores inmunofenotipicos
comparados con musculo liso y tumores de musculo liso ©.

Los tumores GIST gastricos han sido identificados en
pacientes desde 8 a 95 afios de edad. Sin embargo, el pico
de edad de diagnéstico es alrededor de 60 anos en muchas
series de pacientes estudiados, con menos del 10% de tu-
mores descubiertos antes de los 40 afios ©. Existe una ligera
predominancia de varones en pacientes adultos, mientras
varios GISTs pediatricos se originan en mujeres 7.

Aproximadamente el 95% de tumores GIST gastricos
expresan el receptor tirosina quinasa c-KIT, también co-
nocido como CD117. Sin embargo la expresion de otros
marcadores es més variable (por ejemplo, el 70% expresa
CD34 y el 5% expresa Desmina). CD117, CD34 y Desmi-
na, son una combinacién usual de marcadores para confir-
mar el diagnéstico de tumores GIST ©- 101D,

GENES C-KIT Y PDGFRA

Los genes c-KIT y PDGFRA estéan ubicados en la region
cromosémica 4ql2 y codifican glicoproteinas homélogas
transmembrana que son miembros de la familia de recepto-
res tirosina quinasa tipo IIl. Estas proteinas transmembrana

contienen un dominio de unién extracelular/ligando con 5
bucles ligados a inmunoglobulinas que actian en la unién al
ligando y dimerizacién. El dominio extracelular esta conec-
tado al dominio citoplasmatico mediante un dominio trans-
membrana Y.El dominio citoplasmatico esta compuesto de
un dominio Juxtamembranoso (JM) y dominios tirosina qui-
nasa (TK1 y TK2) los cuales contienen un sitio de unién
para ATP y una region fosfotransferasa separada por un
inserto quinasa 1. El dominio JM regula la actividad tirosina
quinasa de KIT inhibiéndola en ausencia del ligando KIT 19,

En estado normal, KIT y PDGFRA se unen a sus res-
pectivos ligandos, permitiendo la fosforilacién de proteinas
transductoras de sefiales que modulan la proliferacion celular
y quimiotaxis e inhiben la apoptosis. Las vias de transduccién
involucradas incluyen MAPK, PI3K yv JAK/STAT. Estas vias
de senalizacion intercelulares juegan un papel importante en
el desarrollo y mantenimiento de varios tipos celulares inclu-
yendo las céluas Intersticiales de Cajal, mastocitos, melanoci-
tos y células madre hematopoyéticas . (Figura 2).

Figura 2. Esquema de la via de traduccion de sefial activada por KIT

y PDGFRA. RTK, receptor tirosina quinasa; LIG, ligando; JM, dominio
juxtamembranoso; TK, dominio tirosina quinasa. Modificado de Tornillo y
Terracciano, 2006.

MUTACIONES EN EL GEN KIT

La mayoria de mutaciones en el gen c-KIT ocurren en los
exones 9, 11, 13y 17, correspondiente al dominio extra-
membrana (ex6n 9), al dominio de regulacion intracelular
yuxtamembrana (exén 11) y los dos dominios tirosina qui-
nasa intra-citoplasmatico (exones 13 y 17).

En el dominio extracelular (exén 9) la frecuencia de
mutaciones es descrita entre un 5% a 18% de los casos, lo
cual ocurre principalmente en los codones 501-502. Esto
es asociado con la localizaciéon del tumor en el intestino
delgado y con un comportamiento agresivo. Este mecanis-
mo probablemente afecte una region de anti-dimerizacion
en el dominio extracelular ©.

El dominio yuxtamembrana (exé6n 11) del gen c-
KIT inhibe la dimerizacion del receptor en ausencia del
factor de células madres (SCF). Pequenas deleciones e in-
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serciones o mutaciones puntuales en este dominio afecta
esta funcion. La frecuencia de mutaciones en el exén 11
varia entre 20% a 92%. Muchas de las mutaciones son
localizadas entre los codones 556 y 560 con prevalencia
de deleciones e inserciones, afectando los codones 557-
559 y mutaciones puntuales afectando los codones 559
y 560. Duplicaciones en tandem son prevalentemente en-
contradas al final del exén (codones 570-580). El tipo de
mutacion es aparentemente relacionado con el pronéstico
y con la clasificacion del riesgo 1.

El dominio quinasa I (exén 13) presenta muy baja
frecuencia de mutaciones, entre 0.8% - 4.1%, afectando al
codoén 642 19, Mutaciones en este codén estéan relacionadas
con resistencia al tratamiento con imatinib. En el bucle de
activacion (exén 17) la frecuencia de mutaciones es del
0.6%. El mecanismo de activacién en el cual se ven afecta-
dos los codones 820 y 822 no es muy claro . (Figura 3).

MUTACIONES EN EL GEN PDGFRA

Una gran proporcién de mutaciones en el gen PDGFRA
ocurren en el exén 18 (7-12% de los casos). Los mutantes
PDGFRA son prevalentemente epitelioides, localizados en
el estbmago y muestran poca o ninguna reactividad inmu-
nohistoquimica para KIT, pero son funcionalmente simila-
res a los mutantes KIT 17,

En el dominio juxtamembrana (exén 12), las muta-
ciones ocurren con mayor frecuencia entre los codones 561-
571 y son asociadas con una buena respuesta al tratamiento
con imatinib. En el loop de activacién (exén 18), las mu-
taciones ocurren en los codones 842-849. Algunas de ellas
provocan resistencia al tratamiento con imatinib. En el domi-
nio kinasa I (exén 14), una mutacién rara ha sido descrita
(N659K). Esta mutacion muestra una resistencia al tratamien-
to con imatinib in vitro la cual es comparable con la obser-
vada en mutantes del exén 13 del gen KIT 1719 (Tabla 1).

Figura 3. Ubicacion y frecuencia de mutaciones de los genes KIT y
PDGFRA en tumores GIST. Modificado de Downs-kelly y Rubin, 2011.

CORRELACION GENOTIPO - FENOTIPO

Cerca del 80% de tumores GIST esporadicos presentan
mutaciones en el gen KIT. Aproximadamente el 75% de
ellos involucran mutaciones en el exén 11, a nivel del do-
minio Juxtamembrana del gen KIT, agrupandose en los
extremos 5 y 3’ de dicho exén. Las mutaciones en el
extremo 5 frecuentemente incluyen deleciones internas
y sustituciones de un solo aminoéacido, mientras que en
el extremo 3’ se observa una mayor proporcién de dupli-
caciones (Figura 4). Clinicamente, estos pacientes tienen
tumores GIST gastricos con un curso indolente 19,

En comparacién, un curso clinico agresivo con un
elevado riesgo de recurrencia y corta sobrevida, ha sido
identificado en pacientes con tumores GIST portadores de
deleciones en el exén 11. Mientras que tumores GIST con

Tabla 1. Mutaciones mas frecuentes en los genes KIT y PDGFRA en tumores GIST. Madificado de Tornillo y Terracciano, 2006.

i 0,
Gen Exon Frecuen_ug (%) Mutacién Comentarios
Dominio
Comportamiento maligno
KIT 9 10 - 20% extracelular Duplicacion - insercién 501 — 502 Intestino delgado
Respuesta intermedia a Imatinib.
Deleci6n-insercion 550-561 Delecién es a menudo asociado con mal
20 - 70% Mutaciones puntuales 557, 559, 560, 576 f o
11 S pronostico.
yuxtamembrana Duplicacion en tandem alrededor 570 -
, Buena respuesta a Imatinib.
(Extremo 3’)
0,
13 menos (.jEI 5% Mutacion puntual 642 Mala respuesta a Imatinib
timidin kinasa 1
0,
17 . Rgrp (<. 1%) Mutacion puntual 820 Mala respuesta a Imatinib
timidin kinasa2
Mutacion puntual 561
PDGFRA 12 cerca 1% yuxtamembrana Delecién-insercion 560-571 Buena respuesta a Imatinib
Insercion 582-586
18 2-3% Mutacion puntual 842 Mutacién 842 (D842V) resistente a Imatinib.
timidin kinasa 2 Delecion-sustitucion 842-847 Otras sensibles.
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otro tipo de mutaciones o aquellos sin mutacién, se obser-
va una sobrevida libre de enfermedad muy baja ?9.

La segunda regién con mayor frecuencia de mutacio-
nes ha sido identificada dentro del exén 9, a nivel del do-
minio distal extracelular, siendo las duplicaciones el tipo de
mutacién mas frecuente. Mutaciones en el exén 9 han sido
identificadas en aproximadamente 10% — 18% de tumores
GIST esporéadicos y aquellos pacientes que portan este tipo
de mutacién comunmente involucran el intestino delgado y
muestran un desarrollo mas agresivo de la neoplasia %2,

Mutaciones en el exén 13 y 17 afectan el dominio
tirosina quinasa y son menos del 5% de los tumores GIST
esporadicos. Estas mutaciones tipicamente muestran una
morfologia celular fusiforme e involucran con mayor fre-
cuencia al intestino delgado que estémago ??.

Aproximadamente el 7% de tumores GIST portan
una mutacién en el gen PDGFRA, generalmente de tipo
de cambio de sentido en el exén 18, afectando el dominio
TK2. Los tumores GIST con esta mutacién frecuentemen-
te involucran el estémago v tienen una morfologia epite-
lioide. Mutaciones en el exén 14 del gen PDGFRA son
tipicamente de cambio de sentido, asociados con morfo-
logia epitelioide, en el estémago, y con curso clinico favo-
rable. De manera infrecuente, mutaciones han sido iden-
tificadas en el dominio JM del gen PDGFRA (ex6n 12),
consistiendo predominantemente de mutaciones puntua-
les, deleciones, o deleciones-inserciones. En general, mu-
taciones en el gen PDGFRA son encontradas en tumores
GIST de estémago y omento, tipicamente con morfologia
celular epitelioide .

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de fragmentos amplificados
correspondientes al exon 11 del gen c-KIT. Las muestras T2, T4 y T6
presentan un patrén de migracion alterado (sefialado con flechas) el
cual indica la presencia de mutaciones (inserciones). Dichos resultados
fueron confirmados por secuenciacion (datos no publicados). M,
marcador de peso molecular; T1-T6, tumores 1-6; C-, control negativo.
Estos resultados corresponden a un estudio realizado en el CGBM-USMP.

VALOR PREDICTIVO DEL ANALISIS MUTACIONAL
EN TUMORES GIST RESISTENTES A IMATINIB.

Imatinib, un inhibidor selectivo de las tirosina quinasas
ABL, KIT y PDGFR, brinda un beneficio clinico en mu-

chos pacientes con tumores GISTs avanzados. Ello debido
a que muchos tumores GIST tienen una mutacién en los
receptores tirosina quinasa de los genes KIT o PDGFRA
(Figura 5). Estudios randomizados de tratamiento en fase II
han demostrado que cerca del 50% de pacientes con GIST
avanzados, tratados con imatinib sobrevivieron mas de 5
anos, sin tener en cuenta la dosis usada.

También se ha encontrado que el efecto de Imatinib
sobre la mutacién KIT (820Tyr) fue mas débil que con KIT
(del559-560) o KIT (642Glu), indicando varios efectos bio-
légicos de imatinib sobre tumores GIST que tienen dife-
rentes mutaciones en KIT y PDGFRA. Segin un estudio
ramdomizado en fase Il de la organizacién europea para
la investigacion y tratamiento del cancer, tumores con mu-
tacion en el exon 11 de KIT mostraron una proporcion
de respuesta de méas del 80%, mientras que menos del
50% de tumores con mutacién en el exén 9 del gen KIT
respondieron @3,

La resistencia de tumores GIST al tratamiento con
Imatinib ha sido reportado en 10 a 20% de los casos. El
desarrollo de la resistencia a Imatinib puede seguir varios
patrones, incluyendo la progresion en el lugar del tumor
primario o el desarrollo de nuevas lesiones metastasicas
Por otro lado, la gran mayoria de pacientes que responden
al tratamiento, eventualmente desarrollan una progresion
de tumor secundario @429,

La resistencia tardia a Imatinib es cominmente aso-
ciada con la adquisicién de mutaciones secundarias en el
gen KIT a nivel de los dominios quinasa [ y II (exén 13,
14 o 17). Algunas de estas mutaciones alteran especifi-
camente la configuraciéon del dominio quinasa de unién al
ATP (Val654Ala y Thr670lle), inhibiendo la unién de Ima-
tinib. Otras alteraciones estabilizan la conformacién activa
del receptor, lo cual también previene la unién de Imatinib
(Asp820Tyr, Asn822Lys) @0,

Figura 5. Imatinib es un inhibidor del oncogen KIT a través del bloqueo
enzimatico del receptor Tirosin quinasa. La zona de unién al ATP en el
dominio quinasa de KIT es ocupado por Imatinib, generando un blogqueo
de la proliferacion celular. Existen otros farmacos que cumplen funciones
similares a Imatinib.

Por otro lado, se ha observado que los tumores GIST
con mutaciones primarias en el exén 11 del gen KIT,
muestran una mejor respuesta al tratamiento. Pero tienen
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mayor tendencia a desarrollar mutaciones secundarias al
compararlos con los tumores con mutaciones primarias en
el exén 9. Esto sugiere que el desarrollo de una mutacion
secundaria en KIT es un importante mecanismo de escape
para las células tumorales cuya proliferacion, dependiente
de KIT, es inhibida por Imatinib ?9,

Debido a que la resistencia a Imatinib es un problema
clinico en crecimiento, se han desarrollado varios inhibido-
res para interferir con la via de sefializacion quinasa, usan-
do inhibidores alternativos de KIT y PDGFRA o dirigidos
hacia proteinas de la via de sefializacién para recuperar el
control de la enfermedad después de una falla de imatinib
@7

Sunitinib es un inhibidor tirosina quinasa con multi-
ples dianas, incluyendo los receptores VEGFR, PDGFRs,
KIT, FLT3 y el receptor codificado por el proto-oncogen
RET y tiene actividad antiangiogénica y antiproliferativa. El
tratamiento con este farmaco ha mostrado una respuesta
en solo el 5% de pacientes con resistencia a imatinib, pero
el 58% de los pacientes muestra una estabilizacion de la
enfermedad. Se ha observado que pacientes resistentes a
imatinib y con mutaciones en el exén 9 muestran una me-
jor respuesta que aquellos con mutaciones en el exén 11.
Por otro lado, sunitinib muestra una mejor eficacia para
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