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RESUMEN

El Osteosarcoma (OS) es un tumor primario de hueso que se deriva de las células osteoblasticas,
con una gran tendencia a la metastasis y una baja tasa de sobrevida en estadios avanzados que
va de 3 a 5 meses. En este trabajo se realiz6 un estudio clinico y piloto en dieciocho pacientes con
diagnostico de OS en fases Il y IV, con un intervalo de edad entre 14 a 62 afios de los cuales once
son hombres (61.11%) y siete son mujeres (38.89%). El hueso mas afectado fue el fémur con un
38.90%, seguido de la tibia con 33.33% y el himero con 27.77%. A todos los pacientes se les
realizaron evaluaciones en sangre periférica del nimero de células de Linfocitos B (CD3" CD19"),
Linfocitos T cooperadores (CD3" CD4"), Linfocitos T reguladores (CD3* CD4" CD25+), Linfocitos T
citotoxicos (CD3* CD8") y Células Natural Killer (CD3" CD56%) al inicio, durante y al final del

tratamiento.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto del tratamiento coadyuvante con Transferén® en
la sobrevida, parametros clinicos e inmunolégicos de los pacientes con OS. Los pacientes incluidos
se dividieron en cuatro grupos: El grupo 1 que recibié Unicamente tratamiento convencional
multimodal a base de reseccién quirdrgica y quimioterapia. EI grupo 2; que recibi6é tratamiento
convencional mas Transferon® como coadyuvante, El grupo 3; que recibi6 tratamiento
convencional més Transferon® como coadyuvante y el grupo 4; que recibié solo tratamiento

convencional.

De la evaluacién de sobrevida después de dos afios de seguimiento se observé que el 100% de
los pacientes sin metastasis y en el grupo de pacientes con metastasis, en ambos grupos que
recibieron tratamiento coadyuvante con Transferon® aumentaron significativamente (p=0.01) el
tiempo de sobrevida en comparacién con los encontrado en el grupo de pacientes que recibieron el
tratamiento multimodal convencional en donde se observa que el tiempo de sobrevida fue de 14 a
40 meses como maximo y en el caso del grupo que recibe coadyuvante con Transferén® aumento
hasta 60 meses.

En cuanto a los parametros inmunolégicos, de manera general los pacientes con grado avanzado
de tumor 6seo (grado Il y IV), presentaron disminucion del nimero de células linfoides (CD3+,
CD19+, CD56+, CD3+CD4+, CD3+CD4+CD25+ y CD3+CD8+) en comparacién con el grupo de
donadores libres de Osteosarcoma y otras infecciones, de la misma edad y sexo que los pacientes
incluidos. Se observd que se presentd un incremento del 60% en el grupo de pacientes sin
metéastasis que recibieron tratamiento coadyuvante con Transferon® en el nimero de linfocitos T
citotoxicos y células Natural Killer, estas son células importantes que participan en la inmunidad
antitumoral, lo cual contribuyo posiblemente a la buena respuesta al tratamiento multimodal
convencional en estos pacientes y al aumento en el tiempo de sobrevida.
Xl



EVALUACION CLINICA E INMUNOLOGICA DE PACIENTES CON OSTEOSARCOMA QUE RECIBEN TRATAMIENTO
COADYUVANTE CON TRANSFERON®

1 INTRODUCCION
1.1 OSTEOSARCOMA

1.1.1 GENERALIDADES

El término sarcoma fue introducido por el cirujano inglés John Abernathy en 1804 y es derivado de
raices griegas que significan excrescencia carnosa. En 1805 el médico cirujano francés Alexis
Boyer fue el primero en usar el término Osteosarcoma.*®

En base a la Organizacion Mundial de la Salud, el Osteosarcoma es un tumor 6seo maligno
primario en el que las células neoplasicas producen por lo menos pequefias cantidades de material
osteoide inmaduro, con gran tendencia a desarrollar metéstasis cerca del tumor primario o a
distancia, generalmente a pulmoneslo. Este tumor maligno se asienta principalmente sobre la
metafisis de los huesos largos (Figura 1), en especial en el extremo distal del fémur, y en el

extremo proximal de la tibia y htimero.*

Epffisis

Linea epifisiaria”_,
— i -\ Cartilago

en superficie
articular

Metifisis$ S Wik

esponjoso

Cavidad
——+——medular
(médula)

‘Médula

amarilla

Cana
+——— (hueso
Didfisis < compacto)

- Periostio

~ Canaliculo
nutriente

FIGURA 1. Estructurade un hueso largo tipico
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El Osteosarcoma muestra una profunda propensién a desarrollarse en los huesos largos
particularmente el fémur distal, la tibia proximal y el humero proximal (Figura 2). Tienden a
desarrollarse en la metéfisis (91%) o de la diafisis (9%). El desarrollo primario en la epifisis es
extraordinariamente raro. Aunque los huesos largos son los sitios mas frecuentes de
Osteosarcoma primario convencional, la incidencia relativa del desarrollo en huesos no largos

(mandibula, pelvis, espina y craneo) tiende a incrementarse con la edad.?® *
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FIGURA 2. Distribucién de sitio anatdmico del tumor primario en pacientes mexicanos con
Osteosarcoma (HGM 1996-2010).
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1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

De todos los tumores Gseos, el Osteosarcoma se presenta en un 56% de los casos y constituye
aproximadamente un 6.6% de todos los tipos de tumores. En 2009 en México la incidencia

reportada en el IMSS fue de 9 casos por milldn entre los 10 y 14 afios de edad.’® ™

En las Unidades Médicas Acreditadas en la atencién del menor con cancer, pertenecientes a la
Secretaria de Salud, en 2008 se reportaron 77 casos de Osteosarcoma, mas del 80% de los casos
se presentan entre los 5 y los 25 afios de edad.”. Para el caso de EU, anualmente se
diagnostican 400 casos, y la incidencia anual es de 8.7 casos por millén en nifios y adolescentes

menores de 20 afios.™

Las estadisticas reportan que el Osteosarcoma es el tumor 6seo mas frecuente en pediatria
ocupando el séptimo lugar de incidencias entre todas las neoplasias 6éseas malignas infantiles, con
una frecuencia del 50 al 60% del total de los sarcomas. En nifios, esta neoplasia se presenta
frecuentemente en la segunda década de la vida, entre los 10 y 15 afios, aunque afecta también a

menores de 5 afios.** ¥

Existe una discreta predileccién masculina con un primer pico de maxima incidencia en la segunda
década de la vida, donde se encuentra la poblacién mas afectada debido a que se encuentra en
edad de crecimiento. Posteriormente se experimenta un descenso gradual en el nimero de casos

donde se observa nuevamente un segundo pico durante la séptima y octava década de vida.™

1.1.3 CLASIFICACION
Los Osteosarcomas se dividen en primarios y secundarios. El 85% de los Osteosarcomas son
primarios (de origen 6se0).*®* Dentro de los primarios encontramos el convencional de origen

osteoblastico y sus respectivas variedades: condroblastico, fibroblastico y telangiectasico (Tabla 1).

El tumor 6seo que se desarrolla posterior al de otro tumor en otra parte del cuerpo (como las
mamas, los pulmones o el colon) se denomina tumor secundario o tumor 6seo metastasico que se

comportan de manera muy diferente a un tumor 6seo primario.*
Los tumores 0seos cancerosos (malignos) comprenden:

e Osteosarcoma
e Sarcoma de Ewing

e Condrosarcoma


http://www.umm.edu/esp_ency/article/001302.htm
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1.1.3.1 CLASIFICACION HISTOLOGICA

El Osteosarcoma tiene un amplio espectro de apariencias histologicas, que tienen en comun la
proliferacion de células mesemquimales malignas y la produccion de material osteoide o hueso
inmaduro por células tumorales. La clasificacion dada por la Organizacién Mundial de la Salud
reconoce tres principales subtipos de Osteosarcoma convencional: Osteoblastico (50%),

Condroblastico (25%) y Fibroblastico (25%), reflejando el tipo predominante de la matriz en el

22,27

tumor En la tabla 1 se muestran sus caracteristicas.

TABLA 1. Resumen de las caracteristicas histopatologicas de los tipos de Osteosarcoma

Tipo de Caracteristicas Histolégicas
Osteosarcoma

OSTEOSARCOMA OSTEOBLASTICO 20X

B o LM LA B o

Constituido por A fee D 4 ey %, Le,
osteoblastos dispuestos | | . a4 ' /

sobre una matriz '.' /
Osteoblastico constituida % /

mayoritariamente por

hueso compacto.

FIGURA 3. Histologia de Osteosarcoma
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FIGURA 4 Histologia de Osteosarcoma

Condroblastico.
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FIGURA 5. Histologia de Osteosarcoma
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Tomado de Marina N, et al. 2004.

1.1.3.2 CLASIFICACION DE TUMORES OSEOS

La Asociacién Internacional de Tumores Musculo Esqueléticos propone una clasificacién basada
en el grado de diferenciacion histologica, la localizacién y su grado de malignidad, con el objeto de
estimar el prondstico del paciente y lograr una mejor planeacion en los procedimientos médico
quirargicos. En este trabajo se utilizara la clasificacién de tumores musculo esquelético propuesta
por Enneking y colaboradores, la cual se basa en el grado de malignidad del tumor primario y

asigna nimeros Arabigos a los tumores benignos y nimeros Romanos a los tumores malignos.22

Desde su establecimiento en 1959, La comisién conjunta americana del cancer de las siglas en
inglés: AJCC ha asumido la responsabilidad para el desarrollo de sistemas de clasificacion
clinicamente util para los diversos tipos de cancer. Este sistema fue inicialmente establecido en la
Universidad de Florida en 1977 basado en la coleccion de datos desde 1968 hasta 1976 por el

doctor William Enneking.?

Existen sistemas de clasificacién por separado para tumores benignos y para tumores malignos. La
clasificacibn para tumores musculo-esquelético benignos consiste en 3 categorias, es decir,
latencia, actividad y agresividad. La clasificacion esta basada en Caracteristicas Radiogréficas
(Tabla 2) de los margenes o extensiones del tumor en estudio.” Bordes bien delimitados son
indicativos de lesiones latentes, mientras bordes indefinidos son resultados de permeabilidad en el
hueso del hospedero y una lesion mas agresiva. Para tumores benignos, la agresividad local y la
incidencia o recurrencia aumenta de acuerdo al grado quirirgico. La metastasis es poco frecuente
para lesiones benignas locales, pero raramente ocurren en tumores de células gigantes y

Condroblastoma.
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TABLA 2. Clasificacién de Enneking para tumores musculo-esquelético benignos basada en

caracteristicas radiograficas de los margenes del tumor.

ESTADO DESCRIPCION
Latente Bordes muy bien delimitados
Activo Bordes indistinguibles

Agresivo Bordes indistinguibles

Tomada de Jawad et al. 2010.

El sistema de clasificacion quirargico de Enneking para tumores malignos (Tabla 3) toma en cuenta
el grado quirargico (G, G1, G2), extension local (T, T1, T2), y la presencia o ausencia de
metastasis (MO, M1). El sistema de clasificacion para sarcomas musculo-esquelético malignos
consiste en tres etapas. La etapa lll representa cualquier tumor con metéstasis distante (el cancer
se ha diseminado a otras partes del cuerpo). Las etapas | y Il estdn basadas en grados quirdrgicos
del tumor, | para bajo grado y Il de alto grado. Cada etapa esté dividida en 2 subcategorias (A:
Intracompartimental, B: Extracompartimental) basadas en la extensién local del tumor. La etapa del

tumor dictamina la extension de la reseccién quirtrgica y el margen.®

En el sistema de clasificacion de Enneking, una neoplasia es clasificada como de bajo (G1) o alto
grado (G2). Una lesion de bajo grado corresponde a grados 1 o 2 con un bajo riesgo de
propagacién a distancia (<25%). Estos tumores estan caracterizados por bajas tasas mitéticas,
baja relaciéon entre nucleo-citoplasma, y un pleomorfismo limitado. No obstante lesiones de alto
grado (grados 3 y 4) tienen una gran incidencia a metastasis; estan caracterizadas

histologicamente por figuras mitdticas, nucléolo prominente y pleomorfismo.

En cuanto a las caracteristicas histolégicas la clasificacion toma en cuenta las caracteristicas
clinicas y radiogréficas. Esto incluye imagenes axiales para determinar las fronteras anatémicas de
un tumor primario y la presencia de metastasis.”* La extension local de cualquier neoplasia se
refiere a su contenido en limites anatomicos de un compartimiento. Los compartimientos
anatémicos tienen barreras inherentes a la diseminacion tumoral, incluyendo planos fasciales, y
estructuras del hueso. Asi la extension local determina el enfoque para procedimientos quirdrgicos
y la viabilidad de méargenes quirtrgicos deseados. En general, la lesion de alto grado es més

probable a invadir tejido circundante con un gran riesgo de recurrencia local y metéstasis.
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TABLA 3. Clasificacién de Enneking para tumores misculo esquelético malignos basada en

grado quirdrgico, extension local y presencia o no de metastasis.

ESTADO GRADO SITIO METASTASIS

IA Bajo (G1) Intracompartimental No metastasis (MO)
(T1)

1B Bajo (G1) Extracompartimental No metastasis (MO)
(T2)

A Alto (G2) Intracompartimental No metastasis (MO0)
(T1)

1B Alto (G2) Extracompartimental No metdstasis (MO)
(T2)

[ Cualquiera (G) Cualquiera (T) Metastasis regional o

distante (M1)

Tomado de Jawad, et al. 2010.

1.1.4 ETIOLOGIA Y PATOGENIA

Se tiene un limitado conocimiento sobre la etiologia del Osteosarcoma. El pico de incidencia
coincide con el periodo de rapido crecimiento 6seo, sugiriendo una correlacién entre el crecimiento
0seo y la evolucion del Osteosarcoma. Las alteraciones genéticas en los sarcomas generalmente

caen dentro de dos categorias:

A) Translocaciones reciprocas con cariotipos balanceados y alteraciones en los genes

supresores de tumor.

B) Complejos de cariotipos desbalanceados con alteraciones de las vias de la proteina 53
36. 45

(p53) y de la via de Retinoblastoma (Rb)

Las vias de supresion tumoral de p53 y Rb estan involucradas en la patogénesis de

Osteosarcoma.” Muchas muestras de tumores tienen algn tipo de inactivaciéon combinada de las




EVALUACION CLINICA E INMUNOLOGICA DE PACIENTES CON OSTEOSARCOMA QUE RECIBEN TRATAMIENTO
COADYUVANTE CON TRANSFERON®

vias de supresion tumoral de p53 y Rb. Cerca de 3% de los pacientes con una linea germinal de

Osteosarcoma esporadico muta en p53.°

La alteracion caracteristica de la pérdida de heterocigosidad, o LOH por sus siglas en inglés “Loss
Of Heterozygosity” del gen del retinoblastoma, donde el producto de este gen es una proteina que
acttia suprimiendo el crecimiento de las células con DNA dafado (se trata de un gen supresor
tumoral). La pérdida de la funcién de este gen permite a las células crecer de forma descontrolada,
llevando a la aparicién de diversos tumores, incluido el Osteosarcoma. Las mutaciones de p53, en

la mayoria de los Osteosarcomas se encuentran algun tipo de inactivacién combinada de Rb y p53.
22,24

Los sobrevivientes a Retinoblastoma han tenido una incidencia aumentada a segundas neoplasias
malignas, la mayoria de éstas son Osteosarcomas. En la forma hereditaria de Retinoblastoma, las
mutaciones en linea germinal de genes de Rb son comunes. Las mutaciones en lineas germinales
del gen de p53 conllevan a un alto riesgo de formaciéon de tumores malignos, incluyendo

Osteosarcoma (Sindrome Li-Fraumeni).?> *

El producto del gene de p53 en células normales
aumenta en respuesta a dafio en el DNA y dirige a la célula a experimentar apoptosis, del mismo
modo con el producto del gen de Rb. % Aunque las mutaciones de lineas germinales tanto de los
genes p53 y Rb son raras, éstos son alterados en la mayoria de muestras de tumor de
Osteosarcoma porque la mayoria de éstos tumores universalmente han tenido alteraciones

genéticas que inactivan las vias supresoras tumorales de Rb y p53.

Existen otros oncogenes alterados en células tumorales de Osteosarcoma. Esto incluye la
amplificacion de producto del gen MDM2 “Murine double minute 27, amplificaciéon del gen CDK4
“Cyclin dependent kinase 4”.° La amplificacién de la regién 12g13 que contiene a los genes
MDM2 y CDK4 puede activar ambas vias de p53 y Rb, y en efecto, estas alteraciones raramente
coexisten con las expresadas en Rb o p53. Aunque es claro que los genes supresores tumorales y
oncogenes estan relacionados con la aparicion de Osteosarcomas, no esta claro cual de esos

eventos ocurre primero.*

Otros autores han sugerido que los Osteosarcomas tienen una etiologia viral, basada en el hecho
de que los sarcomas 6seos pueden ser inducidos en animales seleccionados por virus. Por
ejemplo, hamsteres inyectados con extracto de células libres de Osteosarcoma humano
desarrollan Osteosarcoma, y algunos Osteosarcomas humanos contienen virus de simio 40 (SV40)
“Simian virus 40”. Un estudio en 1997 demostrd que el 50% de las muestras de Osteosarcoma
tenian incorporado DNA de SV40. Otro estudio en 1998 mostré que no habia correlaciéon entre la
presencia de SV40 y mutaciéon de p53 o Rb. Estos datos no son convincentes para que los virus

sean el factor etiolégico principal en Osteosarcoma. 24,32
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1.1.5 METODOS DE DIAGNOSTICO

Antes de establecer el diagnéstico de Osteosarcoma deben realizarse diversas pruebas y

procedimientos (Tabla 4). La evaluacién inicial comprende los aspectos que se muestran a

continuacion:

TABLA 4. Pruebas y procedimientos para la evaluacioén inicial de un paciente con OS.

PRUEBA

PROCEDIMIENTO

Historia Clinica Completa

Se remarca la presencia de dolor, inflamacién y
aumento de volumen en el sitio del tumor
primario.

Examen Fisico

Puede palparse una masa de tejido blando en
el sitio del tumor primario

Exadamenes de Laboratorio

Los principales estudios de laboratorio
comprenden la biometria hemética, velocidad
de sedimentacion globular, pruebas de funcién
hepética y renal, quimica sanguinea con calcio
y fésforo; fosfatasa alcalina y acida, proteina C
reactiva, factor reumatoide y antiestreptolisinas.

Se reporta que sélo la fosfatasa alcalina y la
lactato deshidrogenasa (LDH) tienen valor
pronéstico; y se han observado que cuando
estos valores son superiores de 900 UI/L se
asocia un desenlace fatal (muerte) a corto
plazo.
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e En las radiografias simples puede
apreciarse que la localizacion de la lesién,
el tipo de reaccién periosteal, los margenes
y los cambios en el tejido blando, ayudan a
identificar el tipo de tumor y a predecir su
agresividad.

e El uso de radiografias usualmente incluye
la tomografia computarizada o las
imagenes de resonancia magnética para
evaluar la extension del tumor, para

i . localizar la masa de tejido blando

Examenes de gabinete comprometido intra o extracompartimental.

e La gammagrafia 6ésea muestra actividad
Osea intensa, su principal indicacion es
detectar lesién a nivel medular y metastasis
a distancia. Esta técnica puede detectar
metéastasis en tejidos blandos antes que la
radiologia, especialmente en pulmon.

e Con el uso de Tomografia por Emision de
Positrones (PET) permite disponer de una
técnica para evaluar el metabolismo
glucidico en tumores de alto grado o de alto
recambio celular. Usa como trazador la
molécula de deoxiglucosa marcada con
Fluorl8 (FDG), la que queda atrapada en el
espacio intracelular.

o Esto resulta un arma de capital importancia
al diagnéstico médico, puesto que muestra
qué areas del cuerpo tienen un
metabolismo glucidico elevado, que es una
caracteristica primordial de los tejidos
neoplasicos.

Biopsia En general hay 2 tipos de biopsia: la
excisional (cuando el cirujano remueve la
masa completamente) y la incisional (solo
se remueve una pequefia parte del tumor
para su evaluacidn) que puede ser abierta
o cerrada. El tipo de biopsia a realizarse
debe ser determinado cuidadosamente por

10



EVALUACION CLINICA E INMUNOLOGICA DE PACIENTES CON OSTEOSARCOMA QUE RECIBEN TRATAMIENTO
COADYUVANTE CON TRANSFERON®

la evaluacion del tamafio y localizacién del
tumor.

El diagnostico definitivo requiere un
examen histolégico del tumor, que
habitualmente se obtiene mediante Ia
biopsia. y asi determinar el grado
histopatolégico de Osteosarcoma.

Modificado de Cortés Rodriguez, et al, 2010 y Sanchez Torres, et al, 2011.

Una herramienta (til para establecer el diagndstico y determinar el tipo de tratamiento quirdrgico

mas conveniente al paciente y el prondstico, es el sistema propuesto por Enneking.22 Al momento

del diagnodstico, aproximadamente del 15 al 20% de los pacientes con Osteosarcoma presentan

metastasis detectable mediante radiografia donde el sitio mas frecuente de las metastasis es el

pulmon.® 1

11
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1.1.6 TRATAMIENTO Y PRONOSTICO DE VIDA.

En las tres Ultimas décadas se han logrado sustanciales progresos en cuanto al tratamiento de los
tumores 6seos malignos, ya que considerando un equipo multidisciplinario se abarcan diferentes

areas.’
El tratamiento empleado se basa en los siguientes puntos:
a) QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE

Para tratar con éxito a los pacientes debe usarse quimioterapia sistémica que se aplica de manera
intravenosa o intraarterial. EI concepto de quimioterapia neoadyuvante que es la que se administra
antes del tratamiento quirdrgico, Actualmente se utilizan en promedio tres ciclos mensuales antes

de la cirugia.

Los principales agentes activos (Tabla 5) que se aplican desde hace varios afios a nivel
internacional y en nuestro pais son el Cisplatino, Doxorrubicina y altas dosis de Metotrexate y
Ciclofofasmida. Este tratamiento favorece la reduccién del tumor, su recalcificacion limita su
extension y permite llevar a cabo una cirugia de preservaciéon que posibilita conservar el miembro
afectado para que el paciente recupere su autonomia motriz. En términos generales, el grado de
necrosis que produce la quimioterapia es importante para determinar el manejo quirdrgico y tiene
valor pronéstico para la sobrevivencia del paciente. Cuando la necrosis es superior al 98% puede

considerarse que la quimioterapia ha sido efectiva y el paciente ha respondido adecuadamente. 20,
29

TABLA 5. Caracteristicas generales de los antineoplasicos cominmente utilizados en
Quimioterapia

QUIMIOTERAPEUTICO PROPIEDADES EFECTOS
FARMACOLOGICAS SECUNDARIOS
Ciclofosfamida Oxafosforina de accion citostatica | Puede producir

basada en la ruptura de la doble | mielosupresion,
hélice de DNA. En el ciclo celular se | estrefiimiento, anorexia,
hace mas corta la fase G2. (Mycek et | cistitis, microhematuria,

al, 2004) azoospermia,
oligospermia, fibrosis
pulmonar cronica,

pancreatitis aguda.

12
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Doxorrubicina

Antraciclina que se acopla a
aminoazucares; ejerciendo su accion
citotoxica mediante la formacion de
radicales libres, aumenta la
fragmentacion de DNA e inhibe la
sintesis de acidos nucleicos. (Mycek
et al, 2004)

Induce Trombocitopenia,
anemia, hipoxia tisular,
hemorragia, leucemia
mielégena aguda,
hepatomegalia, derrame
pleural, edema pulmonar,
disfuncion ventricular,
alopecia,
hiperpigmentacion de piel
y uias.

Metotrexato

Posee actividad antiproliferativa e
inmunosupresora por inhibir
competitivamente a la enzima
dihidrifolato reductasa (DFR), enzima
clave en el metabolismo del &cido
félico que regula la cantidad de folato
intracelular disponible para la sintesis
de proteinas y &cidos nucleicos.
Impide la formacion de tetrahidrofolato
necesario para la sintesis de acidos
nucleicos. (Mycek et al, 2004)

Puede suprimir la
hematopoyesis y provocar
anemia. Toxicidad renal

asfi como toxicidad
hepatica, trastornos
pulmonares como
neumonitis aguda,
produce reacciones

dérmicas como necroélisis
epidérmica toxica.

Cisplatino

Metal pesado, perteneciente a los
complejos de coordinacién del platino,
aumenta las especies reactivas del
oxigeno 'y peréxido organico,
inactivando las enzimas
antioxidantes. (Mycek et al, 2004)

Induce toxicidad renal,
pérdida de  audicion,
nauseas, mielodepresion,
vomito, anorexia, edema
facial, disnea y
taquicardia.

b) CIRUGIA

Los adelantos que se han hecho en el manejo quirdrgico de estas neoplasias en los ultimos afios

implican mayor tasa de supervivencia de los pacientes con estas enfermedades. El principal

método local para erradicar el Osteosarcoma es la cirugia, ya que es una neoplasia relativamente

resistente a la radioterapia.™ El tipo de intervencion para el paciente depende del tipo de tumor, su
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localizacion y la extensién de la enfermedad, aunque la extirpacion del tumor primario

generalmente se da después del tratamiento con quimioterapia neoadyuvante.

La eleccién del tipo de cirugia (amputacién versus reseccién/reconstruccién) depende de la edad
del paciente, la localizacién del tumor, del compromiso de las estructuras neurovasculares y de la
presencia o ausencia de fractura patoldégica antes o durante la induccidon de la quimioterapia

neoadyuvante.®

Se ha encontrado que los tumores malignos que cursan con una fractura patolégica provocan
mayor riesgo para que el paciente presente metastasis pulmonares. Para lograr la reconstruccion
del miembro afectado hay basicamente tres opciones. La eleccién del procedimiento depende de la

localizacion del tumor y de la edad del paciente:

Autoinjerto de hueso. Pueden usarse autoinjertos no vascularizados como el de pelvis o
autoinjertos vascularizados como el de la fibula. Si la extensién del defecto es pequefia,

frecuentemente estos autoinjertos funcionan bien. 6

Aloinjerto de hueso estructural. Puede ser intercalar u osteoarticular. La principal
complicaciébn que presentan estos tipos de injerto es la dificultad para incorporarlos al
hueso del paciente y la facilidad con la que se puede producir una fractura. Los aloinjertos
osteoarticulares pueden usarse en la reconstruccion de cualquier articulacién (himero

proximal, fémur distal o tibia proximal).?® 3 4

Endoprotesis metdlica. Es un reemplazo manufacturado para el hueso afectado,
generalmente hecha de acero o titanio. Es una opcién que provee estabilidad inmediata al
paciente. Debe ser pensada con cuidado para pacientes menores de ocho afos por la
inmadurez esquelética de los nifios antes de esta edad. La principal complicacion de este

procedimiento son las infecciones que suelen presentarse hasta en el 35% de los casos. 42

Cirugia de conservacion de miembro

Ante lesiones que afecten la extremidad superior o inferior, la cirugia de conservacién del miembro
puede lograr un control local de la enfermedad, sin sacrificar el miembro y preservando un
resultado funcional aceptable. El grado de necrosis inducida por la quimioterapia y la reseccion
tumoral con margenes adecuados son los factores prondsticos mas importantes para el control

local de la enfermedad.®*
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Amputacion

Se indica la amputacion para el control local del Osteosarcoma. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la amputacion no elimina la posibilidad de recidiva local, ya que siempre existe el riesgo
de recidiva tumoral en el sitio de la amputacién.®! Esta recidiva se atribuye a la extensién tumoral
intramedular extensa. Entre los factores que disminuyen la probabilidad de recidiva local estan el

margen quirdrgico amplio y la buena respuesta histologica a la terapia neoadyuvante.35

c) QUIMIOTERAPIA DE CONSOLIDACION

Se utilizan en promedio seis ciclos (altas dosis de metotrexate y/o ciclofosfamida) después de la
cirugia para reducir los restos tumorales que pudieran haber quedado. Se comenzé a utilizar la
guimioterapia posoperatoria y la supervivencia a los 5 afios mejor6 de menos de 20% a un 40-
60%." Los regimenes de quimioterapia utilizados en estudios realizados incluyeron el metrotrexate
en altas dosis.**

Sin embargo, los agentes citotéxicos y citostaticos son inespecificos y muy toxicos, produciendo
diversos efectos adversos como son la pérdida de cabello, nauseas, dolor de cabeza, fiebre,

efectos nefrotdxicos, cardiotdxicos, leucopenia, pérdida de peso.lg' 8

PRONOSTICO

Los indicadores de pronéstico hacia Osteosarcoma incluyen, grado de enfermedad en el
diagnéstico, tamafo y localizacion del tumor, respuesta hacia la quimioterapia y reseccion

quirdrgica.®" *

El prondstico de sobrevida a 5 afios aumenté del 60 al 75% para los pacientes con
enfermedad localizada, mientras que para pacientes con metastasis al diagnéstico, la sobrevida a

cinco afios apenas alcanza un 20%." *®

La metéastasis pulmonar es la forma mas comdn de diseminacion a distancia. El promedio de
supervivencia después de una reincidencia es menor a 1 afio. La eliminacién de una recurrencia

potencial de metastasis pulmonar aumenta las posibilidades de supervivencia.'® ?*
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1.1.7 ANTECEDENTES EN OSTEOSARCOMA.

En 1975 Levin report6 el resultado de la administracién de Factor de Transferencia especifico a 18
pacientes de edades entre los 10 y 51 afios, después del tratamiento quirdrgico; observando en
pacientes con Osteosarcoma primario sin metéstasis, diferencia significativa (p < 0.01) en la
sobrevida y en la respuesta inmunitaria celular de tipo citotéxica, comparando con pacientes que

recibieron Factor de Transferencia no especifico.

En este trabajo, Levin también hace una clasificacion del Osteosarcoma con base en el tipo de
respuesta inmune y el grado de avance de la lesién primaria de los pacientes, por lo que los divide

en cuatro fases:

Fase |: Son pacientes que presentan tumoracién primaria pequefia, y con ausencia de lesion de
tipo metastasica, con niveles normales de linfocitos totales y linfocitos T en sangre periférica y su

respuesta inmunitaria citotoxica es alta.

Fase Il: Son pacientes que presentan tumores primarios grandes, con ausencia de lesion
metastasica, valores normales de linfocitos T y linfocitos totales, pero con una marcada

disminucién o pobre respuesta citotdxica.

Fase lll: Los pacientes presentan lesion primaria grande sin lesién metastésica localizada con baja

poblacién de linfocitos T en sangre periférica y una respuesta citotoxica disminuida.

Fase IV: Los pacientes presentan lesion primaria grande y evidencia de lesion metastasica, con
una respuesta citotdxica muy disminuida o nula, con bajos niveles de linfocitos T y linfocitos totales.
Por lo que estos pacientes no presentan una respuesta inmunitaria de tipo celular efectiva en

contra del tumor.?®

Como conclusion plasmada en el trabajo, se describe que existe desventaja en pacientes con
metastasis y masas tumorales de gran tamario, limitando asi la eficacia del Factor de Transferencia
especifico. Mientras que en pacientes clinicamente libres de metastasis son excelentes candidatos

para recibir inmunoterapia.
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1.2 INMUNOTERAPIA

El concepto de inmunoterapia en el area de las ciencias de la salud incorpora el uso de
componentes del sistema inmunitario, incluyendo anticuerpos, citocinas y células dendriticas para
tratar varias enfermedades tales como el cancer, alergias, enfermedades infecciosas vy
enfermedades autoinmunes. La inmunoterapia también incluye el uso de vacunas para la
prevencion de alergias y tumores.® Esta modalidad de terapia afiade nuevas dimensiones a la
préactica clinica, ofreciendo mucho mas especificidad, alta eficacia, terapia dirigida, baja toxicidad,

pocos efectos secundarios y una mejor tolerancia.

Pese al desarrollo de las técnicas modernas de cirugia, quimioterapia y radioterapia,
frecuentemente sobreviven algunas células malignas a estas terapias y se diseminan en el
organismo, haciendo necesario el desarrollo de tratamientos complementarios a los actuales. Uno
de estos es la manipulacion del sistema inmunitario para combatir tumores, lo que se denomina

inmunoterapia del cancer. ' *

Los objetivos fundamentales que persigue la inmunoterapia como tratamiento ante tumores son:
superar los mecanismos de escape tumoral, eliminando la inmunosupresién producida por los
factores derivados del tumor®®, restaurar la funcién de éstas células y los linfocitos T, estimular la
inmunidad especifica que debera destruir las células tumorales™ y aumentar la inmunogenicidad

de los antigenos asociados a tumor. 12

En los dltimos afios, se han desarrollado diferentes clasificaciones de inmunoterapia en el
tratamiento de cancer, dividiéndola de manera tradicional en inmunoterapia pasiva y en

inmunoterapia activa, en la tabla 6 se muestran ejemplos de ambas:

TABLA 6. Agentes inmunoterapéuticos usados para el tratamiento del cancer.

INMUNOTERAPIA INESPECIFICA ESPECIFICA
PASIVA Transferencia  de células Anticuerpos Monoclonales
mononucleares activadas con como AcM Anti TGFB*

citocinas (Células LAK)

Transferencia de linfocitos
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infiltrantes de tumor (TIL)

ACTIVA Induccién de respuesta | Induccion de respuesta
inmunitaria de manera | inmunitaria contra uno o mas
inespecifica ( BCG, IFN-y 6 | antigenos tumor especificos
IFN-q, IL-2) (Factor de  Transferencia

Especifico)

Terapia Celular  Adoptiva
(Células  Dendriticas  (DC

activadas in vitro)**

Modificada de Diaz Molina et al, 2012, Winbauer et al 2012.

La mayoria de estos tratamientos aln se encuentra en investigacion y algunos de ellos resultan
excesivamente costosos para el paciente, como por ejemplo, la aplicacién de anticuerpos

monoclonales (anti-TGFB combinado con CD activadas).*®

La inmunoterapia contra el cancer se basa en el principio de que el sistema inmunitario del
paciente es capaz de generar una respuesta inmunitaria contra las células tumorales. Los
primeros antecedentes de reportes de inmunoterapia en cancer datan de la década de 1890,
cuando William Coley administré por primera vez una vacuna (inyeccion de bacterias vivas) para el

tratamiento de pacientes con cancer. > *!

A partir de las décadas de 1980-1990, cuando se lograron aislar linfocitos T citotéxicos (CTL por
sus siglas en inglés) con actividad antitumoral en sangre periférica, ganglios linfaticos y tejido
tumoral. Desde ahi se ha producido un creciente interés por utilizar el sistema inmune como

herramienta para tratar el cancer.’

Los agentes inmunoterapéuticos son una terapia complementaria usada para estimular la
inmunidad antitumoral y para mejorar la respuesta clinica hacia tratamientos quimioterapéuticos
contra el cancer. Un agente que ha sido considerado en el contexto de la inmunoterapia contra el
cancer es el extracto dializable de leucocitos (DLE) o factor de transferencia (FT), el cual no ha
demostrado efectos secundarios o toxicidad. En este trabajo proponemos su uso como
inmunoterapia coadyuvante por reportes anteriores en donde se han observado resultados

favorables.™® '* 23
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1.3 FACTOR DE TRANSFERENCIA

1.3.1 DEFINICION

El Factor de Transferencia (FT) es un inmunomodulador presente en el Extracto Dializado de
leucocitos (DLE) que se ha utilizado con éxito en enfermedades en donde se encuentra alterada

la respuesta inmune.

En 1940 Landstainer y Chase® describieron la transferencia de la respuesta inmunitaria celular
(RIC) al inocular células de exudado peritoneal de cobayos sensibilizados a tuberculina o cloruro
de picrilo a cobayos no sensibilizados, observando que estos Ultimos habian adquirido una RIC
hacia dichos antigenos. Mas tarde en 1949, Lawrence?’, demostré que la transferencia de la RIC,
también se daba entre humanos, al transferir linfocitos viables de una persona con una
intradermorreaccion (IDR) positiva a la tuberculina a una persona con IDR negativa a dicho
antigeno. Posteriormente en 1955 Lawrence’, demostré que la transferencia de la RIC se mantenia

al utilizar extractos solubles de leucocitos.

En la actualidad se sabe que los extractos dializables de leucocitos (DLE, por sus siglas en inglés)
son la fraccién que se dializa, en una membrana con corte molecular de 12KDa, y que proviene del

rompimiento de leucocitos, estos DLE son capaces de transferir la RIC. 5.2

1.3.2 COMPOSICION

Sandler y colaboradores en 1975" %’

, demostraron por primera vez que los DLE contienen diversas
especies moleculares. Actualmente se sabe que los DLE, estan compuestos por mas de 200

moléculas diferentes, con la capacidad de modular la respuesta inmunitaria celular.

En los DLE existen dos fracciones principales; la primera es la antigeno inespecifica, en donde se
encuentran moléculas por debajo de 3.5 KDa, algunas de estas moléculas ya estan identificadas
(prostaglandinas, nicotinamida e histamina), aunque no se sabe si se encuentran biolégicamente
activas’; la otra fraccion es la antigeno especifica, su peso es entre 3.5 a 6 KDa y son de
naturaleza peptidica; dentro de esta fraccién se encuentran los factores de transferencia (FT)%,
que posiblemente corresponden en nimero a la cantidad de experiencias inmunitarias del individuo

de donde se obtuvieron los DLE.*® %
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1.3.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA Y MECANISMO DE ACCION

Aunqgue se desconoce el mecanismo de accién de los DLE, se sabe de manera general que tienen
efectos inmunomoduladores®, esto se puede observar, en las propiedades reguladoras estudiadas
en una diversidad de enfermedades humanas, desde autoinmunes hasta inmunodeficiencias, entre
otras. En los dltimos afios se han realizado estudios in vitro, para conocer sus actividades
biolégicas como: Andlisis de la proliferacion, activacion celular y produccion de citocinas (TNF-a,
IL-6, IL-8, IFN-y, IL-2, IL-12, RANTES, OPN), observandose que los efectos sobre la proliferacion,
la activacion y la secrecién de citocinas son dependientes de la concentraciéon a la cual sean

utilizados los DLE.*?

1.3.4 USOS CLINICOS

Los DLE se han utilizado como agentes inmunomoduladores en diversos grupos de enfermedades:

infecciones (virales *°, micéticas™, bacterianas’ y parasitarias®®), inmunodeficiencias severas®,
hipersensibilidades?’, autoinmunidades® y como inmunoterapia adyuvante en neoplasias.”’ En la

tabla 7 se aprecian las distintas enfermedades en las que se ha usado al DLE como terapia.

Con respecto a las aplicaciones clinicas enfocadas a neoplasias. Franco-Molina y colaboradores
experimentaron con el DLE, usandolo como agente inmunoterapéutico hacia pacientes con
diagndstico de cancer pulmonar fase uno. Como resultados de la administracion de DLE se indujo
una actividad inmunomoduladora (aumentando el nimero total de leucocitos y las subpoblaciones
de linfocitos T, tales como linfocitos T cooperadores CD4+, linfocitos T citotéxicos CD8+ y células

NK CD56+) aumentando asi la calidad de vida de los pacientes.*

Fernandez y colaboradores evaluaron el efecto del DLE en la mielosupresion inducida por la
quimioterapia en pacientes con leucemia aguda. En los pacientes tratados con DLE el nimero de
leucocitos aumenté. No hubo evidencia que el DLE acelerara la proliferacién de células

leucémicas, en cambio si es seguro para acelerar la recuperacion de células hematopoyéticas. ™
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TABLA 7. Aplicaciones clinicas del Extracto Dializable de Leucocitos

| .- Inmunodeficiencias | IV.- Neoplasias
1. Sindrome de Wiskott-Aldrich 1. Cancer de estomago
2. Ataxatelangiectasia 2. Céancer de prostata
3. Inmunodeficiencia severa combinada 3. Céncer de puimén
4. Anomalia de Di George 4. Céancer de colon
5. Disgamaglobulinemia 5 Osteosarcoma
6. Sindrome de Hiper IgE 6. Cancer de mama
7. Deficiencia selectiva de CD4 7. Carcinoma nasofaringeo
8. Enfermedad Granulomatosa Crénica 8. Hipemefroma
9 Inmunodeficiencia Comun Variable 9 Metastasis
10.  Hipo o Agammaglobulinemias
11, Deficiencia selectiva de IgA
12. Neutropenias ciclicas
13.  Deficiencias en fagocitosis
14. VH
15.  Asociadas a enfermedades cronicas como DM
| II.- Enfermedades Infecciosas V.- Hipersensibilidad
A- Hongos +  Asma bronquial
1. Candidiasis mucocutanea cronica +  Dermatitis atopica
2. Histoplasmosis diseminada *  Rinitis alérgica
3. COCCIdIOIdOﬂ'IICOSIS d|sem|nada . Urticaria }f angioedema
4. Queratiis micofica +  Conjuntivifis alérgica
B- V"1"'5 Clomegaodus «  Alrgiaaalimentos
2 Herpes zster cutineo +  Alergia a medicamentos
3. Queratitis Estromal Herpética
4. Sarampitn
9. Varicela
6.  Hepatitis
7. Molusco contagioso
C - Bacterias
1. Tuberculosis
2. lepra
3. Micobacteriosis por M. avium
4. Brucelosis
5. Gram positivas
6. Gram negativas
D.- Protozoarios
1. Leishmaniasis cutinea
| lll.- Enfermedades autoinmunitarias VI.- Otros
1. Lupus eritematoso sistémico +  Sindrome de fafiga cronica
2. Arlritis reumatoide +  Depresion
3. Estlerosis miltiple
4. Sindrome de Sjdgren
5. Espondilitis anquilosante
6.  Enfermedad Inflamatoria Intestinal
7. Sindrome de Behget

Tomada de Robles-Contreras. Tesis. 2009.*
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1.3.5 PREPARACION DEL EXTRACTO DIALIZABLE DE LEUCOCITOS.

El Factor de Transferencia se prepara de acuerdo al método descrito por Lawrence, se obtiene de
organos y tejidos linfoides o de una unidad de sangre de un donador sano previamente
seleccionado, de éstos se separa el paquete de leucocitos (aproximadamente un total de 5 x 10°
células). Mediante métodos fisicos se logra la separacion de las sustancias contenidas en el
paquete de leucocitos, a través de un proceso mecanico se busca separar todas las moléculas con
un tamafio menor de 10 - 12 KDa, por lo que se asegura la ausencia de contaminantes mayores
como protozoarios, hongos microscopicos, bacterias, virus y priones, asi como complejos de
histocompatibilidad. En seguida se toman muestras del EDL para someterlo a pruebas de
esterilidad, seguridad y pir6genos. Por consenso internacional se ha establecido que una unidad
internacional (Ul) de EDL es la que se obtiene de 5 x 108 leucocitos humanos, actualmente en el
laboratorio de fabricacién de biolégicos de la ENCB-IPN se dosifica en base a la concentracion de
proteinas totales, considerando una unidad de EDL lo correspondiente a 2.2 mg /s5mL. Su
presentacion puede ser en soluciéon cuya administracion es por via oral o liofilizado y su

administracion es por via parenteral.?> 2’

Sangre de donadores sanos -
, Centrifugacion Separacion de Fases
en contacto con el Antigeno

Extraccién de
moléculas < 12KDa

Lisis e Inactivacion
. Separacion de Leucocitos
por Congelacion.

Descongelacion

Liofilizacion

. Pruebas de
Envasamiento del
Extracto Control de
Calidad

=
i§;c~>

Almacenamiento

FIGURA 6. Proceso de Obtencidon del Factor de Transferencia.
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Para la obtencién del Factor de Transferencia especifico el paquete de leucocitos (obtenidos de la
misma forma que el Factor de Transferencia no especifico) es sometido a diversas pruebas con el
antigeno de interés y son seleccionadas aquellas células que responden de manera especifica;
para dicha seleccion se realiza el ensayo del LMI (indice de Migracion de Leucocitos) ver figura 6;
la cual tiene como fundamento la produccién de LIF por parte de los linfocitos normales en
respuesta a un determinado antigeno , trayendo como consecuencia del efecto de LIF la

prevencion o reduccién de la migracién de leucocitos. Este ensayo se utiliza para el diagnéstico de

defectos en la inmunidad celular y para la seleccién de donadores sensibilizado. ***’
Cémara de <« > < >
Bloom _____ s J
— N0 — SO0
|| TR
Inhibicion de la migracion Migracion
(Presencia de MIF/LIF) > < Ausencia de MIF/LIF)
a) Células de un individuo: PPD-positivo PPD-negativo
Incubacién en presencia del Ag (PPD): Si Si
b) Células de un individuo: PPD-positvo  PPD-positivo
Incubacion en presencia del Ag (PPD):  Si No

FIGURA 7. Componentes para realizar la prueba de LIF

La prueba de LIF se utiliza para medir la competencia inmune celular de un individuo hacia
antigenos potencialmente peligrosos. En la parte superior del esquema se muestra el aspecto
general del dispositivo usado en esta prueba (camara de Bloom); en la parte inferior del mismo, se

ejemplifican los posibles resultados encontrados: (Ver Figura 7)

a) En presencia del antigeno, las células de un individuo PPD+ producen LIF y éste inhibe la
migracién de los leucocitos (la prueba es positiva). Las células de un individuo sin
inmunidad celular hacia PPD (células PPD negativas) no producen LIF aun en presencia

del antigeno; en este caso ocurre la libre migracién de las células (la prueba es negativa)

b) En presencia del antigeno las células de un individuo PPD+ producen LIF y éste inhibe la
migracién de los leucocitos (la prueba es positiva. En ausencia del antigeno, las células del
individuo PPD+ no producen LIF y entonces ocurre la libre migracion de los leucocitos (la
prueba es negativa)
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1.4 GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNITARIO E INMUNOVIGILANCIA

Debido a que las células que participan, el sistema inmunitario juega un papel relevante en el
desarrollo de tumores éseos a continuacion se resumirdn los componentes mas importantes y su

relevancia en la inmunovigilancia.

La primera fase de cualquier respuesta inmunitaria consiste en el reconocimiento de un agente
extrafio o patdgeno y la posterior generacion de una respuesta efectora destinada a la destruccion
y eliminacion del patdgeno. La respuesta inmunitaria se divide en: una respuesta inmunitaria

Innata y otra respuesta inmunitaria de tipo Adaptativa.

Una de las diferencias que existe entre ambos tipos de respuesta es la alta especificidad de la
adaptativa hacia el antigeno que la gener6 y la intensidad de la respuesta al ir aumentando en
namero de exposiciones al mismo agente patdgeno: el sistema inmunitario adaptativo “recuerda” al
agente infeccioso y es capaz de impedir que provoque una enfermedad, es decir que genera
memoria. Las dos caracteristicas principales de la respuesta inmunitaria adaptativa son la

especificidad y la memoria.*®

Las células que participan principalmente en las respuestas inmunitarias son los leucocitos: Un
grupo importante de leucocitos son las células fagociticas, entre las que se encuentran los
monocitos, los macréfagos y los polimorfonucleares (Neutréfilos). Estas células endocitan a los
microorganismos, los ingieren y los destruyen. Como los sistemas de reconocimiento que utilizan
son primitivos y carentes de especificidad y les permiten unirse a una amplia variedad de productos
microbianos, estos leucocitos son mediadores de respuestas innatas. Su misiéon es formar una

primera linea de defensa frente a la infeccion.*®

Otro grupo importante de leucocitos son los linfocitos. La participacion de estas células es esencial
en todas las respuestas inmunitarias adaptativas, ya que reconocen de forma especifica patégenos
individuales, independientemente de que éstos se localicen en el interior de las células del

hospedero o en el exterior de las mismas en los liquidos tisulares o en la sangre.

Los linfocitos no se pueden distinguir morfolégicamente, pero si por sus caracteristicas fenotipicas
y sus funciones especializadas, estos se dividen en tres subpoblaciones: los linfocitos T, los
linfocitos B y las células Asesinas Naturales (NK). Algunas caracteristicas de éstas células se

muestran en la tabla 8.
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TABLA 8. Caracteristicas generales de las subpoblaciones linfocitarias.

FENOTIPOS | PORCENTAJE DE LINFOCITOS TOTALES
DE
CLASE FUNCIONES ANGRE ANGLI
SUPERFICIE S G G G oS BAZO
PERIFERICA | LINFATICOS
PREDOMINANTES
Linfocitos B Produccion de CD19+ 10-15 20-30 50 -60
anticuerpos CD21+
Linfocitos T Estimulacién del CD3+ CD4+ 50 -60 20-30 30-40
cooperadores crecimiento y CD8-
diferenciacion de
linfocitos B.
Activacion de
macréfagos por
citocinas secretadas
Linfocitos T Lisis de células CD3+ CD8+ 20— 25 15-20 10-15
citotéxicos infectadas por virus, CD4-
células tumorales y
aloinjertos
Linfocitos T Regulacion de CD3+ CD4+ 5-10 <1 <1
reguladores respuestas CD25+
inmunitarias
Células NK Lisis de células CD56+ 10-15 <1 <1
infectadas por virus, CD16+

células tumorales,
citotoxicidad celular
dependiente de

anticuerpo

Modificada de Parslow et al 2002 y Abbas 2004.
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1.4.1 LINFOCITOS B

Se desarrollan y maduran en la medula 6sea, su funcién principal consiste en secretar anticuerpos
en la sangre y de este modo impedir la proliferacion de invasores extrafios. Tales células
constituyen el principal tipo celular que participa en la inmunidad humoral. Estas células también
desempefian funciones adicionales en el sistema inmunitario. Tal es el caso de funcionar como
células presentadoras de antigeno al procesar y mostrar las sustancias extrafias, de manera que

los Linfocitos T puedan reconocerlas.

Los linfocitos B participan en la respuesta contra tumores mediante la produccién de anticuerpos,
donde la mayoria de los anticuerpos estan dirigidos contra autoantigenos. Los linfocitos B en el
infiltrado inflamatorio inducen la liberacién de factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
promoviendo la angiogénesis lo que facilita la diseminacion de las células neoplasicas a través de

los nodulos linfaticos.™ 3

1.42 LINFOCITOS T

LINFOCITOS T COOPERADORES (CD3+CD4+)

Los linfocitos T cooperadores del inglés “helper” corresponden a un subgrupo de linfocitos T que
posee como marcador clasico de membrana la molécula CD4+. Deben su nombre al importante
papel que cumplen colaborando con las respuestas de otras células del sistema inmunitario tales
como linfocitos T citotdxicos, macréfagos, linfocitos B y neutréfilos.** Dentro de esta categoria

podemos encontrar los siguientes linajes de linfocitos:
LINFOCITOS TH1

Los linfocitos Thl son células que se activan por las citocinas IL-12 e IFN-y secretadas por las
células dendriticas. La IL-12 promueve una mayor expansion y diferenciacion de los linfocitos Thi.
Los linfocitos Thl activados producen IL-2, IFN-y, TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) y
linfotoxina (TNF-B 6 LT-a). #*

La IL-2 secretada por los linfocitos Thl estimula la proliferacion de linfocitos T. Ademas permite la
activacion de linfocitos B, macréfagos y células NK. El IFN-y estimula a los linfocitos Thl y el
crecimiento de células B, la produccién de IgG, inhibe a los linfocitos Th2, y finalmente activa a los

macréfagos **

La principal funcion de los linfocitos Thl es la activacion de macréfagos. De esta manera, los
linfocitos Th1l cumplen un rol fundamental en la eliminacion de microorganismos intracelulares. La
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activacion del macréfago por parte del linfocito Thl estimula la potenciacién de sus mecanismos
microbicidas como la formacion de 6xido nitrico y superéxido para la destruccién de las bacterias.
Ademas, aumentan las moléculas MHC de clase Il, con lo cual se aumenta la presentacion

antigénica del macréfago a otras células T.?*
LINFOCITOS TH2

Los linfocitos Th2 son células que son inducidas potencialmente por la presencia de IL-4 a partir de
células TCD4 indiferenciadas. Producen IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. La principal funcion de los
linfocitos Th2 es la activacion y expansién clonal de los linfocitos B y la produccion de
inmunoglobulinas, en especial de isotipo 1gG, IgA e IgE. La IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 son factores de
crecimiento para células B, en tanto, la IL-10 inhibe la activacién de los macréfagos.® **

Ademas los linfocitos Th2 participan en el cambio de clase de inmunoglobulina hacia IgE, la cual

cobra especial importancia en procesos alérgicos y en la inmunidad frente a parélsitos.18
LINFOCITOS T CITOTOXICOS (CD3+CD8+)

Los linfocitos T citotoxicos representan una poblacion linfocitaria que posee el marcador de
membrana CD8+. Su respuesta efectora principal se encuentra dirigida a la eliminacién de células
infectadas por virus o células cancerosas. Reconocen péptidos unidos a moléculas de
histocompatibilidad de clase | (MHC-I) mediante su receptor TCR. Tras su activacion, se expanden
gracias a la IL-2 secretada por los linfocitos Thl, aumentando de ésta manera el nUmero de células
efectoras contra un antigeno en particular.18 Para ejercer su funcion citotdxica cuentan con los

siguientes mecanismos:

1) Perforinas: Es una proteina presente en los granulos citoplasmaticos de las células
citotoxicas que produce poros en las membranas de las células blanco. A través de los poros
penetran otras perforinas granulares como las granzimas y la granulosina, que en conjunto,
causan la muerte por lisis 0 necrosis, de la célula tumoral.** *°

2) Granzimas: Ingresan a la célula blanco a través de los poros generados por las perforinas.
Activan la procaspasa 3 y 8 en la célula diana activando asi la apoptosis de ésta. Se reconocen

las granzimas A, B, H, Ky M.

3) Ligando de Fas también llamada (FasL, CD95L, CD178): Su ligando, la molécula Fas
(CD95) se expresa en células bajo estrés (por ejemplo células infectadas por virus o células

cancerosas). La interaccion entre Fas y su ligando induce la apoptosis en células blanco.*
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LINFOCITOS T REGULADORES

Los linfocitos T reguladores (Treg) también conocidos como linfocitos T supresores constituyen una
poblacién de linfocitos que juegan un papel fundamental en la regulacién del sistema inmunitario y
en la tolerancia ante antigenos propios.* Tienen la capacidad de regular la activacion y funcién de

células Ty B.

Son células T que expresan la cadena a del receptor de IL-2 (CD25) en forma constitutiva, por lo
tanto son linfocitos T CD4+ CD25+. Es una molécula indispensable en la generacién y
manutencion de células T reguladoras naturales. Las células T reguladoras expresan el factor de
transcripcion Forkhead box P3 (FoxP3) el cual controla su desarrollo. El transcriptor FoxP3 tiene
efectos transactivadores (regulacion transcripcional positiva) induciendo a aumentar la expresion
de CD25, CTLA-4 (antigeno 4 asociado al linfocito T citotdxico), y GITR (receptor del factor de
necrosis tumoral inducido por glucocorticoides) y efectos represores (regulaciéon transcripcional
negativa) inhibiendo la produccion de IL-2, NFAT (factor nuclear de linfocitos T activados) y NF-kf3
(factor nuclear Kappa Beta). ' *

Las células T reguladoras desempefian un papel crucial en el microambiente de enfermedades
frente a tumores, su presencia puede suprimir las funciones efectoras de linfocitos T CD4+ Y
CD8+, especificos de tumor, promoviendo asi su desarrollo. EI mecanismo de supresion
inmunitario que utilizan estas células implica la secrecion de IL-10 y TGF-B que inhiben la
maduracion de células dendriticas utilizando un mecanismo dependiente de CTLA-4 para producir
indolamina 2,3-dioxigenasa, que convierte el tript6fano en quinureninas inductoras de la apoptosis

de linfocitos T.

1.4.3 CELULAS NATURAL KILLER

Las células NK constituyen la tercera estirpe de células de tipo linfoide, se encuentran en sangre,
bazo y médula ésea y en muy baja proporcion en ganglios linfaticos. Su funcion esencial de estas
células es identificar y destruir células blanco infectadas o que sufren procesos neoplasicos. A
diferencia de la actividad de los linfocitos T citotoxicos, no requiere la expresion de antigenos
acoplados al MHC-I en la célula blanco y se produce de forma espontanea, es decir, sin una fase

de sensibilizacion previa.4

Estas células son eficientes en la destruccion de células tumorales. Son la primera linea de
defensa frente a células tumorales, y participan en el rechazo de células tumorales trasplantadas,
prevencion de metdstasis, regulan la proliferacion de células madre hematopoyéticas en médula
Osea y timo. No participan en la destruccion de células tumorales ya establecidas, su actividad en

sangre periférica tiende a desaparecer al progresar la enfermedad.*
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1.5 RESPUESTA INMUNE FRENTE A CANCER

1.5.1 RESPUESTA INNATA

Las células NK tienen la capacidad de destruir muchos tipos de células tumorales, especialmente
células que tienen una expresién de moléculas MHC de clase | reducida, lo cual les permite
escapar de la lisis mediada por los linfocitos T citotoxicos CD8+.' Asi pues, las células NK
responden a la ausencia de MHC clase 1, debido a que el reconocimiento de esta molécula provee
sefiales inhibitorias para las células NK*, algunos tumores pierden la expresién de moléculas MHC
clase |, quizd como consecuencia a una seleccién en contra de células que expresan MHC de
clase | por los linfocitos T citotéxicos, estos mecanismos alterados promueven que los tumores

sean blanco perfecto para la actividad de células NK. * ***°

Se sabe también que las células NK expresan en su superficie las moléculas FcgRIIl {Receptor de
la fraccion cristalizable de la IgG) también conocida como CD16 las cuales tienen la capacidad de
unirse a moléculas de IgG que se encuentren recubriendo células, de esta manera, la IgG facilita la
lisis mediada por las células NK, este mecanismo es denominado Citotoxicidad Celular

Dependiente de Anticuerpos de las siglas en inglés ADCC. 2" *

El FcgRIIl, es un receptor de baja afinidad que se une a moléculas de IgG que se encuentran
agrupadas en la superficie de las células blanco, pero que no tiene la capacidad de unirse a la IgG
libre, lo cual confirma la activacion de las células NK sélo en el momento requerido. Esta
interaccién del FcgRIIl con las células cubiertas con IgG activa la sintesis y secrecién de citocinas
en las células NK, particularmente IFN-y, y al mismo tiempo induce la desgranulacion de la célula

NK que esta en contacto con la célula blanco, provocando asi la apoptosis de la misma. **

1.5.2 RESPUESTA ADAPTATIVA

Existen dos tipos de respuesta inmune adaptativa; la inmunidad humoral e inmunidad celular. En la
inmunidad humoral participan las moléculas denominadas anticuerpos, los cuales son producidos
por las células plasmaticas derivadas de los linfocitos B, mientras que en la inmunidad celular

participan principalmente los linfocitos T.!
RESPUESTA HUMORAL

Los anticuerpos pueden destruir a las células tumorales activando el complemento o mediante el
fenémeno de ADCC, donde las células NK y macréfagos portadores de receptores Fc median la

destruccion de las células tumorales, tal como se describié con anterioridad.**
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RESPUESTA CELULAR

En esta respuesta inmunitaria se encuentran diversas poblaciones linfocitarias encargadas de
eliminar o bien, controlar el crecimiento y proliferacién de las células tumorales, entre estas

poblaciones se encuentran los linfocitos T citotéxicos (CD8+) y linfocitos T cooperadores (CD4+).
14,21

A) LINFOCITOS T CITOTOXICOS (CD8+)

Estas células son el principal mecanismo de inmunidad anti-tumoral ya que llevan a cabo la
destruccion de las células tumorales, esta subpoblacion linfocitaria desempefia su funcién de
vigilancia reconociendo y destruyendo células malignas que expresan péptidos derivados de
células mutantes o de proteinas de virus oncogénicos, que son presentados en asociacion con

las moléculas MHC clase I.*

B) LINFOCITOS T COOPERADORES (CD4+)

Esta subpoblacion linfocitaria desempefia su funcién antitumoral produciendo citocinas (por
ejemplo la IL-2) que cooperan con el desarrollo y diferenciacion de los linfocitos T citotoxicos.*
Asimismo, las células T cooperadoras especificas a hemoantigenos tumorales pueden secretar
citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q), interferén gamma (IFN-y), que
pueden aumentar la expresion de moléculas MHC clase | por la célula tumoral y aumentar asi
la capacidad citolitica de los linfocitos T citotoxicos. Es posible también que el IFN-y active

macréfagos para destruir a las células tumorales. * %%
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FIGURA 8. Poblaciones celulares que participan en el control del desarrollo tumoral.

Dentro de la respuesta inmunitaria celular contra tumores, los linfocitos T cooperadores, linfocitos T
citotoxicos y células NK desarrollan un papel importante en el control y/o eliminaciéon de células
tumorales por medio de diferentes mecanismos, como por ejemplo, mediante la produccion de
interferon gamma, en el caso de los linfocitos T citotéxicos, o bien mediante la liberacién de
granzimas y perforinas por parte de las células NK. El receptor transmembranal Fas, una vez que
se ha unido a su ligando FasL, interactia con un factor asociado a apoptosis, activando el
complejo cisteinil-aspartato proteasas (caspasa), estas son proteinas clave en la transduccién y
ejecucion de sefiales apoptéticas, se han descrito once caspasas en células humanas que

provocan una degradacion proteinica bien definida hasta llegar a los cuerpos apoptéticos.l’ 444

Diversos estudios realizados in vitro con las células linfoides y las células tumorales de una
persona con alguna neoplasia han demostrado que las células linfoides tienen la capacidad de
matar a las células tumorales. Las células linfoides que han sido estudiadas incluyen a las células
T CD8+, células T CD4+, NK y NKT, y a los macréfagos activados por las células T. En conjunto, la
muerte de las células blanco ocurre por apoptosis y necrosis, a través de la participacién de
perforinas, granulisinas, radicales libres del oxigeno (ROI) y el nitrégeno (RNI), enzimas hidroliticas

y por la interaccién del ligando Fas-FasL inductora de apoptosis.”® >
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1.6 CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una tecnologia que simultaneamente mide y analiza multiples
caracteristicas fisicas de particulas individuales, generalmente células a medida que fluyen en la
dispersion a través de un haz de luz. Las propiedades medidas incluyen el tamafio de particula,
granularidad o complejidad interna y la intensidad de fluorescencia. Estas caracteristicas son
determinadas usando sistema de acoplamiento éptico-electrénico. Un citdmetro se compone de

tres sistemas principales: fluido, 6ptico y electrénico.*® *°

e El sistema de fluido transporta particulas en una corriente de haz de laser para ser
analizadas.

e El sistema Optico consta de rayos laser para iluminar las particulas de las muestras que
son transportadas en el fluido, asi como de filtros de luz para dirigir las sefales de luz
resultantes a los detectores.

e El sistema electrénico reconoce las sefiales de luz detectadas en sefales electrénicas que
pueden ser reconocidas por la computadora. Una serie de detectores en el punto en el que
el chorro de liquido atraviesa el rayo de luz. Uno se coloca en linea con el rayo de luz (a
este detector se lo conoce como FSC, por Forward Scatter o detector de Dispersion
Frontal), y varios angularmente a la trayectoria del rayo (a estos se los conoce como SSC,
por Side Scatter, o detectores de Dispersion Lateral); ademas de uno o mas detectores
de fluorescencia.
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b=, I ESpEjl:l |
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FIGURA 9. Componentes de un citbmetro de flujo.
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La producciéon de un nimero cada vez mayor de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a

epitopos de antigenos presentes en células humanas ha impulsado enormemente la utilizacién de
la citometria de flujo para la identificaciéon y clasificaciébn de células tanto normales como
patolégicas. Su empleo se basa en la identificacion de antigenos mediante anticuerpos
monoclonales marcados con fluorocromos. El empleo de fluorocromos que siendo excitados en
longitudes de onda similares emiten en diferente zona del espectro luminoso, amplia a su vez el
campo de aplicaciones de la citometria de flujo al poder combinar el uso en una misma muestra de
diferentes anticuerpos monoclonales. El isotiocianato de fluoresceina, la ficoeritrina y el PerCP son
en la actualidad los fluorocromos mas empleados en el marcaje de anticuerpos monoclonales.
Todos ellos se excitan a 488nm (luz azul) si bien emiten en la zona del verde, naranja y rojo,

respectivamente.*® *°
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Macrafagos

Linfoc_i.t

L
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FIGURA 10. Gréafico que muestra varias secciones de puntos, donde cada punto representa a una

célula por individual

La figura ejemplifica en puntos de una muestra de sangre periférica, en donde el eje de las “X”
representa el tamafo celular (FSC) y en el eje de las “Y” la complejidad o granularidad
citoplasmatica (SSC), de acuerdo a la dispersiéon de la luz dada por el tamafio y la forma del

nacleo podemos identificar la region donde se ubican los linfocitos y PMN (Polimorfonucleares),
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2. JUSTIFICACION

En los pacientes con OS de diagndstico tardio, se reporta una sobrevida del 15 al 20% de los
casos, aun con el tratamiento multimodal. Por lo que es necesario buscar opciones como la
inmunoterapia (Transferon®) que coadyuven a una mejor respuesta al tratamiento e impacte en la

calidad de vida.de estos pacientes.

Es importante determinar si existe relacion entre el nimero de: Linfocitos T cooperadores (CD3"
CD4"), Linfocitos T reguladores (CD3" CD4" CD25"), Linfocitos T citotéxicos (CD3" CD8") y Células
Natural Killer (CD3'CD56") y la respuesta al tratamiento coadyuvante con Transferén®, asi como la

modificacion de la progresion de la enfermedad.
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3. HIPOTESIS

Si en el Osteosarcoma de diagnéstico tardio se presenta una pobre respuesta mediada por las
células NK vy Linfocitos T Citotéxicos CD3+CD8+, entonces se espera que al coadyuvar con un
tratamiento inmunomodulador a base Transfer6n, se modificard el tiempo de sobrevida y

aumentara el nimero de células leucocitarias y linfocitarias de los pacientes analizados.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el impacto clinico a través de tiempo de sobrevida, calidad de vida y mejora de la
respuesta imnunitaria por la determinacion de: Linfocitos T cooperadores (CD3* CD4"), Linfocitos T
reguladores (CD3" CD4" CD25+), Linfocitos T citotoxicos (CD3" CD8") y Células Natural Killer
(CD3 CD56"), después del uso de Transferon® (Factor de transferencia) como coadyuvante al

tratamiento convencional de los pacientes que presentan Osteosarcoma (OS).

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Monitorear el curso clinico de los pacientes con Osteosarcoma tratados y no tratados con

Transferon®, evaluando el tiempo de sobrevida al inicio y al final del estudio.

e Determinar el nimero absoluto y porcentual de leucocitos, Linfocitos T cooperadores
(CD3+CD4+), Linfocitos T reguladores (CD3+CD4+CD25+), Linfocitos T citotoxicos
(CD3+CD8+) y Células Natural Killer (CD3-CD56+), en sangre periférica al inicio, durante y

al final del tratamiento.

e Determinar si existe alguna correlacion entre el estado de la enfermedad y el porcentaje de
poblaciones leucocitarias y linfocitarias de los pacientes incluidos en este estudio antes y

después del tratamiento coadyuvante con Transferon®.
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5. MODELO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio piloto, longitudinal, comparativo, abierto en pacientes diagnosticados con
Osteosarcoma los cuales fueron divididos al azar, de forma pareada en edad y sexo en cuatro
grupos de estudio y se evalué la respuesta al tratamiento convencional (quimioterapia y cirugia)
solo o combinado con Transferon®.

El seguimiento de los pacientes incluidos en este estudio se realiz6 como minimo a dos afios
desde el inicio del tratamiento. Se tomaron muestras sanguineas para las determinaciones

inmunoldgicas al inicio, durante y al final del tratamiento.

5.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se trabajo con 18 pacientes con diagndstico de Osteosarcoma, de acuerdo a la clasificacién de
Enneking se encontraron en etapas Il y IV, que acudieron al Instituto Nacional de Rehabilitacién en
el servicio de tumores 6seos y se dividieron al azar de forma pareada en edad y sexo en cuatro

grupos.

e Grupo 1. Un Paciente con metastasis que recibié 3 ciclos de Quimioterapia neoadyuvante,

cirugia conservadora o radical y 3 a 6 ciclos de Quimioterapia de consolidacion.

e Grupo 2. Cuatro pacientes con metastasis que recibieron 3 ciclos de Quimioterapia
neoadyuvante, cirugia conservadora o radical, 3 a 6 ciclos de Quimioterapia de consolidacion y
10 unidades de Transferén® via oral por mes, administrados durante los primeros 6 meses de
su tratamiento y se mantuvieron con 2 unidades por semana hasta completar dos afios de

seguimiento posteriores al tratamiento médico quirdrgico.

e Grupo 3. Nueve pacientes sin metastasis que recibieron 3 ciclos de Quimioterapia
neoadyuvante, cirugia conservadora o radical, 3 a 6 ciclos de Quimioterapia de consolidacion y
10 unidades de Transfer6n® via oral por mes administrados durante los primeros 6 meses de
su tratamiento y se mantuvieron con 2 unidades por semana hasta completar dos afos de

seguimiento posteriores al tratamiento médico quirurgico.

e Grupo 4. Cuatro pacientes sin metastasis que recibieron 3 ciclos de Quimioterapia

neoadyuvante, cirugia conservadora o radical y 3 a 6 ciclos de Quimioterapia de consolidacién.
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5.2 CRITERIOS DE INCLUSION

> Pacientes con diagndstico clinico e histopatologico de OS
> Pacientes que firmaron la carta consentimiento informado para participar en este estudio
(Ver Anexo 1)

5.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

» Pacientes que no acudieron a sus citas de seguimiento en el servicio de tumores éseos del
INR o interrumpan su tratamiento.

» Pacientes que decidieron abandonar el protocolo.

> Eliminacion de la muestra si esta fue insuficiente o lisada.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con otras enfermedades 6seas
Pacientes con enfermedades concomitantes (renales, cardiacas, o Gastrointestinales)

Pacientes con enfermedades de origen inmunoldgico.

YV V V V

Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

5.5 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO Y DE SUS ESCALAS DE
MEDICION.

VARIABLES INDEPENDIENTES:

Tratamiento 1: Tratamiento convencional multimodal o multidisciplinario (quimioterapia
neoadyuvante (Doxorrubicina, Cisplatino, Metotrexate y/o Ciclofosfamida), la reseccion quirdrgica

gue implican la eliminacion macroscopica de la masa tumoral y la quimioterapia de consolidacion)

Tratamiento 2: Tratamiento convencional multimodal o multidisciplinario méas Transfer6on®

especifico.
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VARIABLES DEPENDIENTES:

Sobrevida a lo largo del estudio (Meses)

Numero de Leucocitos (Células/mm3),

Numero de Linfocitos T (Células/mm3),

Porcentaje de CD3+CD8+ (Células T Citotdxicas), CD3+CD4+ (Células T Cooperadoras),
CD3+CD4+CD25+ (Células T Reguladoras)

> Porcentaje de CD3+ CD56+ (Células NK)

YV V V V

DEFINICION CONCEPTUAL

Tiempo de sobrevida: Periodo en el que el paciente se encuentra sin evidencia clinica de

actividad tumoral.

Numero y % de Subpoblaciones celulares: Cantidad de células leucocitarias cuantificadas en

relacion de una unidad de medida.

DEFINICION OPERACIONAL

Tiempo de sobrevida; Son los meses en el que el paciente se encuentre vivo. La OMS considera

5 afios sin evidencia clinica de enfermedad como curacion.

Las subpoblaciones leucocitarias: Seran consideradas como la cantidad de células presentes en
las muestras de sangre periférica obtenidas al inicio, durante y al final del tratamiento medido en

valores porcentuales o absolutos de células por mm?®

5.6 ADMINISTRACION DE TRATAMIENTO CONVENCIONAL MULTIMODAL

Se administraron 3 ciclos mensuales de quimioterapia neoadyuvante con combinacion de agentes
terapéuticos (Doxorrubicina, Cisplatino, Metotrexate y/o Ciclofosfamida), reseccién quirdrgica
conservadora o radical (eliminacion macroscopica de la masa tumoral o de miembro afectado) y de

3 a 6 ciclos de quimioterapia de consolidacion (altas dosis de Metotrexate y/o Ciclofosfamida).
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5.7 ADMINISTRACION DE EXTRACTO DIALIZADO DE LEUCOCITOS (EDL 6 DEL)

Se administrd 1 unidad de Transfer6n®, via oral, un dia antes de la quimioterapia, 1 durante la
quimioterapia (3 dias de quimioterapia por ciclo) y posteriormente se administré 1 unidad cada
tercer dia como dosis de mantenimiento hasta el siguiente ciclo de quimioterapia (un total de 10
unidades por 6 meses). Al término de los ciclos de Quimioterapia de consolidacion se mantuvo un

mes mas a los pacientes con dos unidades por semana hasta concluir los dos afios del protocolo.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron por una prueba estadistica no paramétrica (Método de Kruskal
Walllis) que permitié6 comparar la respuesta de cada paciente a diferentes tiempos del tratamiento y

en los diferentes grupos de estudio, con una p < 0.05 y un intervalo de confianza del 95%.

Para el porcentaje de sobrevida se realizd la prueba de Mantel Cox que permitié evaluar la eficacia
de un tratamiento en dos poblaciones separadas. Las pruebas estadisticas y las gréficas que se

muestran en este trabajo fueron elaboradas con el programa Graph_Pad Prism 5.1.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 PRODUCCION DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA ESPECIFICO (FTe)

El FTe se elabor6 con el apoyo del personal de la planta de fabricacion de bioldgicos de la Escuela
Nacional de Ciencias Biologicas (Proyecto Factor de Transferencia), a partir de la seleccion de los
leucocitos humanos que responden a los antigenos tumorales provenientes de la parte anatomica
del paciente que desarrolla un tumor (biopsia) que previamente fue tipificado como Osteosarcoma

por especialistas en la unidad de Histopatologia del INR.
6.2 MUESTRAS BIOLOGICAS

Se llevo a cabo una toma de 5 mL de sangre periférica por puncién venosa utilizando tubos
(Becton Dickinson®) con EDTA como anticoagulante, ésta muestra es necesaria para el analisis

del fenotipo linfocitario y leucocitario.

6.3 REACTIVOS
+» Liquido de Turk (Hycel, Namero de catalogo; 980)
+ Colorante Wright-Giemsa (Hycel. Namero de catéalogo: 840)
+» Solucion de lisis 1x (Becton Dickinson Biosciences, Numero de Catalogo: 340182),
< Solucién PBS 1x, Paraformaldehido 1% y anticuerpos monoclonales que a continuacién se
describen:
e y FITC y PE (Catalogo: 340 182, BD Biosciences)

e CD45 FITC (Beckman Coulter Company) + CD14 PE (Catélogo: 340 182, BD
Biosciences).

e CD19 PE + CD56 FITC.(Catalogo: 340546, Becton Dickinson)
e CD3PercP + CD4 FITC + CD25 PE (Catélogo: 341 134, Becton Dickinson).

e CD8 PE (Catalogo: 12-0089-73, eBioscience)

6.4 MATERIALES Y EQUIPOS
«» Citdémetro de flujo (FACS-Calibur de BD)
«» Microscopio Optico (Marca Carl Zeiss Company, Modelo 1104J13303
< Micropipetas de voliumenes (Finnipipette Labsystems: 0.2-2uL, 5-40uL, 10-100uL, 40-
200pL, 200-1000pL y 1-5mL)
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< Camara de Neubauer (Marca: Proper Lumicyte. Modelo 090001)
< Vortex (Marca: Genie. Modelo 29789

< Centrifuga (Marca Solbat. Modelo J-12)

< Tubos Falcon Axygen 15mL

« Tubos Eppendorf 1.5mL

6.5 METODOLOGIA

6.5.1 CUENTA TOTAL DE LEUCOCITOS EN SANGRE PERIFERICA

e Con la muestra sanguinea contenida en tubo con EDTA, se preparé una dilucién con
colorante o liquido de Turk 1:20 en un tubo Eppendorf, se mezcla en vortex, esto es, para
provocar la hemdlisis de los eritrocitos a causa del acido acético, y la tincion con azul de

metileno de los glébulos blancos.

e Posteriormente la suspension de células se aplic6 por capilaridad en la camara de
Neubauer (Figura 7), ésta se colocé en el microscopio optico, enfocando los cuadros con el

objetivo a 10x.
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FIGURA 11. Ejemplo de una camara de Neubauer

e La cdmara de Neubauer estd dividida en nueve cuadrantes de 1milimetro por lado cada
uno, los cuadros superiores e inferiores (L), (cuatro) estan divididos a su vez en 16

cuadros (Figura 8).

e Se llevé a cabo el conteo de las células presentes en los cuatro cuadrantes, que estan
divididos en 16 cada uno (L), se tomaron en cuenta a todas las células presentes, excepto
aquellas que se encontraron sobre las lineas que salian o que delimitaban a los

cuadrantes.
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b

0.25

1mm

FIGURA 12. Distribucién de los cuadrantes de la caAmara de Neubauer

El calculo del numero de leucocitos totales por mL se obtuvo a partir la siguiente formula:

NUmero de leucocitos totales = N X 20 X 10
4
Donde:
N = Suma de los leucocitos encontrados en las 4 reticulas
20 = Titulo de la dilucién
10 = Correccion de la cAmara para llevar a 1 mL

4 = Numero de reticulas.
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6.5.2 CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS EN SANGRE PERIFERICA

e Se realiz6 un extendido sanguineo en un portaobjetos con 10uL de sangre periférica
contenida en tubo con EDTA, posteriormente el extendido se sec6 al aire y se tifio por la
técnica de Wright Giemsa, durante 5 minutos. Se adiciond solucion reguladora y se

oxigend por 5 minutos hasta observar una placa metalizada sobre el colorante, y

trascurrido el tiempo se enjuago verticalmente al chorro de agua. (Figura 9)

FIGURA 13. Extendido de sangre periférica en portaobjetos pararealizar unatincién

e Se observa en el microscopio 6ptico con el objetivo 100x y aceite de inmersion.
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6.5.3 DETERMINACION DE POBLACIONES Y SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
POR TINCION DIRECTA.

Se llevé a cabo la evaluacién de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias por medio del
andlisis por citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales (conjugados a diferentes
Fluorocromos) por medio de una tinciéon de superficie directa, llevando asi una comparacion de la
intensidad de luz emitida por la deteccion de sefiales de dispersion de la luz laser y emisién de la

fluorescencia del citometro de flujo. La tincidn se realiz6 de la siguiente manera:

e Se utilizaron 6 tubos de Falcon para citometro de flujo y se adicionaron a cada uno, 5uL de
Anticuerpos monoclonales (AcM) correspondientes, en condiciones de esterilidad y

oscuridad, de acuerdo al siguiente orden:

e TUBO 1: IgG1 FITC + IgG2PE (Control de Isotipo)

e TUBO 2: CD45 FITC + CD14 PE (Control de poblaciéon de linfocitos)

e TUBO 3: CD19 PE ( Linfocitos B) + CD56 FITC (Células NK)

e TUBO 4: CD3 Percp (Linfocitos T) + CD4 FITC + CD25 PE (Linfocitos T Cooperadores)
e TUBO 5: CD8 PE (Linfocitos T Citotoxicos)

e Posteriormente se adicionaron a cada tubo 30uL de sangre periférica con EDTA seguido
de una agitacién vigorosa con Vortex incubando los tubos por 20 minutos en oscuridad.
Transcurrido ese tiempo se adicionaron 600uL de solucién de Lisis 1x a los 6 tubos
correspondientes, y se volvi6 a realizar una agitacion vigorosa con el Vortex, para después
incubar las muestras por un tiempo de 10-12 minutos en oscuridad. Después se
centrifugaron los 6 tubos a 80 gravedades durante 5min, al término, se decantaron y se
lavaron con 1000uL de una solucién de PBS 1x, para después homogenizar nuevamente
con el Vértex, y centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos. Finalmente se decantaron y se
fijaron las muestras con 400uL de una solucién de paraformaldehido al 1% y se colocaron

en refrigeracion hasta su analisis en el citbmetro de flujo
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6.5.3.1 ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Para llevar a cabo la cuantificacion de los linfocitos totales (CD3+), linfocitos T cooperadores
(CD3+CD4+), citotéxicos (CD3+CD8+), reguladores (CD4+CD25+), células NK (CD56+) y linfocitos
B (CD19+) se analizaron por medio de un citometro de flujo FACS-Calibur de BD con el Software
CellQuest Pro de BD.
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FIGURA 14. Grafica con puntos de las poblaciones linfocitarias obtenidas por citometria de flujo,

realizando tincion directa para cada uno de los marcadores diferenciales de poblacion.

En este gréafico se selecciond a la poblacién de linfocitos y a partir de esta regién se llevd a cabo la
identificacién de las subpoblaciones linfocitarias de acuerdo a los marcadores de superficie
especificos y al % de fluorescencia, para lo cual se incluyé un control negativo (B) denominado
como control de Isotipo, en donde se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra
Inmunoglobulina de raton conjugados a Isotiocianato de fluoresceina (FITC) y a Ficoeritrina (PE)

gue nos permiten determinar el % de sefales de fluorescencia inespecifica. Ver Figura 13.
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7. RESULTADOS

TABLA 9. Caracteristicas generales de los pacientes.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES

EDAD 24.42 + 12.29 afios
ADOLESCENTES (13-16 ANOS) 3 (16.67%)
JOVENES ADULTOS (17-28 ANOS) 11(61.11%)
ADULTOS (29- 65 ANOS) 4 (22.22%)

LOCALIZACION

FEMUR 7 (38.90%)
TIBIA 6 (33.33%)
HUMERO 5 (27.77%)

GRADO HISTOLOGICO

OSTEOBLASTICO 11 (61%)
CONDROBLATICO 6 (33%)
NO DETERMINADO 1 (6%)
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TABLA 10. Aspectos clinicos de pacientes con metastasis.

Paciente | Edad/Sexo Fecha Dx Grado Histologico | Clasificacion | Sobrevida
Enneking
AG] 28/F ENERO 2008 | CONDROBLASTICO v 18 MESES
AJMM 21/M MARZO 2011 | OSTEOBLASTICO i 14 MESES
EBA 20/M MAYO 2008 | OSTEOBLASTICO v 24 MESES
JCNP 17/M FEBRERO OSTEOBLASTICO v 12 MESES
2006
HMS 18/M NOVIEMBRE | OSTEOBLASTICO v 14 MESES
2006
TABLA 11. Aspectos clinicos de pacientes sin metastasis
Paciente | Edad/Sexo Fecha Dx Grado Histologico | Clasificacion | Sobrevida
Enneking
CMRA 24/F AGOSTO CONDROBLASTICO I 60 MESES
2008
MOCH 21/F OCTUBRE | CONDROBLASTICO I 60 MESES
2006
MLCA 38/F OCTUBRE | NO DETERMINADO I 11 MESES
2008
ESSV 62/F ABRIL 2010 | CONDROBLASTICO I 36 MESES
VFC 14/F JUNIO 2007 OSTEOBLASTICO I 19 MESES
MRE 36/F AGOSTO OSTEOBLASTICO I 36 MESES
2008
RJD 25/M NOVIEMBRE | OSTEOBLASTICO I 8 MESES
2007
ERO 14/M JULIO 2009 | CONDROBLASTICO I 36 MESES
URE 19/M MAYO 2010 | OSTEOBLASTICO I 24 MESES
RLC 18/M JULIO 2010 OSTEOBLASTICO I 18 MESES
OLM 42/M JULIO 2010 OSTEOBLASTICO I 28 MESES
MSG 14/M FEBRERO OSTEOBLASTICO I 14 MESES
2006
LEDM 18/M OCTUBRE | CONDROBLASTICO I 24 MESES
2010
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7.1 EVALUACION CLINICA

Se incluyeron dieciocho pacientes de edades entre 14 a 62 afios, en una relacion de 11 hombres y
7 mujeres con diagnéstico de Osteosarcoma como tumor primario en fase Il y IV (de acuerdo a la
clasificacion de Enneking) de los cuales cinco presentaban metastasis al inicio del protocolo y trece
sin evidencia de lesidon metastasica. En la tabla 9 se muestran las caracteristicas generales de los
pacientes donde se observa que existe una alta frecuencia en fémur (38.90%) seguido de la tibia
(33.33%) y el humero (27.77%). De acuerdo al reporte histoldgico realizado por el laboratorio de
patologia del INR el 61% (once pacientes) presentaron tumor éseo de origen osteoblastico, 33%

(seis pacientes) de origen condroblastico y 6% (un paciente) de origen no determinado.

A los pacientes se les tomaron muestras de sangre periférica al inicio, durante y al finalizar su
tratamiento durante un periodo de dos afios para evaluar su respuesta inmune al tratamiento
multidisciplinario sin y con coadyuvante de Transferon® asi como su evolucién clinica de acuerdo

al tiempo de sobrevida.

7.2 DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS AL INICIO DEL
TRATAMIENTO.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de las Evaluaciones Inmunolégicas,
realizadas al inicio del estudio en donde se comparan los parametros con respecto a la condicion
inicial de los grupos de pacientes (presencia o ausencia de metastasis en el diagnéstico inicial).
Los datos obtenidos se analizaron mediante una prueba de Kruskall-Wallis considerando un nivel

de significancia de 0.05 con un intervalo de confianza del 95%.
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Al inicio del estudio observamos que 6 de 13 pacientes (46.2%) sin lesiones metastasicas
presentaron valores inferiores a 5000 leucocitos/mL de sangre. Mientras que 2 de 5 pacientes

(40%) con presencia de lesiones metastasicas presentaron valores inferiores como se muestra en

la figura 15.
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FIGURA 15. Evaluacién de Leucocitos de pacientes con Osteosarcoma al inicio del Estudio. A.
Representa a pacientes sin metastasis. B. Pacientes con metéastasis.
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En cuanto a la cuantificacion del ndmero de linfocitos T (CD3%) 9 de los 13 incluidos (69.2%),

presentaron valores por debajo de 2000 linfocitos T/mL de sangre periférica, de los cuales 4
pacientes (30.76%) tienen valores por debajo de 1000 células/mL considerado como el valor
minimo obtenido del grupo de referencia. Para el caso de los pacientes con metastasis cuatro de

los cinco incluidos presentaron valores por debajo del valor promedio normal, ver Figura 16.
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FIGURA 16. Evaluacion de Linfocitos T totales (CD3") de pacientes con Osteosarcoma al inicio del
Estudio. A. Representa a pacientes sin metastasis. B. Pacientes con metastasis.
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En cuanto a la cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores (CD3" CD4") y
citotoxicos (CD3" CD8"), observamos que tanto el grupo de pacientes con OS grado Ill (92%, 12 de
los 13 pacientes incluidos) y grado IV (100%, 5 de los 5 pacientes), presentan valores por debajo

del valor promedio normal para linfocitos T cooperadores, ver Figura 17
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FIGURA 17. Evaluacion de Linfocitos T  Cooperadores (CD3" CD4") de pacientes con
Osteosarcoma al inicio del Estudio. A. Representa a pacientes sin metastasis. B. Pacientes con

metastasis.
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De la evaluacion de células CD4" CD25", observamos que en el grupo de pacientes sin metastasis
76.9% (10 de los 13 pacientes incluidos en este grupo) y en el grupo con metastasis 60% (3 de los
5 pacientes incluidos), se encuentran por debajo de 60 células/mL valor minimo obtenido del grupo

de referencia (individuos sanos de la misma edad y sexo), ver Figura 18.
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FIGURA 18. Evaluacion de Linfocitos T  Reguladores (CD4+CD25+) de pacientes con
Osteosarcoma al inicio del Estudio. A. Representa a pacientes sin metastasis. B. Pacientes con

metastasis.
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e —
Para los linfocitos T citotoxicos observamos que 84.6% (once de trece pacientes) y 80% (4 de

cinco pacientes), presentan valores por debajo de lo normal, ver Figura 19.
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FIGURA 19. Evaluacién de Linfocitos T Citotéxicos (CD3+CD8+) de pacientes con Osteosarcoma
al inicio del Estudio. A. Representa a pacientes sin metastasis. B. Pacientes con metastasis.
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En cuanto a la cuantificacion de las células Natural Killer (NK, CD56"). 61.5% de los pacientes del
grupo libre de metastasis, OS grado Ill (ocho de trece pacientes) y 2 de los cinco incluidos en el
grupo con metastasis (OS grado V), presentan valores por debajo del valor minimo normal (300
células/mL), ver Figura 20.
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FIGURA 20. Evaluacién de Células NK (CD3-CD56+) de pacientes con Osteosarcoma al inicio del
Estudio. A. Representa a pacientes sin metastasis. B. Pacientes con metastasis.
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En cuanto a la cuantificacion de las poblaciones de linfocitos B (CD197), se observa que 10 de los
13 pacientes del grupo sin metastasis (OS grado Ill), presentan valores por debajo de 500
células/mL y cinco de los cinco pacientes incluidos en el grupo con metastasis (OS grado V)
tuvieron valores por debajo de 250 células/mL comparando con los valores promedio y minimo

obtenidos del grupo de individuos sanos, ver Figura 21.
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FIGURA 21. Evaluacion de Linfocitos B (CD19+) de pacientes con Osteosarcoma al inicio del
Estudio. A. Representa a pacientes sin metastasis. B. Pacientes con metastasis
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7.3 DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS POST
TRATAMIENTO.

En cuanto a las evaluaciones inmunoldgicas realizada, se observé que los cinco pacientes con
presencia de metastasis que recibieron tratamiento coadyuvante con Transferon® (22B)
mantuvieron sus valores promedio de leucocitos dentro del intervalo de referencia (obtenido del
grupo testigo sano) en comparacion con el paciente con metastasis que recibio tratamiento
multimodal convencional a base de quimioterapia (22A), el cual presenté valores por debajo de
4000 leucocitos/mL, lo que indica una supresion del nimero de estas células con respecto al

grupo que recibié Transfer6n® en donde 4 de los cinco pacientes presentaron valores por arriba de
4000 leucocitos/mL.
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FIGURA 22. Evaluacion de Leucocitos de pacientes con Osteosarcoma post tratamiento. A.
Representa al paciente con metéstasis que recibié tratamiento multimodal convencional. B.
Pacientes con metastasis que recibieron tratamiento multimodal convencional mas Transferén®
como coadyuvante. C. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento multimodal
convencional. D. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento multimodal convencional mas
Transferon® como coadyuvante.
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En el grupo de pacientes libres de metastasis se observa un comportamiento similar a los de
metastasis cuyos valores de leucocitos con el tratamiento de quimioterapia (22C), disminuye a lo
largo de dos afios de seguimiento y en el caso del grupo que recibe quimioterapia mas
Transferon® (22D), sus valores se mantienen en los rangos de referencia (obtenidos del grupo de

individuos sanos de la misma edad y sexo que los pacientes incluidos en este grupo), ver Figura
22.

En la determinacion del nimero de linfocitos T cooperadores (CD3* CD4"), observamos de manera
general que en el paciente con presencia de metastasis (23A) y los pacientes sin metastasis (23C)
que reciben tratamiento multimodal convencional disminuyen significativamente con respecto a su
toma inicial. Asimismo en las secciones 23B y 23D se aprecia que los pacientes con y sin
metastasis que recibieron Transferén® como coadyuvante se aprecia una disminucién del nimero

de células durante el periodo de tratamiento, ver Figura 23.
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FIGURA 23. Evaluacién de Linfocitos T Cooperadores (CD3" CD4") de pacientes con
Osteosarcoma post tratamiento. A. Representa al paciente con metastasis que recibi6é tratamiento
multimodal convencional. B. Pacientes con metéstasis que recibieron tratamiento multimodal
convencional méas Transferén® como coadyuvante. C. Pacientes sin metastasis que recibieron
tratamiento multimodal convencional. D. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento

multimodal convencional mas Transferon® como coadyuvante.
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En el caso de los linfocitos T reguladores (CD4" CD25"), observamos que en el paciente con
presencia de metastasis que recibe tratamiento multimodal convencional (24A) y pacientes con
metastasis que reciben tratamiento multimodal convencional mas coadyuvante de Transferén®
(24B) 50% de cada grupo presentaron una tendencia a la disminucién de los valores iniciales, ver
Figura 24.
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FIGURA 24. Evaluaciéon de Linfocitos T Reguladores (CD3" CD4" CD25") de pacientes con
Osteosarcoma post tratamiento. A. Representa al paciente con metéstasis que recibi6é tratamiento
multimodal convencional. B. Pacientes con metéstasis que recibieron tratamiento multimodal
convencional méas Transferén® como coadyuvante. C. Pacientes sin metastasis que recibieron
tratamiento multimodal convencional. D. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento

multimodal convencional méas Transferon® como coadyuvante.
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Con respecto a la cuantificacion del nimero de linfocitos T citotéxicos (CD3" CD8") observamos
que en el paciente con lesiones metastasicas (25A), que recibe tratamiento multimodal
convencional presenta una disminucion significativa del ndmero de estas células de 527
células/mL a 303 células/mL. En el caso del grupo de pacientes con metastasis que recibe
tratamiento coadyuvante con Transferén® (25B), observamos que a diferencia de lo que ocurrié en
el paciente que solo recibe tratamiento de quimioterapia el nUmero de estas células se mantuvo

dentro de los limites medio y promedio de los valores de referencia.

La cuantificacion del nimero de linfocitos T citotéxicos (CD3" CD8") de los pacientes sin evidencia
de lesion metastasica que reciben tratamiento convencional y/6 Transfer6n® (25D), donde 5 de los
9 pacientes incluidos en este grupo que recibieron Transferon® presentaron un aumento en el
namero de sus células ex vivo, dos de ellos disminuyeron y uno se mantuvo en los rangos de
referencia, mientras que en el grupo de pacientes que sélo recibieron tratamiento multimodal
convencional (25C), el 50% de los pacientes mostr6 aumento en sus numeros de células, ver
Figura 25.
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FIGURA 25. Evaluacion de Linfocitos T Citotoxicos (CD3" CD8") de pacientes con Osteosarcoma
post tratamiento. A. Representa al paciente con metastasis que recibié tratamiento multimodal
convencional. B. Pacientes con metastasis que recibieron tratamiento multimodal convencional
mas Transferon® como coadyuvante. C. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento
multimodal convencional. D. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento multimodal

convencional mas Transferon® como coadyuvante.
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Con respecto a las células NK (CD3'CD56%), se puede apreciar que en el caso del grupo de
pacientes sin evidencia de lesiébn metastasica que recibieron Transferon® (26D) aumentaron el
namero de estas células en el 66.66% de los pacientes incluidos (6 de 9 pacientes) con respecto a
inicio del tratamiento con Transfer6n y comparando con el grupo que solo recibe tratamiento
multimodal con quimioterapia (26C). Para el caso de pacientes con metéstasis que recibieron
Transferon® como coadyuvante (26B) dos de cuatro pacientes evaluados mostraron un aumento
de su ndmero de células al final del tratamiento, mientras que el paciente que recibié solo
tratamiento multimodal convencional sus valores fueron disminuyendo hasta su Ultimo seguimiento,
ver Figura 26.
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FIGURA 26. Evaluacion de Células NK (CD56+) de pacientes con Osteosarcoma post
tratamiento. A. Representa al paciente con metastasis que recibio tratamiento multimodal
convencional. B. Pacientes con metastasis que recibieron tratamiento multimodal convencional
mas Transferon® como coadyuvante. C. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento
multimodal convencional. D. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento multimodal

convencional més Transferon® como coadyuvante.
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En cuanto a la cuantificacion de linfocitos B (CD19+) observamos que se aprecia un aumento en el
namero de células de 5 de los 9 pacientes incluidos en el grupo de pacientes que recibieron
Transferon® (27D) con respecto al inicio de su tratamiento y comparando los resultados con el
grupo que solo recibioé tratamiento multimodal con quimioterapia (27C). Por otro lado, los resultados
obtenidos en pacientes diagnosticados con metastasis con tratamiento multimodal convencional
mas Transferén® (27B) y sin coadyuvante (27A) se observo una disminucion en los valores al final
del tratamiento, ver Figura 27.
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FIGURA 27. Evaluacién de Linfocitos B (CD19+) de pacientes con Osteosarcoma post
tratamiento. A. Representa al paciente con metastasis que recibio tratamiento multimodal
convencional. B. Pacientes con metastasis que recibieron tratamiento multimodal convencional
mas Transferbn® como coadyuvante. C. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento
multimodal convencional. D. Pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento multimodal

convencional mas Transferon® como coadyuvante.
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7.4 TIEMPO DE SOBREVIDA

Se determiné el tiempo de sobrevida de los pacientes en meses, considerando desde la fecha del
diagnostico clinico e histopatologico inicial y la fecha de defunciéon. Se muestra en las ordenadas el
tiempo en meses de sobrevida y en las abscisas el porcentaje de pacientes. En donde de acuerdo
a la prueba estadistica de Mantel-Cox, se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (p =
0.01) al comparar los grupos de pacientes sin metastasis que recibieron el tratamiento
convencional mas coadyuvante de Transferon® (grupo 3) y el que recibi6 solo tratamiento
convencional (grupo 4). De acuerdo a esto se observa mayor sobrevida en el grupo 3 que recibioé

Transfer6n® con respecto al grupo 4, ver Figura 28.
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FIGURA 28. Escala de sobrevivencia de pacientes de Osteosarcoma después de 2 afios de

seguimiento.
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8. DISCUSION

EVALUACION CLINICA.

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos observar que las caracteristicas generales de los
pacientes corresponden a lo reportado en otros estudios. En este trabajo incluimos 18 pacientes
con diagnéstico de tumor éseo primario, de los cuales el 61.11% de los pacientes fueron del sexo
masculino y el 38.89% femenino, en estudios oncolégicos se indican que la incidencia de
Osteosarcoma de acuerdo al sexo es de 2:1 (Hombres: Mujeres), dicha neoplasia tiene mayor
incidencia en las edades de 10 a 25 afios™ y en nuestro grupo de pacientes el rango de edades
fue de 14 a 62 afios con una edad promedio de 24 afios, y con un 61.11% de los casos en el
intervalo de edad de 17 a 28 afos, considerados como jovenes adultos, en los cuales se presenta
la mayor incidencia de los casos reportados. En el 38.90% de los casos la localizacién afectada fue
el fémur, seguido de la tibia y el humero, lo cual corresponde con la presencia de este tipo de

neoplasias en huesos largos como lo reporta Cortés R et al, 2010."°

Con respecto a la clasificacién histoldgica el tipo de tumor que se presenté con mayor incidencia
fue el osteoblastico con un 61% y el condroblastico con un 33% lo cual corresponde a lo reportado
por Gémez, et al, 2012. Donde el 50% de las muestras de pacientes analizados fueron de origen

osteoblastisco.*® *

Se observéd que 26.32% (5 pacientes de los 18 incluidos), presentaron metastasis de inicio de
acuerdo a la clasificacibn de Enneking son de grado IV y 72.22% (13 de los 18 pacientes
incluidos), se encontraron sin evidencia de lesiébn metastasica al inicio del estudio. Sin embargo,
dada la clasificacién y el tipo de extensién fueron catalogados de grado Ill. De acuerdo a estudios
de sobrevida en estos pacientes se pronostica que en el caso de los pacientes con diagndstico de
OS grado IV el tiempo estimado es de 3 a 5 meses y para los de grado lll, de 17 meses de

sobrevida adn con el tratamiento multimodal convencional®

Actualmente el tratamiento multimodal convencional esta basado en quimioterapia y la reseccion
quirGrgica ofrece un porcentaje de vida menor al 15% en estadios avanzados de la enfermedad®,
en la actualidad se desarrollan nuevas estrategias basadas en el uso de la inmunoterapia debido al
papel importante que juega la inmunorregulacion en el control del proceso tumoral y asi también
sobre la regulacion en la remodelacion 6sea en tumores 6seo0s®. Por lo gue en este trabajo nos
intereso evaluar el efecto coadyuvante de un inmunorregulador como el Transferon® al tratamiento
multimodal convencional (quimioterapia neoadyuvante, tratamiento quirdrgico y quimioterapia
adyuvante), evaluando la respuesta clinica (sobrevida) e inmunoldgica (poblaciones vy

subpoblaciones linfocitarias).
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Osteosarcoma por lo que en este trabajo nos enfocamos en evaluar algunos componentes
celulares tales como: Linfocitos T cooperadores (CD3" CD4"), Linfocitos T reguladores (CD3" CD4"
CD25"), Linfocitos T citotdxicos (CD3* CD8") y Células Natural Killer (CD3" CD56") como

responsables en la mediacion de la respuesta inmune en este tipo de neoplasia.
EVALUACION DE POBLACIONES Y SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS.

En cuanto a las evaluaciones inmunolégicas ex vivo en muestras de sangre periférica de los
pacientes sin y con presencia de metastasis, al inicio del estudio se observé que estadisticamente
sus valores son similares a los valores cuantificados del grupo de individuos sanos (libres de OS y
otras patologias). Sin embargo, podemos comentar que la determinacion del namero de leucocitos
en sangre periférica representa un parametro clave en el inicio del tratamiento con quimioterapia y
del prondstico de respuesta al mismo, debido al grado de agresividad de los farmacos citotoxicos y
citostasicos, ya que uno de los efectos adversos es la supresion del nimero de estas células'’. Por
lo que si en un inicio presentaron valores inferiores a los de referencia, es un indicativo de que
posiblemente no se podra dar la continuidad programada en el protocolo de quimioterapia, lo cual

podria implicar una pobre respuesta al tratamiento.

En el caso de la cuantificacion del nimero del nimero de linfocitos T (CD3"), observamos que de
acuerdo a los resultados obtenidos, éstos nos indican que los pacientes con OS presenten cierta
supresiéon del namero de linfocitos T y sus subpoblaciones cooperadoras y citotdxicas, lo cual
implica una pobre respuesta de tipo celular, correspondiendo a lo reportado por Markiewicz et al,
2012%.

Con la evaluacion de células CD4" CD25" se observo que las células se encontraron por debajo
de los valores normales indicando que posiblemente no esté ocurriendo una activacion de la
respuesta celular efectora mediada por la IL-2 sobre las células T cooperadoras ya que
recordemos que la molécula CD25 es el receptor para la IL-2, citocina importante durante la
activacion celular temprana, esto quiza debido a que uno de los posibles mecanismos de evasion
de tumores 6seos es la falta de una ineficaz presentacién antigénica, y debido a que hasta ahora
no existen reportes sobre un antigeno tumoral especifico para OS hace pensar que no ocurre una
presentacion antigénica eficiente y especifica, que induzca la sintesis de IL-2 y por ende la
expresion del receptor, lo cual puede ser un factor determinante en la ausencia de una inmunidad
antitumoral, como lo reportado por Ostrand-Rosenberg 2008, donde indica que los tumores
malignos bloquean la respuesta inmunitaria antitumoral, favoreciendo un ambiente supresor que

permite la progresion del tumor.*
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Existen algunos reportes que indican la presencia de antigenos tumorales en Osteosarcoma
asociados con otros tumores, que pueden funcionar como posibles blancos terapéuticos tales
como: HER-2, MAGE, los miembros de la familia GAGE, NY-ESO-1 y el PBF-, por lo que en
trabajos posteriores seria interesante evaluar su expresion en biopsias de pacientes con
diagnostico de OS en los diferentes grados de acuerdo a la clasificacion de Enneking y su posible

eficacia en la activacion de una respuesta celular antitumoral.> *

En cuanto a la cuantificacion de las poblaciones de linfocitos B (CD19%), ya que son células
importantes en la respuesta citotoxica mediada por anticuerpos en contra de las células tumorales,
el hecho de que los pacientes con OS grado Il y IV presenten valores disminuidos, indica que es
probable que en los casos avanzados de este tipo de tumores, ocurra una supresion de este tipo
de respuesta debido quizd a los mecanismos de escape de los tumores, uno de ellos la baja
expresion de moléculas HER-2 evitando la activacion de los Linfocitos T, como lo reporta Ahmed,
et al, 2009 y por ende la falta de cooperacién entre linfocitos T cooperador y el Linfocito B, lo cual
implica una ineficaz produccion de anticuerpos especificos contra la célula tumoral

(Osteosarcoma).®

Para el caso de las células Natural Killer (CD3'CD56") debido al papel que desempefian son
fundamentales en la respuesta de inmunidad antitumoral, el hecho que en nuestros pacientes los
valores se encuentren disminuidos es un indicativo de la razén por la que se hayan identificado en
estadios avanzados de la enfermedad (grado Il y 1V, segun la clasificacion de Enneking). Debido a
esto es necesario buscar opciones de tratamiento que nos permitan inducir su proliferaciéon y
potenciar su respuesta efectora en la inmunidad antitumoral, como lo propuesto en este trabajo con
el uso de Transfer6n®, como un inmunomodulador de la respuesta inmunitaria de tipo celular, que
aunque estd demostrada su funcién sobre la transferencia de la inmunidad celular al modificar

esta, es posible que coopere con la modificacion de la inmunidad dependiente de anticuerpos.29

De manera general podemos comentar que en la cuantificacion de las poblaciones y
subpoblaciones linfocitarias (CD3", CD19", CD56", CD3" CD4", CD3" CD4" CD25" y CD3" CD8") en
sangre periférica de pacientes con diagndstico de tumor primario de OS grado Il y grado 1V,
existen valores disminuidos en el niumero de células de sangre periférica, lo cual implica
posiblemente una supresion de la respuesta de tipo celular mediada por éstas. Sin embargo, es
conveniente considerar que el hecho que estas células se encuentren por debajo de los valores
normales no implica que no sean funcionales o efectivas para la vigilancia inmunolégica, por lo que
seria conveniente evaluar su funcién efectora y otros mediadores en estudios posteriores. No
obstante, dado el grado avanzado del tumor en nuestros pacientes, podemos inferir que el tumor
Oseo esta desarrollando mecanismos de escape que evitan ser reconocidos y en consecuencia

eliminados por las células que participan en la respuesta inmunitaria antitumoral de tipo citotoxica
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(células NK vy linfocitos T CD8+), lo cual corresponderia con lo reportado Whiteside 2010, que
plantea dos hip6tesis que podrian explicar el escape tumoral a la respuesta inmunolédgica y su
progresién. Una de las propuestas aceptadas es la inestabilidad genética en los tumores
(mutaciones constantes) y otra el desarrollo de una tolerancia inmunolégica al tumor, por el
desarrollo de un micro-ambiente inmunolégico que evita la reactividad de las células que participan

en la respuesta antitumoral.*

EVALUACION INMUNOLOGICA POST TRATAMIENTO.

En cuanto a las evaluaciones inmunolégicas realizadas se observd que los pacientes con
presencia de metastasis que recibieron tratamiento coadyuvante con Transfer6n® mantuvieron sus
valores promedio de leucocitos dentro del rango de referencia (obtenido del grupo control sano) en
comparacion con el paciente con metastasis que recibié tratamiento multimodal convencional a
base de quimioterapia, el cual presento valores por debajo de los normales, lo que indica una
supresién del niumero de estas células con respecto al grupo que recibié Transferon®, es
importante mencionar que en este grupo se respetd el protocolo de ciclos de quimioterapia
programadas, lo que representa una ventaja debido que favorece el manejo de los pacientes y de

alguna manera evita la progresion tumoral.

En el caso de los grupos de pacientes libres de metastasis se observa un comportamiento similar a
los de metastasis cuyos valores de leucocitos con el tratamiento de quimioterapia, se disminuye a
lo largo de dos afios de seguimiento y en el caso del grupo que recibe quimioterapia mas
Transfer6n®, sus valores se mantienen en los rangos de referencia (obtenidos del grupo de
individuos sanos de la misma edad y sexo que los pacientes incluidos en este grupo). Por lo que
podemos comentar que aparentemente el Transferon® esta ayudando a contrarrestar los efectos
citotéxicos relacionados con la disminucion del nUmero de leucocitos, ya que existen reportes que

indican que después de recibida la quimioterapia los pacientes cursan por leucopenia®™*®

Esto corresponde por lo reportado en otros estudios en donde se observa que pacientes con otros
tipo de tumores como: leucemia aguda, melanoma, cdncer de mama, céncer de pulmén, cancer de
colon, que reciben tratamiento de quimioterapia y posterior coadyuvante con Factor de
Transferencia, presentan una recuperacion de los niveles de Leucocitos y Neutrofilos posterior a la
guimioterapia, quiza relacionado con la capacidad de estimular la sintesis CSF, que se reporta en
diversos trabajos. 24,27, 29,31

En cuanto a la determinacion del nimero de linfocitos T cooperadores (CD3" CD4") y su activacion
temprana natural (CD3" CD4" CD25"), observamos de manera general que en el paciente con

presencia de metastasis y el grupo de pacientes sin metastasis que recibe tratamiento multimodal
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convencional disminuyen los ndmeros significativamente con respecto a su toma inicial con un
valor de p = 0.004 y 0.032 respectivamente, en el caso del grupo de pacientes con y el grupo de
pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento coadyuvante con Transferén®
estadisticamente no se observo diferencia significativa en el nimero de células CD3" CD4" con
respecto a la toma inicial (con un valor de p = 0.07 y 0.067, respectivamente). Sin embargo, en la
figura 19 se observa aparentemente una disminucion del nimero de estas células, que

probablemente esta relacionada con los efectos supresores de la quimioterapia o del propio tumor.?

En el caso de las células CD4+CD25+, observamos que en los pacientes con presencia de
metastasis en ambos grupos (con tratamiento multimodal convencional sin y con coadyuvante de
Transferon®) se observa que 50% de los pacientes de cada grupo presentaron una tendencia a la
disminucién de los valores iniciales con una diferencia estadistica no significativa de 0.32 y 0.13
respectivamente y 50% de ellos aumentaron con un valor de p mayores a 0.05, por lo que
podemos comentar que no existi6 un cambio significativo con respecto a sus tomas iniciales.
Considerando el papel de estas células en una respuesta efectora temprana y su posible
asociacién con una respuesta de tipo supresora el hecho de que no se haya modificado sus
valores iniciales, esta indicando que quiza el tumor este desarrollando mecanismos de evasion
tumoral que evitan la activacion temprana de los linfocitos T CD4", debido quiza a la mutacion de
los antigenos tumorales especificos de OS y en consecuencia una ineficaz presentacion
antigénica. Lo cual lo podriamos confirmar si en estudios futuros se analiza la expresiéon de
antigenos especificos relacionados con el OS y su posible mutacién durante la progresién de la
neoplasia, asi como la determinacion de la sintesis de IL-2 por células T activadas y la expresion

de su receptor, adicional a la busqueda de otros marcadores de activacion celular . *

Con respecto a la cuantificacion del nimero de linfocitos T citotéxicos (CD3" CD8") observamos
que en el paciente con lesiones metastasicas, que recibe tratamiento multimodal convencional
presenta una disminucion significativa del nimero de estas células de 527 células/mL a 303
células/mL, esto puede deberse a los efectos citotéxicos de la quimioterapia y/o a que en el micro-
ambiente generado por el tumor se generan factores que favorecen la induccion de la apoptosis de

las células CD3" CD8" ¢ bien su supresion.*® *’

. En el caso del grupo de pacientes con metastasis
gue recibe tratamiento coadyuvante con Transferon®, observamos que a diferencia de lo que
ocurrid en el paciente que solo recibe tratamiento de quimioterapia el nimero de estas células se
mantuvo dentro de los limites medio y promedio de los valores de referencia, por lo que podemos
comentar que probablemente el tratamiento con Transferon® esta evitando la supresion de estas
células. Sin embargo, seria interesante en estudios futuros cuantificar localmente (in situ), la

presencia de estas células y su respuesta especifica contra antigenos tumorales asociados a OS.
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En el caso de los pacientes sin evidencia de lesibn metastasica que reciben tratamiento
convencional y pacientes con tratamiento convencional mas Transfer6n®, no se observo un
cambio significativo con respecto a su toma inicial en el nimero de las células CD3" CD8",
observando una respuesta heterogénea en ambos grupos. Sin embargo, es importante hacer notar
gue 5 de los 9 pacientes incluidos en este grupo que recibié Transferon® presentaron un aumento
en el numero de sus células ex vivo. El hecho de que se observara un aumento del nimero de
células es favorecedor en el posible buen prondstico de la evolucion de la enfermedad, ya que en
algunos reportes indican que un nimero elevado de células CD3" CD8" favorece la sobrevida de
estos pacientes®, lo cual puede explicar el porqué en este grupo se obtuvo una mayor sobrevida

con respecto a los que recibieron sélo tratamiento multimodal con quimioterapia.

En cuanto a la cuantificacion de linfocitos B (CD19") observamos que en los resultados de los
pacientes sin metastasis y pacientes con metastasis mas tratamiento coadyuvante con
Transfer6n® no hubo diferencia significativa (p = 0.11 y p = 0.08 respectivamente), no obstante, se
aprecia un aumento en el nimero de células con respecto al inicio de su tratamiento y comparando
los resultados con el grupo que solo recibié tratamiento multimodal con quimioterapia. Por otro
lado, los datos obtenidos en pacientes diagnosticados con metéastasis con y sin Transferon como

coadyuvante se present6 una diferencia significativa (p = 0.03 y p < 0.05 respectivamente),

Como sabemos los Linfocitos B son células relevantes en la respuesta citotéxica mediada por
anticuerpos en contra de las células tumorales. El hecho por el cual los pacientes con
Osteosarcoma grado IV presenten valores disminuidos, indica que probablemente en los casos
avanzados de este tipo de tumores, exista una supresién de este tipo de respuesta debido quiza a
los mecanismos de escape de los tumores, uno de ellos la baja expresion de moléculas HER-2
evitando la activacion de los Linfocitos T, como se ha mencionado anteriormente A diferencia de
los pacientes sin metéstasis que recibieron Transferon®, el aumento de éstas células genera que
haya cooperacion entre linfocitos T cooperadores y Linfocitos B, lo cual implica la produccién de

anticuerpos especificos contra las células tumorales.

Con respecto a las células NK (CD3-CD56+) observamos que en los pacientes sin metastasis y
pacientes con metastasis que recibieron tratamiento coadyuvante con Transferon® no se observo
diferencia estadistica significativa (p =0.06 y 0.08 respectivamente) sin embargo se puede apreciar
que en el caso del grupo sin lesibn metastasica aumentaron el nimero de estas células Es
importante comentar, que los pacientes que aumentaron el nimero de células NK también
aumentaron las células T CD8+, lo cual es un indicativo de que el tratamiento coadyuvante con

Transferon® este favoreciendo la respuesta inmunitaria antitumoral, como lo reportan en otras
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investigaciones donde se observa aumento de estas poblaciones en pacientes que presentan otro

tipo de neoplasias.'> ' # %

Por lo que seria interesante en investigaciones futuras analizar la
capacidad citotoxica de estas células ex vivo posterior al tratamiento y/o determinar su presencia

en los infiltrados tumorales in situ.
EVALUACION DEL TIEMPO DE SOBREVIDA.

En cuanto al tiempo de sobrevida se observé que el 100% en los pacientes sin metastasis y en el
grupo de pacientes con metastasis, en ambos grupos que recibieron tratamiento coadyuvante con
Transferon® después de dos afios de seguimiento aumentaron significativamente ( p = 0.01) el
tiempo de sobre vida en comparaciéon con lo encontrado en el grupo de pacientes que recibio el
tratamiento multimodal convencional en donde se observa que el tiempo de sobrevida fue de 14 a
40 meses como maximo y en el caso del grupo que recibe coadyuvante con Transferén® aumento
hasta 60 meses.

Estos resultados son relevantes, ya que lo reportado en algunas otras investigaciones en pacientes
con Osteosarcoma que reciben tratamiento de quimioterapia, se estima un tiempo de sobrevida
alrededor de 3 a 5 meses en pacientes con metastasis (grado IV, de la clasificacién de Enneking),
y en el caso de los pacientes libres de metastasis grado lll, con posibilidad de desarrollo
temprano de metastasis un tiempo estimado de aproximadamente 17 meses, por lo que el hecho
que en el caso de nuestro grupo de pacientes sin metéstasis que recibe coadyuvante con
Transferon® presenten una sobrevida de 60 meses es alentador para el manejo de estos
pacientes, al comparar con los resultados de las evaluaciones inmunolégicas una posible
explicacion de este aumento quizé esté relacionado con la posible participacion de las células T
CD8" y células NK, poblaciones que aumentaron su nimero posterior al tratamiento coadyuvante,
como se mencion6 atras. Estos resultados corresponden con lo reportado en otras investigaciones
donde indican que niveles aumentados de estas células son de buen prondstico para la vida de los

pacientes con este tipo de tumores. > '* %
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9. CONCLUSIONES

> De manera general los pacientes con grado avanzado de tumor éseo (grado Il y V),
presentaron disminucion del namero de células linfoides (CD3", CD19", CD56°, CD3"
CD4", CD3"CD4"CD25" y CD3" CD8") en comparacion con el grupo de donadores libres
de Osteosarcoma y otras infecciones compartiendo la misma edad y sexo que los

pacientes incluidos.

» Los 15 pacientes incluidos con diagnostico de tumor 6seo maligno grado Il y IV, 61.1%
fueron del sexo masculino, con una mayor frecuencia en el intervalo de edad entre 14 a 28
afios, con una distribucion de: 61% de tipo osteoblastico y 33% de origen condroblastico

Y con una preferencia en su localizacion sobre huesos largos (fémur, tibia y humero).

» El tratamiento Coadyuvante con Transferén® mantuvo el nimero de leucocitos de sangre
periférica de pacientes que recibieron tratamiento multimodal convencional con
quimioterapia, lo cual permiti6 que este grupo de pacientes recibiera los ciclos de

quimioterapia programados.

» Se observd que el grupo de pacientes sin metastasis que recibieron tratamiento
coadyuvante con Transfer6n® presentaron un aumento en el 60% de los pacientes en el
namero de linfocitos T citotoxicos y células Natural Killer, células importantes en la
inmunidad antitumoral, lo cual contribuyé posiblemente a la buena respuesta al
tratamiento multimodal convencional en estos pacientes y al aumento en el tiempo de
sobrevida a 60 meses con respecto al grupo que solo recibe tratamiento multimodal

convencional a base de quimioterapia.

> El tratamiento con Transferén®, puede ser un una opcion favorable en la inmunoterapia

coadyuvante en pacientes con diagnostico de Osteosarcoma.
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ANEXO 1.

Carta de consentimiento informado.
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@ INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION B
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= INR et SALUD
= - SERVICIO TUMORES OSEOS e

DR. GENARO RICO MARTINEZ
“2010 Afio de la Patria, Bicentenario del Inicio de la Independencia y
Centenario del inicio de la Revolucién”

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO
INFORMACION

Nombre del paciente: Jaloy, Conpr leor  Prpicer de_IlC afios de edad.
Con domicilio en: _« po te o ¢ 2, 4 < Ouuaees Cesjonon
D i _
Nombre del representante legal, familiar o allegado: _| ¢on 10 Ao oy ce
de afios de edad. No de Registro_cs 5 1 & 5= Cama i
Con domicilioen: ___ ki 1=

En calidad de: Ao e

DECLARO

QUE EL DOCTOR: Grane alez oz m
Me ha explicado que es conveniente proceder en mi situacion a:
“Roal,2 a6 L To ¢ de 0 Jires NSefo ~AONC

Por tener diagnéstico:_§ . bue o o Vo oo surscado  epongw/cd S o,
Todo acto médico diagnéstico o terapéutico, sea qu'}rUrglco 0 no quirurgico, lleva implicito una
serie de complicaciones mayores o menores, a veces potencialmente serias, que incluyen
riesgo de mortalidad y que pueden requerir tratamientos complementarios, médicos o
quirdrgicos, que aumenten su estancia hospitalaria. Dichas complicaciones unas veces son
derivadas directamente de la propia técnica, pero otras dependeran del procedimiento, del
estado previo del paciente y de los tratamientos que esté recibiendo o de las posibles
anomalias anatdémicas y/o de la utilizacion de los equipos médicos.

Entre las complicaciones que pueden surgir en
se encuentran:

y

‘\ ALY -"\7-.“I\‘-

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo, y
el médico que me ha atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y me ha
aclarado todas las dudas que le he planteado.

También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna explicacion,
puedo revocar el consentimiento que ahora presto.
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