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Bienaventurado el hombre que halla la sabiduria y que obtiene la
inteligencia; porque su ganancia es mejor que las ganancias de la
plata, y sus frutos mas que oro fino.

Mas preciosa es que las piedras preciosas; y todo lo que puedes
desear, no se puede comparar a ello

Largura de dias estan en su mano derecha

Sus caminos son caminos deleitosos y todas sus veredas paz.
Ella es arbol de vida a los que de ella echan mano y
bienaventurados son los que la retienen.
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Resumen

Deteccién de Fas y del Factor de Transcripcién YY1 en Muestras
de Osteosarcoma de Pacientes Pediatricos.

ANTECEDENTES:

El osteosarcoma es una neoplasia maligna que ocupa el sexto lugar de frecuencia
en la poblacion infantil. Hasta el momento se han descrito una serie de factores
prondésticos de supervivencia a largo plazo, entre los que destaca la presencia de
enfermedad metastasica. Entre los marcadores bioldégicos descritos como de
mayor predisposicion a desarrollar metastasis pulmonares se encuentra Fas/Fas
ligando. Sin embargo no hay reportes de la condicion de los pacientes mexicanos
pediatricos. Asimismo se ha destacado la presencia del factor de transcripcion
YY1 como un marcador de alto grado de malignidad en neoplasias Oseas,
deseandose explorar su condicion en pacientes pediatricos. Finalmente se ha
descrito una relacion entre YY1 y Fas en otras neoplasias, la cual es necesario
explorar en biopsias de osteosarcoma. Dichas biopsias se consideran de dificil
obtencién en cuanto a calidad y calidad debido al proceso de descalcificacion al
gue deben ser sometidas razon por la cual se debe explorar su viabilidad para
estudios de inmunohistoquimica.

OBJETIVOS:

e Determinar la preservacion antigénica y posteriormente estandarizar la técnica
de inmunohistoquimica para el factor de transcripcion YY1 y Fas en tejido de
osteosarcoma de pacientes pediatricos en un microarreglo de tejidos.

e Determinar por medio de un microarreglo si existen diferentes niveles de
expresion en las muestras de osteosarcoma de pacientes pediatricos.

e Determinar si se corrobora la relacion inversamente proporcional descrita en
otras neoplasias entre la expresibon de Fas y YY1l en muestras de
osteosarcoma de pacientes pediatricos.

MATERIAL Y METODOS:

Se realiz6 una revision de los archivos de patologia, capturando los casos con
diagnéstico histopatolégico de osteosarcoma. Del expediente clinico se obtuvo la
informacion de edad, sexo, distribucion anatomica, determinacion de
deshidrogenasa lactica, tipo de biopsia, presencia 0 no de metastasis, sitio de
metéstasis, esquema de quimioterapia Yy estado actual. Las laminillas fueron
revisadas realizdndose al mismo tiempo la seleccion de la laminilla y bloque
mejor preservado, esto es con menos necrosis celular y mayor cantidad de
componente tumoral. Se construyd un microarreglo por medio del microarreglador
Tissue microarray semiautomatic machine (ATA-100) (Chemicon) Se hicieron
cortes para tincion de histoquimica hematoxilina-eosina (H/E), de
inmunohistoquimica con vimentina para corroborar la calidad del tejido y
finalmente de inmunohistoquimica para YY1 y Fas. Del analisis
inmunohistoquimico se realizé un analisis morfométrico con el fin de medir de
manera cuantitativa la expresion de proteinas. Para el andlisis descriptivo se
utilizaron medidas de tendencia central. Los resultados de inmunohistoquimica



se analizaron utilizando el programa de analisis estadistico Prism 4© de
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. La evaluacion de la diferencia en la
densidad de expresion de las reacciones inmunohistoquimicas, se realizo
mediante ANOVA de una via. p< 0.05 considerandose como significativa. Se
realiz6 andlisis de correlacion para determinar la relacion entre Fas y YY1 y
analisis de supervivencia.

RESULTADOS: Se analizaron 32 muestras provenientes de 28 pacientes. El
grupo de pacientes constaba de 18 mujeres y 10 hombres, la mediana de edad al
diagnoéstico era de 11 afios con un rango de 3 a 15 afios. La distribucion
anatomica del sitio primario fue: 16 en fémur, 5 en tibia, 4 en peroné proximal y 3

en humero. Al realizar la inmunohistoquimica se logré determinar la presencia de

Fasy YY1 tanto en biopsias diagndsticas, en desarticulacién postquimioterapia y
en metastasis pulmonares. Tanto Fas como YY1 se encuentran expresados en el
ndcleo como en el citoplasma. La expresiéon de Fas cuantificada por IOD fue
heterogénea con un promedio de 13887.30 (rango de 497.40 - 33266.80). Hubo
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de Fas entre las
muestra. La expresion de YY1 cuantificada por 10D fue heterogénea con un
promedio de 12998.60 (rango 256.81- 41680.60). Hubo diferencias
estadisticamente significativas en la expresiéon de YY1 entre las muestras.Al
realizar un analisis de correlacion se observa una tendencia a una relacion
inversamente proporcional entre Fas y YY1. En el andlisis multivariado la Gnica
variable que demostrd afectar la supervivencia de los pacientes fue la presencia
de metéstasis; la cual confiere un riesgo 3 veces mayor de muerte (p= 0.0028).

CONCLUSIONES: Se logro¢ detectar Fas 'y YY1 en las muestras de osteosarcoma
utilizando un microarreglo de tejido con diferencias en la intensidad de la
expresion lo cual demuestra estas moléculas tienen una participacion en el
proceso de oncogénesis de osteosarcoma



ABSTRACT
Expression of Fas and YY1 Transcription Factor in Pediatric

Osteosarcoma

BACKGROUND:

Osteosarcoma is the sixth most common malignant neoplasia in the pediatric
population. The presence of metastasis has been highlighted as one of the
prognostic factors for long-term survival. Among the different biological markers
related to lung metastasis, Fas/Fas ligand has been considered one of the most
important ones; however, no studies have been done on the Mexican population.
Furthermore, transcription factor YY1 has also been linked to a high malignancy
rate in neoplasias of bone, hence our intention to explore its condition in Mexican
pediatric patients. Finally, a relationship between YY1 and Fas has been found in
other neoplasias which will be explored in osteosarcoma biopsies. Due to the
process of decalcification that bone biopsies endure, good quality biopsies are
hard to obtain and thus we should evaluate the viability of these biopsies for
immunohistochemistry research.

OBJECTIVES:
0 After determining the antigenic preservation, standardization of

immunohistochemistry staining of YY1 factor transcription and Fas in the
osteosarcoma of pediatric patients included in a tissue microarray.

o Determine f there are different expression levels in osteosarcoma biopsies
included in a tissue microarray.

o0 Determine if the inverse relationship between Fas and YY1, described in other
neoplasias, can be found in osteosarcoma.

MATERIAL AND METHODS:

After reviewing pathology archives and clinical charts we obtained age, sex,
anatomic site, lactate dehydrogenase level, type of biopsy, detection of metastasis,
site of metastasis, chemotherapy and actual condition. After analyzing tissue
slides, the best spots with better viable tissue and better preserved (those with less
necrosis and most tumoral cells) were selected. The tissue microarray was built
through a Tissue microarray semiautomatic machine (ATA-100) (Chemicon). After
hematoxyline-eosine and vimentine stains were used to verify tissue quality, YY1
and Fas stains were performed. In order to quantitatively evaluate protein
expression, an immunochemistry analysis was implemented. Descriptive statistics
were obtained by means of central tendency measures. Inmunochemistry results
were analyzed using Prism 4© of GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. Mean
differences of the density expression of the immunochemistry reactions were
analyzed using one-way ANOVA, p-values< 0.05 were considered statistically
significant. Also, a correlation analysis was performed to determine if there was a
linear relationship between Fas and YY1, finally a survival analysis was fit to the
collected data.

RESULTS:
We analyzed 32 samples from 28 patients. The data consisted of 18 females and
10 men; age median at diagnosis was 11 years (3-15 yrs). Primary bone



distribution was: 16 in femur, 5 in tibia, 4 in proximal fibula and 3 in humerus.
Immunochemistry was able to detect Fas and YY1 in diagnostic biopsies, post
chemotherapy disarticulation and lung metastasis. Both are expressed in nucleus
and cytoplasm. Fas expression quantified by IOD was heterogeneous with an
average of 13887.30 (497.40- 33266.80); there were statistically significant
differences among the different samples. YY1 expression quantified by 10D was
heterogeneous with an average of 12998.60 (256.81- 41680.60); there were
statistically important differences among the different samples. Correlation analysis
between Fas and YY1l showed a tendencyto an inverse linear relationship.
Multivariate survival analysis showed that the only variable that was related with
survival was presence of metastasis conferring 3 times more risk of death ((p=
0.0028).

CONCLUSIONS:

We were able to detect Fas and YY1 in osteosarcoma samples using a tissue
microarray with statistically significant differences among the samples. This shows
these molecules are involved in the oncogenic process of osteosarcoma



. ANTECEDENTES

1. Osteosarcoma

El osteosarcoma es un tumor maligno primario de hueso, que deriva del
mesénquima primitivo formador de hueso y se caracteriza por la produccion de
tejido osteoide maligno y de hueso inmaduro a partir de células del estroma
inmaduro *.

Los tumores Oseos representan la sexta neoplasia mas frecuente en nifios. En
adolescentes y adultos jévenes son la tercera neoplasia méas frecuente, superada
por leucemias y linfomas. En EUA se reportan 8.7 casos por millén en nifios y
adolescentes menores de 20 afios. La incidencia en menores de 5 afios es menor
a 1 por millén, en el grupo de 5 a 9 afios es de 2 por millén, en el grupo de 10 a 14
afos es de 7 por millon y el pico se presenta en el grupo de 15 a 19 afios con 8 a
11 por millén. 2

En México los registros llevados a cabo con poblacion derechohabiente del
Instituto Mexicano del Seguro Social reportan una incidencia que oscila de 6.4 por
millén a 15.9 por millon en pacientes menores de 14 afios, dependiendo del
estado que aporte los datos. En relacion con los subtipos especificos, México
tiene un comportamiento muy similar al internacional siendo el osteosarcoma el
principal tumor éseo, representando el 50 a 60% de casos.

1 a. Hallazgos Histopatol6gicos

El diagnéstico de osteosarcoma se basa en criterios histopatologicos y su
correlacion con la imagen radiogréfica correspondiente.

El diagndstico histologico del osteosarcoma depende de la presencia de estroma
sarcomatoso francamente maligno asociado a la produccién de osteoide maligno.
Existe gran variabilidad en el patron histologico de este tumor y en el grado de
produccion de osteoide.

Actualmente existen diversos tipos de osteosarcoma, siendo clasificados basados
en: la localizacion de la lesién, el tipo de hueso relacionado (por ejemplo los
huesos gnaticos) o si estan relacionados con alguna enfermedad®.



TIPOS DE OSTEOSARCOMA
Osteosarcoma Convencional (intramedular)

Osteoblastico

Condrobléastico

Fibroblastico

Epiteloide

Rico en Células Gigantes

Células Pequefias

Telangiectéasico
Osteosarcoma asociado a la corteza

Parosteal

Parosteal desdiferenciado

Periosteal

Superficial de alto grado

Intracortical.
Osteosarcoma central de bajo grado
Osteosarcoma similar a osteoblastoma
Osteosarcoma asociado a enfermedades

Osteosarcoma en Enfermedad Paget

Osteosarcoma en Displasia Fibrosa

Osteosarcoma en enfermedad Mazabraud
Osteosarcoma Multicéntrico
Osteosarcoma Postirradiacion
Ostesoarcoma de hueso gnaticos

El grupo mas grande de osteosarcomas corresponde al osteosarcoma
convencional, el cual se observa predominantemente en nifios y adolescentes. En
el osteosarcoma convencional, el estroma de tejido conectivo aparece como una
mezcla de células largas, atipicas en forma de huso que son de alto grado de
malignidad, con un nucleo grande e irregular y con figuras mitéticas anormales. El
estroma puede lucir muy anaplasico. Entremezcladas con el estroma pleomorfico
hay é&reas de produccion de osteoide maligno y de calcificacion irregular
intimamente asociadas con las células malignas.

Dahlin y Coventry clasificaron al osteosarcoma convencional en tres categorias
basadas en la diferenciacion de las células tumorales. Aproximadamente 50% de
los casos de osteosarcoma se caracterizan por abundante produccion de osteoide
y esta categoria corresponde al osteosarcoma osteoblastico. En alrededor de 25%
de los casos la diferenciacion predominante es de tipo cartilaginoso
(osteosarcoma condroblastico), cabe sefalar que lograr distinguir estos tumores
de los condrosarcomas puros puede ser dificil, sobre todo cuando la produccion
de osteoide es minima. La Ultima categoria, el fibroblastico se caracteriza por un
estroma con células en forma de huso, con un patrén que recuerda al
fibrosarcoma, pero aunque en cantidades minimas, ostenta osteoide maligno *. El
valor de esta subclasificacién no esta bien establecido. Hasta el momento, no se
han observado diferencias significativas en el comportamiento o pronostico de
cada una de las subclases.

El osteosarcoma telangiectasico es una variedad inusual (aproximadamente 3%
de todos los casos de osteosarcoma) y se caracteriza por asemejar una lesion
litica pura en las radiografias con poca calcificacion o formacion de hueso. Estos
tumores son quisticos e histologicamente se observan espacios vasculares
dilatados, llenos de sangre y tejido necrético. El tejido tumoral viable se confina a
la periferia de la lesion.

Previo a la institucion de la quimioterapia neoadyuvante, el pronostico del
osteosarcoma telangiectasico era estadisticamente peor que el del osteosarcoma



convencional. Sin embargo con el advenimiento de la quimioterapia, el prondéstico
del osteosarcoma telangiectasico es igual o incluso mejor que el asociado con los
tipos convencionales de osteosarcoma?.

1. b. Presentacion clinica.

El dolor en el area afectada es por lo general el sintoma inicial mas frecuente; este
se puede acompafiar o no de aumento de volumen en el area y ocasionalmente
de limitaciones en la movilidad de la articulacion adyacente. El tiempo promedio
de duracién de los sintomas es de 3 meses; sin embargo una historia de hasta 6
meses no es rara.

El osteosarcoma afecta principalmente a los huesos largos tubulares,
especialmente los adyacentes a la rétula. El fémur distal y la tibia proximal son los
sitios de involucro mas frecuentes, seguidos en frecuencia por el himero proximal
y el fémur proximal y distal.

Aproximadamente 15 a 20% de los pacientes se presentan con enfermedad
macrometastasica visible al momento del diagnostico. La mayoria de las lesiones
metastasicas se encuentran en los pulmones; sin embargo una pequefia fraccion
de los pacientes se presenta con metastasis 6seas con 0 sin metastasis
pulmonares concomitantes. La presentacibn con multiples metastasis 6seas
puede reflejar un tumor primario multifocal y este hecho le otorga un muy mal
prondstico *.

Familia de Sarcomas Osteogénicos

Sitios primarios

Tumor Edad de Inicio Rasgos distintivos Curso clinico
comunes
. Células en huso
) De la segunda a Similar a ) Y -
Fibrosarcoma . colageno pero sin Similar al osteosarcoma
sexta década osteosarcoma )
osteoide
Principalmente en Larga historia de Rara vez hay
Tercera a séptima tronco y sintomas, el tejido metastasis que
Condrosarcoma . - ) X . <
década extremidades proliferativo es cartilago aparecen afios
proximales sin tumor osteoide después.
Presencia de tumor
osteoide; grados
Osteosarcoma . . N,
- Alrededor de la variables de Diseminacion temprana
Convencional Segunda y tercera X - . o
P . articulacion de la diferenciacion a pulmones y/ o
Condroblastico década. . P
- P rodilla 'y el hombro osteobléastica, esqueleto.
Fibroblastico P
condrobléstica y
fibroblastica.
Similar al . -
LA Segunda y tercera Quistico, tumor lleno de | Similar a osteosarcoma
Telangiectasico osteosarcoma

década X sangre convencional
convencional

Similar al ) Similar al osteosarcoma|
Segunda y tercera Se puede confundir con X :
osteosarcoma convencional; responde

década N sarcoma de Ewing . ;
convencional a radioterapia

Células pequefias

Involucramiento ¢Multiples tumores
. De la segunda a R L .
Multifocal sexta década sincrénico de primarios vs tumor Uniformemente fatal
multiples huesos primario metastasico?
Parosteal ’ L ) Surge de la corteza; Curso indolente con
A partir tercera Regién posterior de . . X .
(osteosarcoma . . . rodea hueso involucrado; tendencia baja a
; década fémur distal o . -
yuxtacortical) gran osificacion. metastasis
Periosteal . -
De la quinta a y . Tumor limitado a la i "
(condrosarcoma P . Tiba y fémur - Prondstico intermedio
yuxtacortical) séptima década periferia de la corteza
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1c. Factores Pronoésticos

Hasta la fecha se han determinado diversas caracteristicas clinicas relacionadas
con el prondstico de los pacientes. Los factores clinicos tradicionales que influyen
el prondstico se han relacionado principalmente con la edad del paciente, el sitio
de presentacion y el tamafio tumoral; la extensiéon de la invasion y mas
especificamente la etapa del tumor también han demostrado un valor pronéstico y
finalmente la respuesta a la quimioterapia prequirdrgica. ®

En relacion con los diferentes grupos de edad, se muestra una tendencia
relacionada a un prondéstico mas desfavorable para los pacientes menores de 10
afios y para los mayores de 40 afios. ®

El sitio primario de la enfermedad también es una variable importante. Una
revision de la literatura sobre la supervivencia en grandes series sugiere que los
pacientes con tumores primarios en esqueleto axial tienen un pobre prondstico.
Ademas se han observado diferencias en la supervivencia a cinco afios en
aquellos pacientes con localizacién en tibia proximal con 77.5% comparada con el
66% de la presentacion en fémur distal.?

El tamafio tumoral también se ha considerado un importante factor prondstico. La
extensién intramedular del tumor (evaluada por TAC) también se correlaciona con
el riesgo de desarrollar enfermedad metastasica. La presencia de metastasis
saltatorias, a pesar de no ser frecuentes, son un dato de mal pronéstico* °.

La etapa clinica de la enfermedad es predictiva del prondstico razén por la cual es
la base para la seleccion de la cirugia que debe ser empleada. La quimioterapia
agresiva ha mejorado la sobrevida de los pacientes sin enfermedad metastasica
durante las ultimas dos décadas logrando supervivencias libre de evento de
acerca al 70%'*. Por otro lado la presencia de enfermedad metastasica
detectable por radiografias al momento del diagndstico confiere un peor
pronéstico para la supervivencia.

En los pacientes con osteosarcoma metastasico al momento del diagnoéstico, la
sobrevivencia a cinco afios es menor al 20%% **!8. Sin embargo, los pacientes
con osteosarcoma metastasico primario son un grupo heterogéneo, con una
supervivencia a 5 afios de hasta 75% en pacientes con enfermedad metastasica
pulmonar unilateral, mientras que la diseminaciébn 6sea presentan resultados
catastroficos'®. Por lo tanto, es necesario contar con un criterio de estratificacién
masconfiable. Los ultimos reportes mencionan una supervivencia a 5 afios del
29% vy los dos factores prondsticos para la supervivencia fueron: la presencia de
multiples metastasis y reseccidbn macroscopica incompleta. En este grupo es de
suma importancia desarrollar nuevas estrategias terapéuticas debido a su pobre
pronéstico.

El dltimo factor estudiado es el porcentaje de necrosis del tumor posterior a la
administracion de la quimioterapia; siendo éste posterior a la revision de la
literatura, el factor mas significativo que se relaciona con la supervivencia libre de
enfermedad.
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Un sistema de clasificacion muy utilizado para valorar respuesta a quimioterapia
es el porcentaje de tejido necrotico posterior a la quimioterapia de induccién
clasificada de acuerdo con el sistema de Huvos. Los pacientes con < 90% de
necrosis se clasifican como malos respondedores o Huvos grado I/ll. A pesar de
la mejora en los protocolos no ha habido una mejoria en la sobrevida libre de
enfermedad en el grupo de los malos respondedores®. Esto sugiere que debe
haber algunas diferencias biolégicas innatas entre los tumores que responden y
los que no %%,

Grado Huvos Porcentaje de necrosis (%) Efecto histol6gico
| 0-50 Poco o ningun efecto identificado

Areas de tumor osteoide acelular, necrético o
material fibrético atribuible al efecto de la
quimioterapia, con otras areas de tumor viable
Areas predominantes de osteoide acelular,
necrético o material fibrético atribuible al efecto de
la quimioterapia, con focos dispersos de células
tumorales viables
Sin datos histolégicos de tumor viable identificable

\V2 100 en todo el espécimen

Il 51-90

1 91-99

Es importante mencionar que la mejoria en la supervivencia asociada al inicio de
la quimioterapia se ha documentado en protocolos realizados en centros de
Norteamérica y Europa logrando una sobrevida de hasta 75%; no obstante los
pacientes que se ubican en paises en vias de desarrollo no han logrado esta
supervivencia. Actualmente hay poca informacion sobre las caracteristicas y el
tratamiento en esta poblacién. En un estudio realizado en poblacién brasilefia se
observé que la supervivencia libre de evento sin enfermedad metastasica es de
45.5%. Se detectd un patrén de enfermedad avanzada al tiempo del diagndstico
con una alta proporcion de pacientes con metastasis (20.8%) que es mayor que la
reportada en otros estudios * ** '’ y un gran tamafio tumoral (42.9%). En este
estudio no se documentoé si la tardanza en establecer el diagnostico jugaba un
papel determinante en las caracteristicas de presentacion clinica. Lo que llamé la
atencion, es que el tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas y el
diagndéstico no se correlacion6 con la presencia de metastasis, tamafio tumoral o
supervivencia. Esta informacion sugiere que la etapa de la enfermedad depende
mas de factores biolégicos del tumor que de un diagndstico tardio?>.

En México, segun estudios realizados en el Instituto Nacional de Pediatria, el
porcentaje de pacientes con enfermedad metastasica es de 31% de los casos
con una supervivencia del 34% para este grupo. Ademas, se reporta una
supervivencia en los pacientes no metastasicos del 48% a pesar de utilizar los
gllismos esquemas de quimioterapia utilizados en los protocolos de primer mundo

Con el advenimiento de la biologia molecular se iniciaron diversos estudios
citogenéticos y de biologia molecular los cuales han arrojado resultados variados
y ocasionalmente contradictorios. Entre las dificultades técnicas que se han
enfrentado este tipo de estudios se encuentran: el proceso de descalcificacion a la
cual deben ser sometidas todas las muestras para su estudio; la necrosis posterior
a la quimioterapia preoperatoria que es parte del protocolo de tratamiento de estos
pacientes con la consecuente dificultad de obtener tejido neoplasico viable y
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finalmente la rareza de esta neoplasia lo cual dificulta la obtencién de gran
namero de pacientes para estudiar. Sin embargo, hasta el momento se ha logrado
un gran progreso para contribuir al conocimiento tanto de la etiologia de este
tumor como a la identificacion de potenciales blancos de biomarcadores
pronésticos o terapéuticos.?®

El estudio de genes especificos asociados al desarrollo de osteosarcoma surgio
de hallazgos citogenéticos previos asi como de enfermedades asociadas con
osteosarcoma. Aunque no necesariamente especificos de osteosarcoma, se han
logrado identificar cierto nUmero de genes; entre los cuales se encuentran genes
supresores de tumores, oncogenes y genes que codifican para factores de
crecimiento. Algunas de las anormalidades detectadas se han identificado en
otros sarcomas asi como en algunos carcinomas. La importancia relativa de varios
de estos factores en el proceso de tumorigénesis es aun incierta, aunque la
relacion entre un perfil de expresion genética y el prondstico y respuesta a
quimioterapia se hace més evidente. %°

Un estudio piloto utilizando microarreglos de DNA que analizd6 tumores 6seos
(osteosarcoma y tumor de Ewing) demostré un perfil de genes especificos
relacionados con el tumor de Ewing y con un mayor numero de genes
relacionados con osteosarcoma. Entre las muestras de osteosarcoma se observo
una variabilidad significativa; sin embargo en los casos que se comparé el tumor
primario con la metastasis hubo semejanzas muy notorias. Actualmente se han
continuado los estudios en la busqueda de genes que se supriman o se activen
durante el proceso de metastasis.?

2. El papel de Fas- Fas ligando.

La apoptosis es un mecanismo controlado genéticamente que juega un papel
importante en la regulacion de la progresion tumoral y la presencia de metastasis.
El crecimiento del tumor depende no solo de una proliferacion no controlada sino
también de la supresion de la apoptosis.?®

Se conocen diversos factores que llevan a la induccion de la apoptosis; entre los
gue se encuentran la estimulacién de los receptores de muerte en la membrana
de la célula, tales como Fas- Fas ligando.

Fas ligando (FasL) es un proteina transmembranal de 40 kilodaltones (Kd) que se
clasifica como una proteina tipo Il de la familia TNF. FasL induce la apoptosis en
células susceptibles a partir de su unién con su receptor Fas. En general FasL se
expresa en linfocitos T. A pesar del hecho de que FasL se expresa en 6rganos
especificos, tales como testiculo y 0jos, la sobreexpresion de FasL se encuentra
en diferentes tumores incluyendo, melanoma, linfoma, carcinoma esofagico,
carcinoma gastrico y carcinoma de colén %. A la fecha se desconoce la expresion
de esta proteina en osteosarcoma.

Fas es una glicoproteina de 45 Kd que se identificd por primera vez utilizando
anticuerpos que inducia la muerte rapida de las células tumorales a partir de la
union con su ligando natural FasL. Fas se expresa en muchos tejidos, con una
preponderancia en el timo, pulmon, corazon y rifion.

13



La apoptosis mediada por Fas esta desencadenada por FasL. EI mecanismo a
partir del cual se regula la apoptosis es el siguiente: Después de la unién de FasL,
a Fas; este ultimo se asocia con dos proteinas especificas: dominio de muerte
asociado a Fas( FADD) vy caspasa 8, se forma el complejo de sefalizacion de
inductor de muerte (DISC). FADD recluta la proteasa de cisteina caspasa-8, que
activan directa o indirectamente a otros miembros de la familia de caspasa, lo
cual resulta en la destruccion de proteinas celulares y la apoptosis subsiguiente.

Se sabe que el tejido pulmonar por lo general expresa constitutivamente FasL, el
cual puede inducir la muerte celular en células que expresan Fas.
Especificamente, la disminucion de Fas puede prevenir la eliminacion de células
tumorales a partir de la via Fas/FasL.?"*®

El grupo de Lafleur ha estudiado en modelos animales la expresion de Fas en
una linea celular de osteosarcoma con un potencial altamente metastasico
(SAOS-LM7), demostrando que la expresion de Fas se relaciona inversamente
con el potencial metastasico®, sugiriendo que el aumento en la expresion de Fas
permite a las células ser susceptibles a apoptosis.

El grupo de Kleinerman analizé por inmunohistoquimica 38 biopsias de metéastasis
pulmonares de pacientes con osteosarcoma, observando que 23 de los nédulos
pulmonares eran negativos a Fas, 12 eran ligeramente positivos y 1 era positivo.
Lo cual sugiere que la pérdida de Fas es un mecanismo por el cual las células de
osteosarcoma evaden los mecanismos de resistencia pulmonar.

En estudios posteriores Kleinerman y colaboradores demostraron que la
expresion aumentada por parte de la célula de Fas se relaciona con un bajo
potencial metastasico; mientras que la baja expresion de Fas favorecera la
presencia de metastasis. Ademas en modelos animales lograron determinar que
la inhibicion de la sefializacion de Fas en el tumor o bien la falta de FasL en el
ambiente del huésped permite la proliferacion de células Fas positivas en el
pulmén y favorece la promocién del crecimiento metastasico.*

3. El factor de transcripcion YIN-YANG 1 (YY1)

El factor de transcripciébn Yin Yang 1 se conoce por desempefiar funciones
fundamentales en los procesos normales del desarrollo tales como embriogénesis,
diferenciacion, replicacion y proliferacion celular. YY1 ejerce sus efectos genéticos
a través de su habilidad para iniciar, activar o reprimir la transcripcion
dependiendo del contexto en el cual se realiza su unién® 333,

Sus mecanismos de accién incluyen la activacion o represién directa, la activacion
0 represion indirecta via un cofactor de reclutamiento o bien la activacion o
represion por alteracion del sitio de unién o cambios conformacionales del DNA.
La actividad de YY1 estd regulada por factores de transcripcion y proteinas
citoplasmaticas.
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Promotores de Genes Humanos que regula YY1

Promotor/producto génico Actividad en YY1

Dependientes de Inhibidores de histonas deacetilasas Represion

HD1 Inhibidores de Histonas Deacetilasas Humana
homologa del gen de la levadura RDP3

Represion via unién a YY1 en su dominio rico en glicina

Represion via asociacion al complejo; interaccién con receptores nucleares de

Complejo HDAC-1.-2 hormona; remodelacion de cromatina.

HDAC-3 Represion independiente del complejo.
Independientes de Inhibidores de histonas deacetilasas Represion
GATA-1 Corepresion del gen de ¢—globina
Nucleofosmina (Fosfoproteina nuclear) Represion
PARP-1 Represion y silenciamiento transcripcional durante el dafio a DNA aumentado
Smad-1,-2,-4 Corepresion de la transicién inducida por TGF-B de epitelio a mesénquima
Dependientes de acetiltransferasa de histonas Activacion
CBP Se requiere para activar los promotores de proteinas elementos de unién de

respuesta a AMP ciclico (CREB) a partir de la modificacién de histonas

Requerido para la activacion de la oncoproteina E1A a partir de la

P300 modificacién de histonas
Independientes de acetiltransferasa de histonas Activacion
Proteina nucleolar B23 Liberacién de la represion
BrdU Activacion e incremento de la expresion de YY1
Proteina C/EBP b Coactivacion del promotor de HPV-18
Oncoproteina E1A Trans-activacion (conversion de represor a activador)
MGF (Factor especifico de glandula mamaria) Liberacién de la represién (solo durante la lactancia)
NF-« Liberacion de la represién
TBP (Proteina de unién TATA); TAF (Factor asociado a TBP) Coactivacion via interacién con el dominio de activaciéon acido
YY1AP (HCCA2) Coactivacion

Existen diversos mecanismos moleculares bajo investigacion con el fin de explicar
los efectos de YY1, entre los que destacan: disminucion de la actividad de p53
mediada por YY1, interferencia con la polimerasa poli-ADP, ribosa, alteracion en
la expresiéon de c-myc, regulacion de genes de muerte y diferencias en la unién de
YY1 en presencia de mediadores de la informacion. Estudios mas recientes, han
implicado a YY1 en mecanismos que regulan la resistencia de las células
tumorales a la quimioterapia. Tomando en cuenta toda la informacion, se esta
considerando que YY1 ademas de sus funciones reguladores en los procesos
biol6gicos normales, también juega un papel como iniciador de carcinogénesis y
por lo tanto puede ser utilizado como un marcador diagnéstico y pronéstico de
dichas neoplasias®".

Datos recientes de Huerta y cols demostraron que YY1 reprime la trascripcion del
gen Fas uniéndose a su promotor®’. El tratamiento de lineas celulares tumorales
con un donador de Oxido nitrico induce una sobreexpresion de Fas, ya que el
oxido nitrico inactiva al factor de trascripcion YY1 que funciona como represor de
Fas . La manera en que el 6xido nitrico inactiva a YY1 es mediante S-
nitrosilacion de los dedos de Zinc de esta proteina y la subsiguiente inhibicion de
la actividad de unién al DNA*. La sobreexpresién de Fas, induce la
sensibilizacion de lineas celulares tumorales a la apoptosis mediada por este
receptor. Otros trabajos en lineas celulares de céancer de prostata y de ovario
demostraron que YY1 regula también de forma negativa la expresion de DRS5,
estos resultados fueron obtenidos mediante estudios de promotor clonados en
plasmidos reporteros, ensayos con RNA de interferencia e inmunoprecipitacion de
la cromatina **%. Por otro lado, se afirmé que lineas celulares de cancer de
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préstata refractarias a tratamiento poseen mayor actividad de YY1 que las células
epiteliales normales de prostata, hecho corroborado en un estudio de microarreglo
de tejidos utilizando mas de 250 pacientes con cancer de préstata con diferente
grado de malignidad®®. Dichos estudios sugieren que la sobreactivacién de YY1
probablemente sea un mecanismo de resistencia a la apoptosis desarrollada por
las células tumorales, ya que puede inducir que la expresion de DR5 disminuida,
lo cual a su vez causa que las células sean resistentes a la apoptosis mediada por
TRAIL.

El grupo de De Nigris*” demostré la presencia de YY1 asociado con lineas
celulares de osteosarcoma. Posteriormente analizando 10 muestras de
osteosarcoma comparados con 10 muestras de tejido sano, observaron que
todos los casos de osteosarcoma fueron positivos para YY1, con tincidn tanto en
nacleo como en citoplasma.

Este mismo grupo utilizando RT-PCR determindé una presencia aumentada del
RNA mensajero en las muestras provenientes de osteosarcoma comparadas con
el tejido sano; ademéas de 3 muestras provenientes de metastasis pulmonares se
encontré un aumento hasta 12 veces mas comparado con tejido sano®’.

En estudios posteriores se demostr6 que la delecion de YY1 induce un
decremento significativo de la invasion celular y crecimiento de metastasis. Este
fendmeno se asocia con una disminucion en el factor de crecimiento endotelial y
por lo tanto de la angiogénesis®.

Estos datos sugieren que la activacion de YY1 tiene un factor en la carcinogénesis

temprana en osteosarcoma. Asimismo no hay datos hasta la fecha que relacionen
la expresion de YY1 con el proceso metastésico.

Il. JUSTIFICACION

El osteosarcoma es una neoplasia 6sea maligna que ocupa el primer lugar dentro
de las neoplasias que afectan al hueso. Se considera entre las 6ta y 8va neoplasia
mas frecuente en la poblacién pediatrica y de adolescentes. En nuestro pais,
elHospital Infantil de México recibe de 10 a 12 pacientes al afio con esta neoplasia;
con el fin de aumentar el nimero de pacientes a estudiar es necesario recurrir a los
archivos de patologia. Debido al proceso de descalcificacion al cual debe ser
sometida dicha muestra es necesario valorar la preservacion antigénica y
factibilidad de lograr un microarreglo de tejidos de muestras de osteosarcoma (tanto
en biopsia diagnostica, desarticulacion y metastasis pulmonares).

El estudio de caracteristicas moleculares ya descritas en la literatura, relacionadas
con mayor agresividad tumoral y presencia de metastasis en las muestras de
nuestros pacientes pediatricos podria tener un serio impacto tanto en el
conocimiento béasico de la enfermedad, como en el descubrimiento de nuevos
valores prondstico.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El osteosarcoma es una neoplasia 6sea maligna cuyo factor prondstico mas
importante es el volumen de la enfermedad, hasta el momento los casos
metastasicos al momento del diagndstico se han visto poco favorecidos con los
avances en las diferentes modalidades terapéuticas. Hoy dia la supervivencia de
estos pacientes no sobrepasa el 30%. La dificultad para la obtencién de muestras
y el proceso de descalcificacion de las mismas para su andlisis diagnostico, han
limitado el niumero de reportes de esta neoplasia, que permitan conocer el
comportamiento y fisiopatogenia de la misma. Se desconoce hasta el momento si
la expresion de estas dos moléculas potencialmente marcadores, puede ser
detectada en muestras descalcificadas e incluidas en parafina obtenidas del
archivo del Hospital Infantil de México Federico Gmez y en caso de detectarse si
pueden proveer informacion sobre el proceso de metastasis. Por lo tanto se
plantean las siguientes:

IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Se podra evaluar la expresion de Fas y YY1 en muestras de osteosarcoma
de pacientes pediatricos por medio de la técnica de inmunohistoquimica en un
microarreglo de tejidos?

2. ¢Habra diferencias estadisticamente significativas en la expresién de Fas y
YY1 entre las muestras obtenidas de biopsias diagnésticas y metastasis?

3. ¢Se podra determinar si existe alguna relacién entre la expresion de Fasy YY1
en muestras de osteosarcoma de pacientes pediatricos?

V. OBJETIVOS

o Determinar la preservacion antigénica y posteriormente estandarizar la técnica
de inmunohistoquimica para el factor de transcripcion YY1 y Fas en tejido de
osteosarcoma de pacientes pediatricos en un microarreglo de tejidos.

o Determinar si existen diferentes niveles de expresién en las muestras de
osteosarcoma de pacientes pediatricos por medio de un microarreglo.

o Determinar si se corrobora la relacidon inversamente proporcional descrita en
otras neoplasias entre la expresion de Fas y YY1 en muestras de osteosarcoma
de pacientes pediatricos.

VI. HIPOTESIS

0 La técnica de microarreglo de tejidos podra detectar la expresién de YY1 y de
Fas en muestras de osteosarcoma de pacientes pediatricos.

0 Los niveles de expresion cuantificados por 10D seran diferentes en las
muestras de osteosarcoma de pacientes pediatricos.

o EIl nivel de expresion de Fas tendrd una relacion inversa con el nivel de
expresion de YY1.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio:
Estudio transversal

Fuentes para la obtencion de pacientes:

Todas las muestras biolégicas para este estudio se obtendran del servicio de
Patologia Pediatrica del Hospital Infantii de México; los datos clinicos se
obtendran de los expedientes clinicos del archivo clinico.

Tamafio de la muestra:

Por conveniencia, consisti6 en todos los blogues de parafina que cubrieron
criterios de inclusibn de pacientes con diagnostico de osteosarcoma atendidos
en el Hospital Infantil de México Federico Gomez en los ultimos 10 afios.

Criterios de inclusion:
Bloque de parafina con suficiente tejido de pacientes diagnosticados con
osteosarcoma en el Hospital Infantil de México Federico Gémez.

Criterios eliminacion:
Espécimen que posterior al procesamiento de inmunohistoquimica sea negativo a
vimentina, indicandonos mala preservacion del tejido.

VII. A Descripcién del procedimiento

vii.1.DISENO DEL ESTUDIO

A través de un estudio descriptivo, transversal se realizO una revision de
los archivos de patologia, capturando los casos con diagnostico
histopatoloégico de osteosarcoma. Del expediente clinico se obtuvo la
informacion de edad, sexo,distribucion anatomica, determinacion de
deshidrogenasa lactica, determinacién fosfatasa alcalina, tipo de biopsia,
presencia o no de metastasis, sitio de metastasis, tiempo al diagndstico,
esquema de quimioterapia, complicaciones durante el tratamiento y estado
actual.

Se recolectaron las laminillas tefiidas con hematoxilina-eosina y losbloques
de parafina con suficiente tejido para la elaboracién del microarreglo. Las
laminillas fueron nuevamente revisadas realizandose al mismo tiempo la
seleccion de la laminilla y bloque mejor preservados, esto es con menos
necrosis celular y mayor cantidad de componente tumoral.

Construccion de microarreglos de tejidos

Para la construccion de microarreglos de tejidos, se utilizdO el espécimen
incluido en parafina. La seleccidén de la zona de interés de cada tejido se
llevéa cabo en las laminillas tefiidas con hematoxilina-eosina de cada
paciente. La laminilla se coloco en el equipo “tissue microarray
semiautomatic machine” (ATA-100) (Chemicon), donde se hizo coincidir el
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bloque correspondiente (donador), con la aguja colectora; se hizo un
trepano de 6 mm en dicho bloque para la extraccion del tejido de interés
para implantarlo en un bloque de parafina en blanco (receptor) previamente
mapeado.

De los microarreglos se hicieron cortes de 4 p en microtomo utilizando un
sistema en “paraffin tape-transfer system adhesive coated slides”
(Instrumedics Inc.), como se describe a continuacion: primero, se coloc el
bloque en el microtomo, se adhiri6 la cinta adhesiva sobre la superficie del
bloque para cortar con una cuchilla; segundo, se hace el corte por atras de
la cinta; tercero, el corte se coloco sobre la laminilla adecuada; cuarto, se
desprendié la cinta con un solvente especial; quinto, se expuso a luz
ultravioleta por 1 minuto. Posteriormente las laminillas se almacenaron a
4°C, protegidas de la luz*.

Inmunohistoquimica

Con la finalidad de mantener las condiciones Optimas de inmunodeteccion
entre experimentos, la reaccion para cada marcador en los microarreglos,
se realizd en un solo tiempo para todos los grupos. Los cortes se
mantuvieron a 62°C toda la noche, después se inici6 el proceso de
desparafinado en un primer bafio de xilol durante toda la noche, se
continuécon el siguiente procedimiento: 3 bafios en xileno, 2 bafios en
etanol al 100%, un bafio en etanol al 90%, un bafio en etanol al 70% y un
bafio en agua destilada, cada uno de ellos con duracion de 8 minutos.

Ya con el tejido deshidratado se procedié a la recuperacion del antigeno
sumergiendo en citrato de sodio (0.01 M pH 6.0) y calentando a ebullicion
en bafio maria por 20 minutos. Se elimindé la actividad_de la peroxidasa
endogena con metanol y perdxido de hidrogeno al 3% por 45 minutos. Se
bloqued la unién inespecifica de los anticuerpos al tejido, mediante el uso
de suero normal de cerdo al 2% en PBS 1X.

Posteriormente, las secciones se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente con el anticuerpo policlonal anti-YY1 o con el anticuerpo
monoclonal anti- Fas. Para llevar a cabo la reaccion de
inmunohistoquimica, se utilizaron los anticuerpos de las casas comerciales
Santa Cruz Biotechnology, y Chemicon Co., USA Después de lavaron las
secciones de tejido, se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado a
biotina y posteriormente con streptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano HPR (horseradishperoxidase); por udltimo el color se generé
mediante la adicion del substrato, diaminobenzidina (DAB) de 5 a 10
minutos; la reaccion se detuvo con agua de la llave y el tejido fue
contratefiido con hematoxilina de Harris por 30 seg™.

Con el fin de valorar la preservacion antigénica asociada a la pérdida de
material por el proceso de descalcificacion con acido nitrico se utilizé para
la deteccion por inmunohistoquimica de vimentina, una proteina sensible a
la fijacion que tipicamente se expresa en componentes vasculares o de
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tejido conectivo, y es util como indicador interno de la conservacion o
pérdida de la antigenicidad®.

Finalmente el tejido fue deshidratado bajo el siguiente esquema: agua
destilada, etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% y xileno, con bafos de 5
minutos cada uno. Las preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron
secar a temperatura ambiente.

Andlisis morfométrico

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las
células positivas para la expresion de YY1 (citoplasma y/o nucleo) y Fas
(citoplasma o membrana celular) y la densidad de la expresion (en pixeles)
se cuantificaron en cada “spot”, utilizando un analizador de imagenes con el
programa Imagen-Pro® Plus de Media cybernetics®, Silver Spring, MD.
USA. Se tienen 3 spots por cada tejido problema.

vii.2.Definicion operativa de variables

1. Factor de transcripcion Yin-Yang 1 (YY1)

Definicion conceptual — factor de transcripcion con dedos de zinc de
414 aa con peso molecular de 68 kDa. Regula la transcripcién en
diversos genes celulares y virales, mediante tres vias diferentes:
reprime, activa, e inicia la trascripcion. Reprime la trascripcion del
gen Fas uniéndose a la region silenciadora de su promotor.

Definicion operacional — La positividad se evalu6 por el color café
nuclear en microarreglos de tejidos de osteosarcoma, en cortes de 4
micras de espesor para su manejo con soluciones quimicas y con
tinciones de inmunohistoquimica.

Escala de Medicion: Cuantitativa continda.

Unidad de medicién: pixeles por micra cuadrada — pix/um?.

2. Fas

Definicion conceptual - Es una glicoproteina transmembrana tipo |
de 45 kD. A través de la union con Fas ligando. Fas unido a las
proteinas: dominio de muerte asociado a Fas(FADD) y caspasa 8
forma el complejo de sefializacion para induccion de la muerte.
Definicion operacional. La positividad se evalu6por el color café
nuclear en microarreglos de tejidos de osteosarcoma, en cortes de 3
mm de espesor para su manejo con soluciones quimicas y con
tinciones de inmunohistoquimica.

Escala de Medicion: Cuantitativa continda.

Unidad de medicién: pixeles por micra cuadrada — pix/um?.
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vii .3.Analisis estadistico

Para el analisis descriptivo se utilizaron medidas de tendencia central.

Para resultados de inmunohistoquimica en microarreglo de tejidos, se
elabor6 una base de datos y la informacion se proceso utilizando el
programa de analisis estadistico Prism 4© de GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA. Los datos se presentaron mediante medias aritméticas de cada
grupo y desviacion estandar. La evaluacion de la diferencia en la densidad
de expresion de las reacciones inmunohistoquimicas, se realiz0 mediante
ANOVA de una via; considerandose como significativa cuando p< 0.05.

Se realiz6 analisis de correlacién para determinar si existe una relacion
lineal entre Fasy YY1.

Se estimd la funcion de supervivencia mediante el estimador Kaplan-

Meier.Ademas, se ajustaron modelos de riesgos proporcionales (Cox) para
encontrar las covariables significativas.

VIIl. RESULTADOS

Se revisaron 54 expedientes de pacientes con diagnostico de osteosarcoma de
acuerdo al registro del departamento de Patologia del Hospital Infantil de México
Federico GOémez; en conjunto con el patélogo se seleccionaron los bloques con
suficiente cantidad de tejido para estudio; de dicha seleccion se obtuvieron 28
casos. El grupo de pacientes constaba de 18 mujeres y 10 hombres, la mediana
de edad al diagnostico era de 11 afios con un rango de 3 a 15 afios. La
distribucion anatoémica del sitio primario fue: 16 en fémur, 5 en tibia, 4 en peroné
proximal y 3 en humero. La mediana del tiempo de presentacion de sintomas
previo al diagnostico fue de 2 meses con un rango de 1 a 8 meses. EIl promedio
de la determinacién de fosfatasa alcalina al diagnostico fue de 573.28 con un
rango de 116 a 3103. El promedio de la determinacién de deshidrogenasa lactica
fue de 403.14 con un rango de 136 a 1450.

La biopsia diagnostica fue percutanea en el 92% (26 casos) y en 8% de los
casos (2) fue a cielo abierto.

En cuanto a la quimioterapia, los esquemas utilizados fueron: -cisplatino-
adriamicina (2 casos); cisplatino, adriamicina, etoposido e ifosfamida (7 casos);
cisplatino, adriamicina, etopdsido, ifosfamida y metotrexate (5 casos); cisplatino
arterial (14 casos). Las complicaciones durante el tratamiento se catalogaron en
infecciosas (3 casos), quirlrgicas (3 casos), metabdlicas (2 casos), con mas de
una complicacion de las anteriormente comentadas mas complicaciones
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hematoldgicas (6 casos), con mas de dos complicaciones (7 casos); el resto de
los casos no presentaron complicaciones de acuerdo al expediente clinico.

Posterior a 4 ciclos de quimioterapia se obtuvo el porcentaje de necrosis en 20
casos con un promedio de porcentaje de necrosis de 62.85% rango de (15 a
100%). En 8 pacientes no se obtuvo el porcentaje de necrosis debido a que: 1
paciente estaba en tratamiento al momento de la recolecciéon de datos, 4
pacientes abandonaron tratamiento, 1 paciente fue tratado en otro hospital y 1
paciente fallecié por complicaciones infecciosas.

De los 28 casos 9 presentaron metastasis a pulmon; la sintomatologia asociada a
las metéstasis fue: en 2 casos disnea, 1 caso con tos, 1 caso con otros
sintomas y 5 casos no reportan sintomas asociados. Todos los pacientes fueron
sometidos a reseccion de metastasis posterior a quimioterapia. La mediana de
metéstasis resecadas fue de 6 (rango de 1 a 69), con 3 pacientes en los cuales no
se encontraba la informacion en el expediente.

Con respecto a los esquemas de quimioterapia utilizados; en el grupo sin
metastasis: 6 pacientes recibieron cisplatino arterial, 3 pacientes recibieron
cisplatino, adriamicina, etopoésido e ifosfamida y 1 paciente recibio cisplatino,
adriamicina, etoposido, ifosfamida y metotrexate. En el grupo con metéastasis: 6
pacientes recibieron cisplatino arterial; 3 pacientes recibieron: cisplatino,
adriamicina, etoposido e ifosfamida y 3 pacientes recibieron: cisplatino,
adriamicina, etoposido, ifosfamida y metotrexate; En el grupo de pacientes sin
metéstasis 5 pacientes abandonaron tratamiento; 4 fallecieron durante el
tratamiento, 3 murieron con actividad tumoral, uno murié por progresion de la
enfermedad con metastasis al pulmén y 2 murieron después de lograr vigilancia
por recaida a pulmén; al momento 7 pacientes se encontraban vivos sin actividad
tumoral de este grupo un paciente tuvo recaida con metastasis Unica pulmon
habia recibido cisplatino intraarterial como esquema de inicio y se rescatd con
etopdsido y metotrexate.

Relacionado a los pacientes con metastasis al diagndstico: 1 paciente se
encontraba en tratamiento al momento de la captura de datos, 2 pacientes
abandonaron previo al inicio tratamiento. En 6 casos no se logro el control de la
enfermedad y fallecieron por progresion, en 4 de estos 6 casos se habia logrado
el control de la enfermedad inicial, sih embargo hubo recaida a pulmén. La
mediana de tiempo de la recaida a la muerte fue de 5 meses con unrango de 1 a
10 meses).
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Tabla 1. Caracteristicas de las muestras patologicas incluidas en el estudio. Se
analizaron 32 muestras correspondientes a 28 pacientes.

Metastasis al
Muestra | Edad | Género | Sitio primario diagnostico Condicién actual
Si No
1 10 M Humero proximal X Muerto con
enfermedad
2 10 |F Fémur distal X Abandono - con
enfermedad
- . Vivo sin
3 13 F Tibia proximal X enfermedad
4 13 F Tibia proximal X Muertc_)
tratamiento
5 11 F Fémur distal X Abandono - con
enfermedad
6 6 | M Fémur distal X Abandono - con
enfermedad
7 10 |m Peroné X Muerto
tratamiento
8 15 |F Fémur distal X Muerto con
enfermedad
9 11 F Humero proximal | X Muerto con
enfermedad
10 15 |F Fémur distal X Muerto  con
enfermedad
11 15 F Fémur distal X Muerto con
enfermedad
*12 12 M Tibia proximal X Vivo sin
enfermedad
13 9 F Fémur distal X Vivo sin
enfermedad
14 14 F Humero proximal X Abandono ~con
enfermedad
15 14 | M Fémur distal X Vivo sin
enfermedad
o . Vivo sin
*
16 12 F Tibia proximal X enfermedad
*17 11 |F Peroné X Vivo sin
enfermedad
18 10 = Metastasis X Abandono con
pulmonar enfermedad
19 15 M Peroné X Muerto con
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enfermedad

20 13 £ Metastasis Muerto con
pulmonar enfermedad

21 10 |F Fémur distal Abandono - con
enfermedad

29 10 M Metastasis Muerto con
pulmonar enfermedad

23 13 M Qesarﬂgulamon Abandono con
fémur distal enfermedad

o 15 = Metastasis Muerto con
pulmonar enfermedad

o5 15 = Metastasis Muerto con
pulmonar enfermedad

26 13 | M Fémur distal Vivo sin
enfermedad

57 13 M B.IOpSI,a_ Abandono con
diagnodstica enfermedad

28 15 |F Fémur distal Vivo sin
enfermedad

29 12 F Fémur distal Muerto con
enfermedad

30 15 M Fémur distal Muerto con
enfermedad

31 9 M Fémur distal Vivo sin
enfermedad

32 12 £ Metastasis Muerto con
pulmonar enfermedad

* Muestras eliminadas del andlisis por mostrar expresion negativa de vimentina.

En la creacion del microarreglo se incluyeron 7 muestras de osteosarcoma sin
haberse logrado recolectar la informacion clinica de los mismos (muestras 33 a

39)
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Fig .1

Fig. 1. Expresion de Fas en muestras de pacientes con osteosarcoma. A. Baja
expresion de Fas (290.91 10D) localizada en citoplasma en muestra de biopsia de
paciente sin enfermedad metastasica. B. Expresion media (4779.49 10D) de Fas
localizada en citoplasma de biopsia de paciente sin enfermedad metastasica. C.
Expresion alta de Fas (29548.17 I0OD) localizada en citoplasma de metastasis
pulmonar. D. Expresién alta de Fas (39858.18 10D) en biopsia de paciente con
enfermedad metastasica.
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Fig. 2 Determinacion de Fas en Muestras de
Biopsia de Osteosarcoma
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Fig. 2. Expresion de Fas cuantificada por 10D. Al agruparse todas muestras
obtenidas de biopsias del sitio primario tanto al momento del diagnéstico como
después de quimioterapia (Unicamente muestra 23) se observan diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir prueba Dunn se encuentran
diferencias entre:

La muestra 3 (biopsia diagnostica de paciente sin metastasis, vivo sin actividad)
comparada con la muestra 27 (biopsia diagnostica de paciente sin metastasis,
vivo sin actividad), comparada con muestra 29 (biopsia diagnéstica de paciente
con metastasis, con recaida a pulmon y sitio primario muerto con enfermedad) y
con el control (tejido normal que se sabe expresa constitutivamente Fas).

La muestra 4 (biopsia diagndstica de paciente sin metastasis muerto durante
tratamiento) comparado con muestra 27 (biopsia diagndstica de paciente sin
metastasis, vivo sin actividad), muestra 29 (biopsia diagnéstica de paciente con
metastasis, con recaida a pulmon vy sitio primario muerto con enfermedad) y con
control (tejido normal hepatico que se sabe expresa constitutivamente Fas).

La muestra 5 (biopsia diagnéstica sin enfermedad metastasica con abandono)
comparada con muestra 23 (desarticulacion postquimioterapia de paciente sin
metastasis al diagnostico, vivo sin enfermedad).

La muestra 11 (biopsia diagnostica de paciente con enfermedad metastasica
muerto con enfermedad) comparada con muestra 27 (biopsia de paciente sin
metastasis, vivo sin actividad) y muestra 29 (biopsia diagndstica de paciente con
metastasis, con recaida a pulmon y sitio primario muerto con enfermedad).

La muestra 19 (metéstasis pulmonar de paciente con metastasis al diagndstico,
muerto con enfermedad) comparada con muestra 27 (biopsia diagnéstica de
paciente sin metastasis al diagnéstico, vivo sin enfermedad) y comparada con
muestra 29 (biopsia diagnéstica de paciente metastasico al diagnostico con
recaida a sitio primario y pulmén, muerto con enfermedad).
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La muestra 23 (desarticulacion postquimioterapia de paciente sin metastasis al
diagndstico, vivo sin enfermedad) comparada con muestra 27 (biopsia diagndéstica
del mismo paciente), comparada con muestra 28 (biopsia diagnostica de paciente
sin metéastasis al momento diagndstico vivo sin enfermedad), comparada con
muestra 29 (biopsia diagndstica de paciente metastasico al diagnostico con
recaida a sitio primario y pulmén, muerto con enfermedad) y con control (tejido
normal hepatico que se sabe expresa constitutivamente Fas).

Fig. 3 Determinacion de Fas en Muestras
de Metastasis de Osteosarcoma
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Fig. 3. Expresion de Fas cuantificada por IOD. Al agrupar todas las muestras que
provienen de metastasis pulmonares en la comparacion se observan diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir prueba Dunn se encuentran
diferencias entre:

La muestra 18 (metastasis pulmonar de paciente con recaida a pulmon muerto
con enfermedad) comparada con el control (tejido normal hepatico que se sabe
expresa constitutivamente Fas).

La muestra 22 (metéstasis pulmonar de paciente con metéstasis al diagndstico,
vigilancia y posterior recaida a primario y pulmén; actualmente muerto con
actividad) comparado con el control (tejido normal hepatico que se sabe expresa
constitutivamente Fas).
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Fig.4 Determinacionde Fas en Muestras
de Biopsiay Metastasis de Osteosarcoma
sininformacion de paciente
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Fig. 4. Expresion de Fas cuantificada por 10D. Al agrupar todas las muestras
obtenidas de biopsia diagndsticas y metastasis pulmonares sin informacion
clinica se observan diferencias estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir
prueba Dunn se encuentran diferencias entre:

La muestras 36, 39 y 40 comparadas con el control.
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Fig.5 Determinacion de Fas en Muestras
de Biopsiay Metastasis de Osteosarcoma
provenientes del mismo paciente
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Fig. 5. Expresidon de Fas cuantificada por 10D. Al agrupar las muestras obtenidas
de biopsia diagnésticas y metastasis pulmonares obtenidas del mismo paciente
se observan diferencias estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir prueba
Dunn se encuentran diferencias entre:

La muestra 29 (biopsia diagnéstica) y muestra 32 (metastasis) correspondiente a
paciente con enfermedad metastasica al diagnostico y posterior recaida a sitio
primario y pulmoén, muerto con enfermedad.
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Fig 6

Fig. 6. Expresion de YY1 en muestras de osteosarcoma. A. Baja expresion de
YY1 (1363 I0D) localizada en citoplasma en muestra de biopsia de paciente
masculino sin enfermedad metastasica. B. Expresion media de YY1 (7994.7 10D)
localizada en citoplasma de biopsia diagnostica paciente masculino sin
enfermedad metastasica. C. Expresion alta de YY1 (33764.1 10D) localizada en
citoplasma de metastasis pulmonar de osteosarcoma. D. Expresion nuclear de
YY1 (1455.53 10D) en desarticulacién de paciente con enfermedad metastésico
sin tratamiento de quimioterapia previo.
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Fig. 7 Determinacion de YY1 en Muestras
de Biopsia de Osteosarcoma
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Fig. 7. Expresion de YY1 cuantificada por 10D. Al agruparse todas muestras
obtenidas de biopsias del sitio primario tanto al momento del diagndstico como
después de quimioterapia (Unicamente muestra 23) se observan diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir prueba Dunn se encuentran
diferencias entre:

La muestra 4 (biopsia diagnéstica de paciente sin metéstasis muerto durante
tratamiento) comparado conla muestra 14 (biopsia diagnostica de paciente sin
enfermedad metastasica) y con la muestra 21 (biopsia diagnostica de paciente
con enfermedad metastasica en tratamiento al momento captura de datos).

La muestra 5 (biopsia diagnostica de paciente sin enfermedad metastasica con
abandono de tratamiento) comparado con la muestra 28 (paciente sin enfermedad
metastasica vivo al momento) y con la muestra 31 (paciente sin enfermedad
metastasica vivo sin enfermedad).

La muestra 7 (biopsia diagnostica sin enfermedad metastdsica muerto sin
enfermedad) comparada con muestra 28 (biopsia diagnostica de paciente sin
metastasis al momento diagndstico vivo sin enfermedad).

La muestra 14 (biopsia diagnéstica de paciente sin enfermedad metastésica)
comparado con muestra 26 (biopsia paciente con enfermedad metastasica),
muestra 28 (biopsia diagnostica paciente sin enfermedad metastasica) y muestra
31 (biopsia diagnostica paciente sin enfermedad metastasica).

La muestra 21 (biopsia diagndstica de paciente con enfermedad metastasica en
tratamiento al momento captura de datos) comparada con muestra 26 (biopsia
diagndstica de paciente con metastasis al momento diagndstico vivo sin
enfermedad al momento), comparada con muestra 28 (biopsia diagnodstica de
paciente sin metastasis al momento diagnostico vivo sin enfermedad) y muestra
31 (biopsia diagnostica de paciente sin metastasis, vivo sin enfermedad)
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Fig. 8 Determinacionde YY1 en Muestras
de Metastasis de Osteosarcoma
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Fig. 8. Expresion de YY1 cuantificada por IOD. Al agrupar todas las muestras que
provienen de metastasis pulmonares en la comparacion se observan diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir prueba Dunn se encuentran
diferencias entre:

La muestra 22 (metéstasis pulmonar de paciente con metastasis al diagndstico,
vigilancia y posterior recaida a primario y pulmén; actualmente muerto con
actividad) comparado muestra 32 (metastasis pulmonar de paciente con recaida a
pulman y sitio primario, muerto con enfermedad).

La muestra 25 (metastasis pulmonar de paciente con metastasis al diagnostico
con abandono con enfermedad) comparado con la muestra 32 (metastasis
pulmonar de paciente con recaida a pulmén y sitio primario, muerto con
enfermedad).
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Fig. 9 Determinacionde YY1 en Muestras de
Biopsiay Metastasis de Osteosarcomasin
informacion de paciente
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Fig. 9. Expresion de YY1 cuantificada por 10D. Al agrupar todas las muestras
obtenidas de biopsia diagnosticas y metastasis pulmonares sin informacién
clinica se observan diferencias estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir
prueba Dunn se encuentran diferencias entre:

La muestras 34 y 35 comparadas con muestra 36.

La muestra 36 comparada con muestra 37.

La muestra 37 comparada con muestra 39, 40 y control.
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Fig. 10 Determinacionde YY1 en Muestras
de Biopsiay Metastasis de Osteosarcoma
provenientes del mismo paciente
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Fig. 10. Expresion de Fas cuantificada por IOD. Al agrupar las muestras obtenidas
de biopsia diagnésticas y metastasis pulmonares obtenidas del mismo paciente
se observan diferencias estadisticamente significativas (p< 0.01). A partir prueba
Dunn se encuentran diferencias entre:

La muestra 29 (biopsia diagndstica) y muestra 32 (metastasis) correspondiente a
paciente con enfermedad metastasica al diagnéstico y posterior recaida a sitio
primario y pulmén, muerto con enfermedad.
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Correlaciéon de IOS de YY1 vs FAS
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Fig. 11. Se observa una tendencia a una relacion lineal inversamente
proporcional entre los valores obtenidos de 10D de YY1 comparados con Fas de
acuerdo a prueba de Spearman sin tener una p estadisticamente significativa.
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Product-Limit Survival Estimates

+ Censored

0.8

0.6 |

0.4

Survival Probability

0.2 ‘

0.0
0 25 50 75 100 125
Meses

metastasis Con metastasis — — — Sin metastasis

Fig. 12. Funcion de supervivencia mediante Kaplan-Meier del tiempo del
diagnostico a la captura de datos. Los pacientes sin metastasis (linea punteada)
tuvieron una mediana de supervivencia de 84 meses (rango de 41 a 120)
comparado con los que presentaron metastasis (linea continua) con una mediana
de 36 meses (rango de 12 a 48) con una diferencia estadisticamente significativa
(p= 0.0028). Se observd que un paciente con metastasis presenta 3 veces mas
riesgo de muerte que un nifio sin metastasis. El resto de las variables en un
analisis multivariado no demostraron una relaciébn con la supervivencia de los
pacientes.
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IX. DISCUSION

Referente a las diferencias observadas en la epidemiologia de los pacientes
comparativamente con la literatura como la mayor incidencia en hombres
comparados con las mujeres (relacion hombre: mujer 1.3:1) esta no se corrobora
en nuestra series con una relacion hombre: mujer de 1:1.8; sin embargo esto se
puede explicar debido al proceso de seleccion basado en la presencia de
suficiente tejido viable en las muestras de patologia por lo cual un segmento de la
poblacion puede estar subrepresentado.

En cuanto al sitio de ubicacién se observa una coincidencia al presentar al fémur
como el sitio més frecuente (16/28).

En cuanto al porcentaje de metéastasis fue de 30% lo cual es mayor a lo reportado
en otras series de Europa y EUA (28%); sin embargo acorde con lo publicado por
el INP (30%).

Al momento de la captura de datos, 36% de los pacientes sin metastasis (7/19) se
encontraban vivos sin enfermedad lo cual es menor a lo reportado en series de
EUA vy Europa (75%) ; aunque similar a lo publicado por un grupo brasilefio
(45.5%) . Entre los factores que podrian explicar este resultado es el alto
porcentaje de abandono reportado (26%) y la heterogeneidad en los esquemas de
guimioterapia; ambos relacionados con el periodo en el que se capturaron los
datos y ya controlados por el servicio de Oncologia Pediatrica. (Tabla 1)

Asimismo observamos que la supervivencia de los pacientes con metastasis fue
de 11% (1/9) que es menor a lo reportado en las series (28 a 40%); esta
disminucién podria estar explicada por un mayor numero de metastasis al
momento de diagndstico y al alto porcentaje de complicaciones durante el
tratamiento que impiden la administracion de dosis terapéuticas con la
consecuente disminucion en el porcentaje de necrosis (promedio 62.8%); sin
embargo llama la atencion el hecho de que en este grupo hay una buen control
inicial de la enfermedad en 4 casos con posterior recaida a pulmén y muerte por
progresion de la enfermedad.

Una alteracion en el proceso de apoptosis es un factor ya conocido en la
carcinogénesis. Una de los mecanismos mas estudiados es la relacion Fas/Fas L.
Recientemente la muerte celular mediada por Fas ha sido implicada como
regulador del desarrollo y progresiéon tumoral. Estudios han demostrado que
cuando Fas esta inhibido o bien hay una alteracion en su sefializacién la muerte
celular mediada por este mecanismo puede perderse. En el caso del tejido
pulmonar, el cual expresa constitutivamente FasL, se considera que las células
neoplasicas que presentan una menor expresion serian capaces de evadir dicho
mecanismo llevando a la implantacién de metéastasis. El hallazgo de la presencia
de Fas en las muestras de osteosarcoma en biopsias diagndsticas, en muestras
de desarticulacidbn y en metastasis pulmonares coincide con lo previamente
reportado por el grupo de Kleinerman (Fig.1).
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Este grupo a partir de modelos animales demostraron que las células de
osteosarcoma evaden los mecanismos de apoptosis a nivel pulmonar con el
consiguiente desarrollo de metastasis pulmonares; en nuestro caso no siempre se
lograron detectar diferencias entre metéstasis y biopsias (Figs. 2,3,4); sin embargo
en el caso de las muestras 11 y 24 que corresponden respectivamente a biopsia
diagndstica y metastasis de un paciente se observa una mayor expresion de Fas
en la biopsia comparativamente con la metastasis, en este caso el paciente se
presentd con metastasis al momento del diagndstico lo cual coincide con lo
reportado por dicho grupo cuyos resultados muestran que las biopsias
diagnosticas presenta mayor presencia de Fas en relacion con las metastasis
pulmonares. En otro caso de las muestras 2 y 18 se observa una presencia
similar entre la expresion de Fas entre la biopsia diagnostica y la metastasis sin
embargo esta metastasis se presentd por una recaida que podria explicarse por
una supervivencia de las células neoplasicas dotadas con mecanismos de evasion
de Fas. El ultimo caso correspondiente a las muestras 29 y 32 se observa una
menor expresion en la biopsia diagnéstica comparada con la metéastasis, este
paciente se presentd con metastasis al momento diagnostico y presento
progresién de la enfermedad tanto en el sitio primario como en pulmones;
probablemente a pesar de presentar una mayor expresion de Fas en metastasis
podria haber presentado una alteracion en su sefializacion lo cual conllevo a una
evasion de la muerte celular (Fig. 5). A partir de esta informacién se corrobora que
la relacion Fas/Fas L juega un papel muy importante en el proceso de metastasis
de osteosarcoma.

La deteccion de YY1 (Fig. 6) en muestras de osteosarcoma obtenidas tanto en
biopsias diagnosticas, desarticulacidn postquimioterapia y en metastasis
pulmonares confirma las resultados ya publicados por el grupo de Nigris
(referencia) los cuales encontraron tanto por inmunohistoquimica como por RT-
PCR una mayor expresion de este factor de transcripcion en el tejido neoplasico
comparado con tejido 6seo sano. Asimismo se detecto su presencia tanto a nivel
citoplasmatico como a nivel nuclear.

En cuanto a la intensidad de la expresion de YY1 cuantificada por IOD (Figs. 7,8 9
y 10) se observé una gran heterogeneidad en los niveles con valores que
demostraron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
pacientes (incluso pacientes con el mismo espectro clinico, por lo tanto estas
diferencias deben de tomarse con reserva); probablemente explicado por el hecho
de que el proceso de implantacion metastasica intervienen un gran nimero de
procesos tales como alteracion en el ciclo celular y angiogénesis.

El proceso de carcinogénesis y metastasis es muy complejo con multiples
moléculas interactuando; entre las relaciones ya mencionadas se encuentra la
interaccion entre Fas y YY1; nuestros resultados corroboran lo ya reportado por el
grupo de Huerta quienes demostraron una represion por parte de YY1 en la
transcripcion de Fas; sin embargo este es el primer reporte que demuestra esta
tendencia a una relacién inversa en muestras de osteosarcoma (Fig 11).

Hasta el momento uno de los factores mas relacionados con la supervivencia de

los pacientes con osteosarcoma ha sido la presencia de enfermedad metastasica.
Los resultados obtenidos en este estudio corroboran dicho hallazgo confiriéndole
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un riesgo tres veces mayor de muerte la presencia de metastasis (Fig. 13). El
resto de las variables estudiadas no demostraron una significancia estadistica
probablemente relacionado con lo pequefio de la muestra.

Ambas moléculas estudiadas se encontraron presentes en las muestras y se han
relacionado con el proceso de metastasis por lo cual encontrar mecanismos para
intervenir en sus funciones podria implicar una mejoria en la respuesta a la
guimioterapia. Hasta el momento se han descrito diversos farmacos y moléculas
capaces de sensibilizar a las células neoplasicas a la apoptosis; entre los cuales
se encuentran la endostatina, un inhibidor de la angiogénesis, el muramil
fosfatidiletanolamina tripéptido liposomal un activador de los monocitos Yy
macrofagos, IL-12, entre otros, la mayoria de los cuales se encuentran en etapa
de investigacion en modelos animales.

Otra potencial via de interaccién relacionada con metastasis y angiogénesis es la
descrita por el grupo de Nigris quienes documentaron una relacién entre YY1y el
receptor de citocinas CXCR4; reportando una regulacion positiva de YY1 sobre la
transcripcion de CXCR4 siendo, por consiguiente, un regulador positivo de la
angiogénesis y migracién de las células de osteosarcoma®®.Confirmando estos
estudios el grupo de Laverdiere a partir de la cuantificacion de niveles de
expresion de RNAmM de CXCR4 demostré que éstos se relacionan con la
supervivencia en un grupo de 26 pacientes*’. Sin duda la identificacién de genes y
vias de sefalizacion responsables del desarrollo y malignizacion del
osteosarcoma llevaran al descubrimiento de nuevos farmacos y terapias tan
necesarios para mejorar la supervivencia en los pacientes con osteosarcoma.
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X. CONCLUSIONES.

A pesar del proceso de descalcificacion al cual son sometidas las muestras de
osteosarcoma fue posible determinar la presencia de Fas y YY1 en muestras de
osteosarcoma de pacientes pediatricos obtenidas tanto en biopsias diagnésticas,
en desarticulacién postquimioterapia y en metastasis pulmonares.

Se observo la presencia de YY1 y Fas tanto en el nicleo como en el citoplasma
en tejido de osteosarcoma de pacientes pediatricos.

Hubo diferencias estadisticamente significativas en la expresion de YY1 entre las
muestras provenientes de diferentes sitios.

Hubo diferencias estadisticamente significativas en la expresion de Fas entre las
muestras provenientes de diferentes sitios.

Al realizar un andlisis de correlacidon se observa una tendencia a una relacion
lineal inversamente proporcional.

En el andlisis multivariado la Unica variable que demostré afectar la supervivencia
de los pacientes fue la presencia de metastasis; la cual confiere un riesgo 3 veces
mayor de muerte (p= 0.0028).

La deteccion de Fas y YY1 en las muestras de osteosarcoma brinda informacion

sobre las bases moleculares de las células tumorales probablemente relacionadas
con el proceso de carcinogénesis.
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