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RESUMEN ESTRUCTURADO

ASOCIACION DE LA SOBRE EXPRESION INMUNOHISTOQIMICA DE LA GLUCOPROTEINA P
CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y SOBREVIDA EN NINOS CON OSTEOSARCOMA

'ortiz Azpilcueta Mariana, 2Lépez Aguilar Enrique, 3Sepulveda Vildésola Ana Carolina, * Siordia Reyes Alicia
Georgina.

1. Residente de segundo afio de Oncologia pediatrica, 2Médico Jefe de Servicio de oncologia
pediatrica. 3. Directora de Investigacion y Educacion CMN s.XXI, 4Médico Patologo adscrito al
Hospital de Pediatria CMN s.XXI.

Hospital de Pediatria CMN s.XXI, México, Distrito Federal.

Introduccion: El resultado para los pacientes con osteosarcoma tratados con cirugia y/o radioterapia era pobre
con una supervivencia a 2 afios de 15% a 20%, a pesar de un adecuado control local del tumor primario. La
eficacia de la quimioterapia para el tratamiento de osteosarcoma potencialmente puede ser obstaculizado por
la presencia de resistencia a los medicamentos en la cual esta implicado el aumento de expresion de una
proteina llamada “P-glucoproteina” (Pgp), el cual también se asocia con una menor sobrevida.

Disefio: Cohorte, retrospectivo.

Objetivos: Se determind si la sobreexpresion de la glucoproteina p esta relacionada con la respuesta al
tratamiento y menor sobrevida en los pacientes pediatricos con osteosarcoma.

Material y métodos: El procedimiento inmunohistoquimico para la determinacion de la molécula de
glicoproteina P consiste en la administracion de un anticuerpo PGP 9.5, para cada muestra se realizd un
control isotipo negativo, control positivo de calidad de tincion y control de expresion antigénica del material,
en base a la intensidad de tincion. La expresion de glicoproteina P se aceptd como positiva cuando fue
evidente una tincion de coloracion rojiza en citoplasma positiva. Se llevo a cabo un estudio estadistico de la
supervivencia mediante los pruebas de Kaplan Meier y Log Rank.

Resultados: Se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de metastasis al
diagnostico y la sobrevida con una p=0.028 con una sobrevida para estos pacientes de 11.1% y un riesgo de
fallecer si presentan metastasis al diagnostico de 10 veces mas, se encontrd un riesgo incrementado de fallecer
de 11.1 veces mas con una p= 0.000 en los pacientes que presentan una respuesta histologica de Rosen grado I
y II y aunque no se encontrd una asociacion significativa estadisticamente con la sobrevida, si la hay clinica
ya que los pacientes en este grado presentan una sobrevida de 38.9% con respecto a los pacientes en un grado
IIT que tienen una sobrevida de 87.5% a 10 afios. No se encontrd una asociacion estadistica significativa entre
la expresion de Pgp ni la sobrevida p=0.221, tampoco con la respuesta de Rosen, ni con la presencia de
metastasis al diagnostico.

Discusion: No se encontrd una asociacion estadisticamente significativa de la expresion de Pgp con la
sobrevida, sin embargo consideramos que tienen una correlacion clinica importante ya que de los pacientes
que fallecieron en este estudio 58.5% expresaban Pgp, lo cual consideramos se deba al tamafio de la muestra,
asi mismo no se logrd establecer significancia estadistica con la espuesta a tratamiento pero consideramos que
también pueda ser resultado del tamafio de muestra y que en un futuro debamos realizar estudios futuros para
su determinacion.

Es evidente que la sobrevida en los pacientes con OS dismiuye de forma importante cuando se presenta
enfemedad metastasica y que la Respuesta de Rosen es un factor prondstico independiente para estos
pacientes, sin embargo no restamos importancia a la expresion de Pgp como una factor primordial en la
resistencia a drogas aunque sabemos que hay otros mecanismo asociados a la misma.



ANTECEDENTES

El osteosarcoma es el tumor maligno primario de hueso derivado de las células
mesenquimales primitivas, caracterizado por la presencia de estroma celular fusiforme
productor de osteoide . Ocupa el sexto lugar en frecuencia, correspondiendo a 2-4 % de
las neoplasias en edad pediatrica. Se reporta que ocurre en Estados Unidos
aproximadamente a 4.4 casos por millon en nifios y adolescentes menores de 24 afios; hay
aproximadamente 400 nuevos casos de osteosarcoma cada afio en los Estados Unidos en
individuos menores de 20 afios, con rangos similares internacionalmente . En México
ocupa octavo lugar en frecuencia con una incidencia de 2 a 3.5 casos por millon por afo, y
con una mortalidad de 2.57 por millén de defunciones, de acuerdo al ultimo registro del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) ®) El osteosarcoma es el mas comun de los
tumores malignos de hueso ", siendo 35% de los sarcomas primarios de hueso y 56% de
los tumores malignos de hueso en las primeras dos décadas de la vida ).

Tienen un comportamiento altamente agresivo y afectan principalmente a niflos y adultos
jovenes 7).

En la actual clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el osteosarcoma
de hueso se divide en convencional, telangiectasico, de células pequeiias, central de bajo
grado, secundario, parosteal, periostial y variantes superficiales de alto, siendo un factor
prondstico importante la histologia ),

Los factores de mal pronostico son: histologia telangiectasico, la localizacion en el
esqueleto axial, tumores mayores de 15 cm, los que envuelven el periostio y dos o mas
estructuras adyacentes, pacientes menores de 10 afos y mayores de 20 afios (L&) DHL
elevada al diagnostico, niveles elevados de fosfatasa alcalina estan asociados con un mayor
riesgo de metastasis subsecuentes ) En 1976 se dio a conocer por Rosen el grado de
necrosis en el espécimen quirurgico, como un factor de respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante de gran importancia; esta respuesta clasifica a la necrosis en cuatro grados:
Grado I (menor del 50%), grado II (51%-89%), grado III (90%-99%), grado IV (100%),
considerandose como buena respuesta a tratamiento el grado III y IV; hasta la fecha la
respuesta histolégica de Rosen se considera el factor prondstico independiente mas
importante en los pacientes con osteosarcoma (1.2:3:5.6)

En la actualidad se ha dado importancia como factor prondstico a los marcadores
moleculares. Alteraciones en distintos componentes del sistema de control del ciclo celular,
en particular las vias de supresion de tumores de los genes P53 y RBI; pérdida de
heterocigosidad en el locus del gen RB tienen un prondstico significativamente peor que los
que no la presentan. La sobreexpresion de HER 2 esta asociada con un resultado inferior.
Se ha observado pérdida alélica a nivel de otros cromosomas como 3q, 13q y 18q en hasta
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75%, lo cual sugiere la presencia de por lo menos dos genes supresores de tumores
(1,2)

involucrados en la patogénesis y progresion del osteosarcoma
El factor prondstico mas importante es la extension de la enfermedad al momento del
diagnostico, los pacientes con enfermedad metastésica tienen un pronostico desfavorable.

Aproximadamente el 15-20% tienen metdstasis visibles radiolégicamente al diagndstico
(1,3)

El pronostico de los pacientes con osteosarcoma aun permanece incierto a pesar de los
avances en cirugia y tratamiento con quimioterapia . El resultado para los pacientes con
osteosarcoma tratados con cirugia y/o radioterapia era pobre con una supervivencia a 2
afios de 15% a 20%, a pesar de un adecuado control local del tumor primario. Después de
las medidas de control locales, 80% a 90% de los pacientes desarrollaron enfermedad
metastdsica de pulmén lo que sugiere que la mayoria de los pacientes con enfermedad
aparentemente localizada tienen metastasis microscopicas pulmonares. Estos hallazgos
llevaron a la investigacion de la quimioterapia sistémica para prevenir la diseminacion
metastdsica después de la reseccion quirurgica (1239 L os primeros ensayos identificaron a
cisplatino (DDP), doxorrubicina (DOX) y altas dosis de methotrexate (MTX-HD) como los
agentes mas activos. La ifosfamida (I) con o sin etopdsido (E) han mostrado resultados
alentadores. El uso de la poliquimioterapia y reseccion quirargica ha mejorado
drasticamente el prondstico de los pacientes de osteosarcoma %y con la terapia
moderna de los osteosarcomas localizados resecables se ha logrado a 3 afios una sobrevida
libre de enfermedad del 60% al 70% . Sin embargo para aquellos pacientes con
enfermedad recurrente la sobrevida reportada sigue siendo mucho peor, a dos afios de 10%
a30% .

La eficacia de la quimioterapia para el tratamiento de osteosarcoma potencialmente puede
ser obstaculizada por la presencia de resistencia a los medicamentos "*® Probablemente, la
resistencia a la quimioterapia, constituya el principal problema en el tratamiento del cancer
en general %**%%19 Por otra parte, en comparacion con las lesiones primarias, una mayor
parte de las metastasis de osteosarcoma fueron resistentes a multiples farmacos ). La
resistencia a drogas representa un factor prondstico importante en el osteosarcoma . Los
mecanismos de resistencia a los medicamentos en osteosarcoma incluyen alteraciones en
una variedad de proteinas relacionadas con el transporte de las drogas, descarga y
metabolismo del farmaco .

La mayoria de los tumores solidos, de forma innata o adquirida, terminan siendo resistentes
a multiples agentes quimioterapéuticos, con estructura quimica y mecanismos de accion
muy diferentes. Este fendémeno fue descrito experimentalmente y conocido como
resistencia a multiples drogas o MDR (“Multidrug Resistance”), que fue atribuido en un
principio a una proteina transportadora de la membrana celular llamada p-glicoproteina (p
de permeabilidad) 4> ¢%1%!D 4 resistencia relacionada con p-glicoproteina (Pgp) es el
mecanismo de resistencia a multiples drogas mas extensamente estudiado (12410121 pop



ello se la conoce también como MDR clasica o tipica. Al gen que codifica a Pgp se le llama
MDRI1, y se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 (+1%12),

La historia de las proteinas causantes de resistencia a multiples drogas o proteinas MDR, se
inicia en 1973, con el descubrimiento por Keld Dano, de la expulsion activa de
daunorrubicina en células tumorales resistentes. Estudios posteriores describieron el
fenotipo celular resistente a multiples drogas o fenotipo MDR, que consistia en que células
seleccionadas para resistencia mediante la exposicion a un Unico agente antineoplasico,
desarrollaban resistencia a una amplia variedad de compuestos estructuralmente diferentes
@ En 1976, Juliano y Ling descubrieron una glucoproteina en la membrana plasmatica de
c¢lulas multirresistentes, que por sus caracteristicas, parecia una buena candidata para ser
una bomba de expulsion. Pero fue en 1983, cuando Victor Ling y otros investigadores,
dieron a conocer que el aumento de expresion de esa proteina llamada “P-glucoproteina”
(Pgp) estaba implicada en la resistencia a multiples drogas en lineas celulares de
mamiferos' .

La Pgp es una glucoproteina de membrana con un peso molecular de 170 kDa 1019, Hor

este motivo se la llama también proteina P-170"*'*!Y compuesta por una cadena de
aproximadamente 1 280 residuos de aminoécidos que consiste en dos mitades homologas
(dimero), unidas entre si. Cada mitad de la molécula presenta seis dominios hidrofobicos
transmembranales unidos, dispuestos en tres pares y asociados con un dominio hidrofilico
C-terminal. La secuencia de aminoacidos contiene un extenso segmento hidrofobico en el
extremo N-terminal. Los segmentos transmembranales en la membrana plasmatica estan
orientados de forma que el extremo C-terminal se situe en el lado citoplasmatico de la
membrana "*'¥. Los tres pares de segmentos transmembranales estan separados por largas
cadenas de aminodacidos en la cara citoplasmatica de la membrana y cortas cadenas en la
superficie celular. Ademas, la molécula presenta una cadena externa de carbohidratos,
situada sobre la cadena exterior de aminodcidos que une los dos primeros segmentos
transmembranales, cerca del extremo N-terminal de la molécula. Al menos 20 kDa de los
170-180 kDa de la proteina son debidos a los carbohidratos. Existen fuertes evidencias para
asegurar que la porcion exterior de carbohidratos no interviene en el transporte de drogas o
reconocimiento. El estudio de las secuencias de Pgp muestra una estructura altamente
conservada en la porcion transmembranales N-terminal, la cual contiene las caracteristicas
de un dominio en forma de canal. Los dominios intracitoplasmaticos de union e hidrolisis
del ATP forman un poro y act@ian conjuntamente en el transporte activo de drogas al
exterior celular. Esta proteina actia como una bomba extrusora dependiente de energia
@19 El eflujo se realiza a través del poro directa o indirectamente, tras la uniéon a moléculas
transportadoras que pueden ser un péptido(]4).

Actia como una bomba de expulsion ATP-dependiente, reduciendo la acumulacién
intracelular de varias sustancias, disminuyendo su acumulacién en el citoplasma y de esta

., . . . . (4,5,6, 9,10, 12,13,14)
forma también la cantidad efectiva que reacciona con las dianas celulares .
Se especula que las drogas pasan a través de un poro hidrofébico formado por un dominio
transmembrana y que la salida de sustancias requiere de un cambio conformacional de la
proteina dependiente de energia. Se ha sugerido que el estado de fosforilacion de la Pgp
pudiera regular este proceso y modular la resistencia a citotoxicos. Una segunda hipotesis
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de como la Pgp logra disminuir la concentracion intracelular de las drogas, postula que lo
hace de forma indirecta, por regulacion de gradientes de pH y/o eléctrico en las membranas
plasmaticas 2.

Se expresa normalmente en canaliculos biliares, colon, intestino delgado, suprarrenales,
tabulos proximales del rifidn, higado, se han detectado altos niveles de Pgp en el endotelio
capilar de cerebro y testiculo y también en la barrera placentaria, en mtsculo, piel, pulmén
y pancreas”. Se piensa que su funcion pueda ser la de aumentar la excrecion y limitar la
absorcion de elementos nocivos para el organismo >'%1%19),

Se ha detectado Pgp en varias neoplasias hematologicas y solidas > ', pudiendo
aparecer de “novo”, o ser inducida por el tratamiento con quimioterapia, hormonoterapia o
radioterapia *'?. La sobreexpresion de Pgp en diferentes canceres se ha relacionado con
malas respuestas a la quimioterapia e intervalos libres de enfermedad reducidos '

Existe una expresion variable de la Pgp en hueso y cartilago, asi como en lineas celulares
de osteosarcoma. Al igual que en otros tumores, la expresion en las células del sarcoma
osteogénico se incrementa cuando se exponen a agentes quimioterapicos (7.13,14,15)

La expresion de Pgp determina un fenotipo celular resistente a varios productos naturales
como son: antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina, idarrubicina), alcaloides de la
vinca (vincristina, vinblastina), epipodofilotoxinas (etoposido, tenipdsido) y taxanos
(paclitaxel, taxotere), entre otros; y a compuestos exodgenos como son los bloqueadores de
los canales del calcio (verapamilo), digoxina, opidceos, hidrocarbonos aromaticos,
complejos sintéticos como el Tc99-sestamibi, rodamina 123 o antiviricos como son los
inhibidores de proteasas ©:10.19)

Las dos principales manifestaciones de la resistencia a drogas son: resistencia intrinseca, la
cual estd relacionada con el fallo de la quimioterapia inicial y resistencia adquirida en la
que inicialmente el tumor responde a la quimioterapia pero mas tarde se vuelve resistente al
tratamiento inicial y ademés a la terapia con otras drogas diferentes ®'%.

Los cambios genéticos responsables de la resistencia a la quimioterapia pueden ocurrir al
nivel del ADN, del acido ribonucleico mensajero (ARNm) y de la proteina sintetizada. Para
evaluar su expresion existen varios métodos: cariotipo, Southern blot, Dot blot,
renaturalizacion del ADN en gel de agarosa, nothern blot, slot blot, analisis de proteccién
del ARN, hibridacion in situ, reverso transcripcion seguida de reaccion en cadena de la
polimerasa, western blot, inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales, citometria de
flujo-anticuerpos monoclonales, estudios funcionales con sustratos fluorescentes o
radiactivos %"

La deteccion de la Pgp por técnicas de inmunohistoquimica se realiza al nivel de una célula
en particular, es una prueba semicuantitativa que utiliza como control modelos celulares
con niveles conocidos de Pgp. La definicion de «positividad» varia entre diferentes
investigaciones, incluso en algunos articulos publicados no se menciona el limite aceptado.
Con el objetivo de optimizar el estudio inmunohistoquimico, se han desarrollado una gran
variedad de anticuerpos monoclonales (AcMo) que pueden distinguir determinantes
internas (C219, C494, ISB-1) o epitopes externos de la proteina (Hyb-612,MRK16,
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2565/F4, 4F3.16, UIC-2)®. La determinacién inmunohistoquimica es el procedimiento mas
empleado en los trabajos publicados al respecto. Esta técnica presenta unas ventajas
evidentes, como los son el costo y la accesibilidad para su realizacion, teniendo una alta
sensibilidad. La deteccion de una pequeia subpoblacion celular que exprese glicoproteina
es clinicamente relevante a efectos de quimiorresistencia, independientemente de su
valoracion cuantitativa. Las técnicas inmunohistoquimicas, ademas, permiten diferenciar en
una muestra dada la expresion del marcador por células tumorales de la que pudiera exhibir
el tejido conectivo !,

Los estudios de inmunohistoquimica y/o estudios de cuantificacion con RT-PCR han
explorado la expresion de P-glicoproteina en el osteosarcoma, y demostrd la sobreexpresion
de la glicoproteina P en 23% a 45%, con disminucion de la supervivencia en los pacientes
con tumores Pgp positivos. Un meta-analisis también propone que la Pgp se asocia con un
mayor riesgo de progresion de la enfermedad. La sobreexpresion de MDRI1, el gen que

codifica la Pgp, también se ha explorado en cuanto a su papel en la progresion de

. L, . 1
osteosarcoma y su relevancia pronéstica .

Asi la identificacion de la expresion de Pgp, especificamente en osteosarcomas, antes del
inicio del tratamiento, podria ser utilizado como un factor, capaz de predecir el riesgo de
progresion de la enfermedad y desarrollo de resistencia al tratamiento®.

Desde el trabajo de Baldini y cols. en 1995 varios grupos de investigacion han pretendido
establecer la expresion de Pgp como un factor prondstico en el osteosarcoma ',

Baldini encontré que los niveles elevados de Pgp eran prondstico en los pacientes con
osteosarcoma, se asociaban con una pobre sobrevida libre de enfermedad, en sus
resultados encontraron que la inmunorreactividad para Pgp y la necrosis postquimioterapia
(respuesta de Rosen) eran dos variables relacionadas con la evolucién clinica del
osteosarcoma"”.

En la serie de Hernandez Cortés, P y cols. es destacable la relacion de la inmunoexpresion
de Pgp en el pronostico de osteosarcoma 2.

En la misma tendencia que lo publicado por Serra y cols. los sarcomas de alto grado (IIB)
que expresan Pgp tienen una supervivencia mas corta y una mayor incidencia y precocidad
de las metastasis con significacion estadistica. Estos datos son superponibles también a los
que Baldini y cols. publicados a finales del 1995 2.13),

Chan y cols. Encontraron asociacion entre la positividad de Pgp y pobre prondstico .
Kumta y col. Observaron que la expresion de Pgp asociada a la resistencia a doxorrubicina
son un fuerte indicador de falla terapéutica @

Ocho de los nueve pacientes que expresaban el gen mdr-1 en la serie de Imanishi y cols.
Fueron resistentes a la quimioterapia '"'?).

Serra y cols. Encuentran una relacién estadisticamente significativa entre la expresion de
Pgp y la multirresistencia a agentes quimioterapicos en el osteosarcoma. En su serie, los
tumores que expresan que la expresan tenian un mayor indice de metéstasis y un peor
pronéstico 1319,

En el meta-analisis realizado por Pakos y loannidis se demostr6é convincentemente que la
positividad de Pgp se asocid con un peor prondstico sobre el riesgo de progresion a 2 afios,

sugieren que Pgp esté relacionado con factores como el potencial metastasico .

8



Pakbaz y cols. Encontraron que la positividad de Pgp no fue significativamente asociada
con ninguna caracteristica histopatolégica o clinica excepto con la actividad mitotica
elevada. Se demostro que la positividad de Pgp estuvo significativamente asociada con
eventos adversos que incluian la recaida en cualquier localizacion o la muerte (p=0.002),
con sensibilidad y especificidad de la expresion de Pgp de 68% y 91% respectivamente; no
se demostrdo una relacion significativa entre la respuesta histoldgica posterior a la
quimioterapia neoadyuvante®.

Takeshitay cols. Describieron dos lineas celulares murinas de osteosarcoma resistentes a
adriamicina MOS/ADR1 y MOS/ADR2, que demostraban el clasico fenotipo multirresistente a
drogas con sobreexpresion de Pgp, aumento del flujo de salida de drogas y disminuciéon de
la acumulacién intracelular de las mismas; y en donde actuaron otros mecanismos de
resistencia a drogas'.

Por el contrario, para Posl y cols. Este caracter inmunohistoquimico no guarda relacion con
el fracaso de tratamientos quimioterdpicos en el osteosarcoma osteogénico y no predice la
respuesta a la quimioterapia 7>,

Vergier y cols.52 también sefialan la expresion variable de Pgp en sarcomas humanos, pero
no lo considera el mecanismo principal de su resistencia a las drogas ).

La importancia clinica potencial de la expresion del gen MDR 1 y Pgp ha llevado a
multiples estrategias con el fin de evitar o revestir los efectos de resistencia a las drogas
Fisher y Sikic ®* definen los siguientes elementos:

e Uso de antineoplasicos que no son sustratos de la Pgp en casos con sobreexpresion
del gen MDR 1 comprobada o cuando es muy probable. Por ejemplo, los
compuestos del platino (cisplatino, carboplatino), los antimetabolitos
(methotrexato,5-fluoracilo, arabindsido de citosina, los agentes alquilantes
(ciclofosfamida, carmustina) y la bleomicina. La accion terapéutica de estas drogas
pudiera limitarse por la aparicion de otros mecanismos de resistencia a la
quimioterapia.

e Desarrollo de andlogos, estructuralmente modificados, de agentes relacionados con
la resistencia simultdnea a multiples drogas provocadas por el gen mdr 1, que
mantengan su accidn citotéxica y no son sustratos de la Pgp. Por ejemplo, la
morfolinoantraciclinas y la anamicina.

e Utilizacion de transportadores liposomales. Por ejemplo, la doxorrubicina
encapsulada en liposomas mantiene su actividad contra las células que expresan la
Pgp in vitro. Este método se ha empleado para aminorar la cardiotoxicidad pero se
necesitan mas pruebas para demostrar la regresion del fenotipo resistente.

e Inhibicion de la expresion del gen MDR 1. Se han utilizado oligonucledtidos
antisentido en modelos celulares que pudieran ser usados en ensayos clinicos.
Administracion simultanea de inhibidores de la Pgp y agentes antineopldsicos. Por
ejemplo, los bloqueadores de los canales de calcio (verapamilo, nifedipino,
nicardipina), los antipalidicos (quinidina, quinacrina), las fenotiazidas
(trifluoperazinas, flufenazina), las hormonas (tamoxifén, progesterona), los

antibioticos (cefoperazone, ceftriaxone), la ciclosporina A(CsA) y el dipiridamol
(12,13)



La diversidad de la estructura y mecanismos de accion de estos productos sugieren que
deben existir diferentes vias mediante accion de la Pgp y brinda una base para la
combinacién racional de algunos agentes ',

El control de la resistencia es un enfoque novedoso en el tratamiento de las enfermedades
malignas 2.

La capacidad para predecir el curso de osteosarcoma, identificando los pacientes que no

responden a la quimioterapia convencional ayudaria a guiar el tratamiento, lo que permite
. ., . . L,y , 9

la inclusion de agentes capaces de modular la resistencia a maltiples farmacos ©.

La sobreexpresion de la glicoproteina p, puede ayudar a establecer un factor principal en la
multirresistencia, relacionandose con pobre respuesta a la quimioterapia, podria ser
utilizado como un factor capaz de predecir el riesgo de progresion y sobrevida reducidos
en los pacientes pediatricos con osteosarcoma.
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JUSTIFICACION

Los pacientes con osteosarcoma tienen una baja sobrevida, sobre todo aquellos pacientes
que desarrollan una enfermedad recurrente. En nuestro Hospital se reporta una sobrevida
global para los pacientes con osteosarcoma de 26%.

La sobreexpresion de la glicoproteina p, puede ayudar a establecer un factor principal en la
multirresistencia, relaciondndose con pobre respuesta a la quimioterapia, podria ser
utilizado como un factor capaz de predecir el riesgo de progresion y sobrevida reducidos
en los pacientes pediatricos con osteosarcoma, para asi diseflar nuevos esquemas de
quimioterapia especificos segun el tipo de paciente.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sobrevida de nifios con OS en nuestro Hospital es de 26%. Se ha reportado una relacion
importante de esta con la resistencia a farmacos causada por Pgp. Es importante establecer
una relacion entre estas para comprender mejor el comportamiento de estos tumores.

(Cual es la asociacion entre la sobreexpresion inmunohistoquimica de la glicoproteina p
con la respuesta al tratamiento y pobre sobrevida en los pacientes pediatricos con
osteosarcoma?
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HIPOTESIS

La sobreexpresion de glucoproteina p esta relacionada con mala respuesta al
tratamiento y menor sobrevida en los pacientes pediatricos con osteosarcoma en un
23% a 45%.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la sobreexpresion de la glucoproteina p estd relacionada con mala
respuesta y menor sobrevida en los pacientes pediatricos con osteosarcoma.

Determinar la sobreexpresion de glicoproteina p con la respuesta al tratamiento de
los pacientes pediatricos con osteosarcoma.

OBJETIVOS SECUNDARIOS
Establecer:
Asociacion entre la sobrevida y sexo de los pacientes pediatricos con osteosarcoma.

Asociacion entre sobrevida e histologia de los pacientes pediatricos con
osteosarcoma.

Asociacion entre sobrevida y localizacion de los pacientes pediatricos con
osteosarcoma.

Asociacion entre sobrevida y metastasis al diagnostico de los pacientes con
osteosarcoma.

Asociacion entre sobrevida y respuesta histologica de Rosen en los pacientes
pediatricos con osteosarcoma.

Asociacion entre sobrevida y sobreexpresion de los pacientes pediatricos con
osteosarcoma.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Cohorte, retrospectivo.

POBLACION DEL ESTUDIO
Pacientes pediatricos con osteosarcoma

Muestreo no aleatorio por conveniencia de todos los pacientes con diagnostico de
osteosarcoma en el periodo de estudio de 2002 a 2012 en el hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional Siglo XXI.

CRITERIOS DE INCLUSION

Todos los pacientes con Osteosarcoma menores de 17 afos, diagnosticados en el
Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI.

De cualquier sexo

Que tengan expediente completo

Que cuenten con bloque de parafina para realizacion de inmunohistoquimica
CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes que no recibieron tratamiento en este hospital.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes en los que el bloque de parafina no sea suficiente para la realizacion de
técnica de inmunohistoquimica
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DEFINICION DE VARIABLES.

Edad.
Definicion conceptual: Tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta la actualidad.

Definicion operacional: Edad reportada en el expediente al momento del
diagnostico.

Tipo de variable: Universal.

Unidades de medicion: Meses.

Escala de medicion: Cuantitativa continua.

Sexo.

Definicion conceptual: Se refiere al género de una persona.

Definicion operacional: Género reportado en el expediente al momento del
diagnéstico.

Tipo de variable: Universal.

Unidades de medicion: Femenino o masculino.
Escala de medicion: Cualitativa nominal.
Sobrevida global.

Definiciéon conceptual: Meses que permanece vivo el paciente desde que se realiza
el diagndstico.

Definicion operacional: Meses que transcurren desde el diagndstico hasta la tltima
consulta o defuncion.

Tipo de variable: Dependiente.
Unidades de medicidon: Meses.
Escala de medicion: Cuantitativa continua.

Sobrevida libre de enfermedad.
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Definicion conceptual: Meses que el paciente pasa libre de enfermedad desde el
diagnostico hasta la recaida.

Definicion operacional: Meses que transcurren desde el diagndstico hasta la recaida.
Tipo de variable: Dependiente.

Unidades de medicion: Meses.

Escala de medicion: Cuantitativa continua.

Expresion de glucoproteina p:

Definicion conceptual: Expresion membranal de la Glucoproteina p determinado
por inmunohistoquimica.

Definicion operacional: Expresion reportada por inmunohistoquimica de
glucoproteina p.

Tipo de variable: Independiente.
Unidades de medicion: Positivo/Negativo.
Escala de medicion: Cualitativa nominal.
Respuesta de Rosen:

Definicion conceptual: Porcentaje de necrosis en la pieza quirdrgica al momento del
tratamiento local (Grado I: 50%, Grado II: 51%-89%, Grado III: 90%-99%, Grado
IV: 100%)

Definicion operacional: Porcentaje de necrosis reportado en el reporte de patologia
después de realizar el tratamiento local.

Tipo de variable: Dependiente.
Unidades de medicion: Grado I, Grado 11, Grado III y Grado IV.

Escala de medicion: Cualitativa ordinal.

Localizacion:
Definicion conceptual: Lugar donde se localiza la tumoracion.

Definicion operacional: Presencia del tumor en esqueleto axial o en extremidad al
momento del diagnostico.
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Tipo de variable: Confusion.

Escala de medicion: Cualitativa nominal.
Unidades de medicion: Axial/periférico.
Metastasis al diagndstico:

Definiciéon conceptual: Presencia de un foco tumoral fuera de la localizacion
primaria.

Definicion operacional: Presencia de lesiones metastasicas al momento del
diagndstico reportadas en el expediente clinico.

Tipo de variable: Confusion.
Escala de medicion: Cualitativa nominal.

Unidades de medicién: Si/No.

18



DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El presente estudio se encuentra dentro de los lineamientos del reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion publicada en el diario oficial de la
federacion el 7 de febrero de 1984, el instructivo de operacion de la comision de
investigacion cientifica y de los comités locales de investigacion del Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Con la declaracion de Helsinki y su modificacion en 1975, Venecia en 1983 y Hong
Kong en 1989; para los trabajos de investigacion biomédica en humanos.

En este estudio se revisaron las muestras de tejido obtenidas por reseccion tumoral
de los pacientes diagnosticados con osteosarcoma y sus expedientes clinicos en
forma retrospectiva por lo que no fue necesario el consentimiento informado, sin
embargo se guardd el anonimato y la confidencialidad a que el paciente tiene
derecho.

Este estudio fue aprobado por el CIS con No. R-2013-360318.

Se revisaron los expedientes de todos los pacientes menores de 17 afos con
osteosarcoma diagnosticados en el Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional
Siglo XXI en el periodo de enero de 2002 a diciembre de 2012.

Se lleno la hoja de recoleccion de datos, posteriormente se solicitaron al servicio de
patologia los bloques de parafina y se realizo la técnica de inmunohistoquimica para
la determinacion de Pgp de la siguiente manera:

DESPARAFINAR

Colocar en la parrilla a 60° por 30 minutos
Uso del tren:

Reposar en xileno 5 minutos para retirar exceso de parafina

Xileno (recipiente 2) 10 lavados y escurrir
Alcohol absoluto 10 lavados y escurrir
Alcohol al 70% 10 lavados y escurrir
Alcohol al 50% 10 lavados y escurrir

Agua bidestilada (agua inyectable) 1minuto, mantener humedo
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TBS (Puede permanecer hasta 1 dia ya esta hidratado)

RECUPERACION

Enjuagar en agua bidestilada 10 lavados y escurrir
Sumergir en DIVA y con el vaso se pasa a la olla en 500 ml. De agua de garrafon y
destilada, precalentada y mantener por 30 minutos.

INMUNOHISTOQUIMICA

Del TBS se pasan a la 1Q Kinetic (estufa) secando una por una y deben estar
dentro del primer cubo para mantener las laminillas himedas.

Se retira el exceso de agua con una gasa y se usa el pap pen, se colocan una a una en
el IQ Kinetic “HUMECTAR” con TBS.

Escurrir

1.- Aplicar background sniper dropper bottle (azul)
1 a 3 gotas 25° por 10 minutos  Lavar/ enjuagar

2.- Aplicar primary antibody (Pgp 9.5)
1 a 3 gotas 25° por 60 0 30 minutos Lavar / enjuagar

3.- Aplicar Mach 1 Mouse Probe Dropper Bottle (amarillo)
1 a 3 gotas 25° por 15 minutos  Lavar / enjuagar

4.- Aplicar Mach 1 Universal HRP-Polymer Dropper Bottle (naranja)
1 a 3 gotas 25° por 30 minutos  Lavar / enjuagar

5.- Retirar de la 1Q Kinetic (estufa) y sobre el lavabo aplicar DAB (revelador) 100
microlitros por laminilla (3 a 5 minutos) enjuagar con agua bidestilada y dejar caer
en cloro (en un recipiente).

6.- Cargar la rejilla con las laminillas y sumergirlas en hematoxilina por 5 minutos,
enjuagar en agua corriente (como complemento de enjuague lavados en agua
amoniacal).

7.- Regresamos al tren con 10 lavados en:

Agua bidestilada 10 lavados y escurrir
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Alcohol al 50% 10 lavados y escurrir

Alcohol al 70% 10 lavados y escurrir

Alcohol absoluto 10 lavados y escurrir

Xileno (recipiente 1) 10 lavados y escurrir

Xileno (recipiente 2) 10 lavados y escurrir
Montaje:

En cada laminilla se aplicara a la orilla una gota de Eco Mount para pegar el cubre
objeto y dejar secar a la intemperie.

o La solucién tendrd aspecto lechoso y se debera sacar de la olla junto
con el recipiente para esperar a que se temple con la temperatura ambiente
en un aproximado a 20 minutos.

Escurrir y sumergir en agua bidestilada 10 lavados y escurrir,
Pasar a TBS (termina la recuperacion).

Posteriormente el patdlogo observo las laminillas para determinar la positividad de
Pgp la cual se observo en el citoplasma de las muestras y se infirid6 como positivo la
coloracion rojiza del citoplasma en una cruz y 10% de la muestra de tejido.

A la semana se realizd una nueva revision de las laminillas para determinar si
concordaba con la observacion realizada una semana previa.

Posteriormente se realizo el andlisis estadistico que se describe a continuacion.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo el programa SPSS version 20.0.

Se realizd estadistica descriptiva para el analisis de los datos con porcentajes para
las variables cualitativas y medias para las variables cuantitativas.

Estadistica inferencial:
e Asociacion con x> y OR.

e Supervivencia e intervalo libre de enfermedad mediante los pruebas de
Kaplan Meier y diferencias entre grupos con Log Rank test.
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RESULTADOS

El presente estudio se realizdé en el Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo
XXI en el periodo comprendido en enero 2002 a diciembre de 2012, en el cual se
identificaron 32 pacientes con osteosarcoma de los cuales se incluyeron 26 pacientes ya
que estos contaban con bloque de parafina, 16 (61.5%) masculinos y 10(38.5%) femeninos
con una relaciéon hombre mujer de 1.6:1. La edad media al diagnostico fue de 128.8 +
45.02 meses con un rango de 42 a 192 meses (tabla 1).

En cuanto a la localizacion 11 (42.3%) fueron en fémur distal, 5(19.2%) de fémur proximal,
4(15.4%) de tibia proximal, 3 de humero (11.5%), 1 (3.8%) en tibia distal, 1 (3.8%) en
peroné izquierdo y 1(3.8%) en radio izquierdo (tabla 1).

Respecto a la extension, 9 (34.6%) pacientes presentaron enfermedad metastasica pulmonar
al momento del diagnostico mientras que los 17(65.4%) restantes no las presentaron. Sin
embargo 5 (29.4%) de los 17 pacientes sin metastasis al diagndstico la desarrollaron
durante los primeros 12 meses de tratamiento (tabla 1).

Las histologias mas comunes encontradas fueron osteoblastico en 17 (65.4%) pacientes,
condroblastico en 3 (11.5 %) pacientes y telangiectasico 6 (23.1 %) pacientes (tabla 1).

De los 26 pacientes estudiados, se preservaron un total de 11 pacientes (42.3%), de los
cuales siete son de fémur, dos de tibia, uno de htimero y uno de radio. Los restantes 15
(57.7%)pacientes fueron sometidos a cirugia radical (tabla 1).

La respuesta histologica de Rosen fue la siguiente: grado I 7 (26.9%) pacientes, grado I 11
(42.3%) pacientes, grado III 8 (30.8%) pacientes, no hubo grado IV, de estos pacientes se
considraron como buena respuesta a tratamiento solo los que presentaron grado III (tabla

).

En cuanto al estado actual de los pacientes 14 (53.8%) se encuentran vivos, 12 (46.2%)
pacientes fallecieron de los cuales 10(38.4%) fallecieron por progresion tumoral y 2
(7.69%) por sepsis grave.

Se determin6 Pgp en las muestras de tejido tumoral obtenidas al diagnostico de todos los
pacientes incluidos, encontrando que 14 (53.8%) no expresaron Pgp y los 12 (46.2%)
restantes presentaron expresion positiva (tabla 1).

En cuanto a la mortalidad por grupos encontramos lo siguiente:

De los 12 pacientes fallecidos 8 (66.6%) fueron masculino, 4 (33.3%) femeninos sin
encontrar una asocion estadisticamente significativa con una p= 0.619 con intervalo de
confianza(lIC) de 0.701 a 0.464 (tabla 2).
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En cuanto a la histologia 6 (50%) de los pacientes fallecidos tenian histologia osteoblastica,
4 (33.3%) telangiectasica y 2 (16.6%) condroblastica; no hubo asociacion estadisticamente
significativa entre la mortalidad y la histologia con una p=0.312 yun IC de 0.308 a 0.158
(tabla 2).

De acuerdo a la presencia de metastasis 8(66.6%) de los pacientes fallecieron con un PR de
10 con una p=0.001 y un IC de 2.451 a 275.826 (tabla 2).

En cuanto a la respuesta a tratamiento de los pacientes que presentaron una mala respuesta
a tratamiento grupo I y II de Rosen fallecieron 11 (91.6%) y con buena respuesta a
tratamiento grupo III de Rosen 1 (8.3%) con PR de 11 con p=0.000 y un IC de 1.103 a
109.674 (tabla 2).

En cuanto a la expresion de Pgp la mortalidad de los pacientes fallecidos 7 (58.3%)
expresaron Pgp positiva y los restantes 5 (41.6%) no expresaron Pgp, no se encontrd una
asociacion estadisticamente significativa con un p=0.249 ¢ IC 0.81 a 1.936 (tabla2).

De acuerdo a la expresion de Pgp y la respuesta al tratamiento se encontrd que aquellos
pacientes con mala respuesta a tratamiento grupo I y II de Rosen los cuales fueron 18
(69.2%) del total de pacientes, 11 (61.1%) expresaron Pgp con p=0.22 con IC de 0.009 a
0.906 (tabla 2).

En cuanto a la extension de la enfermedad y la expresion de Pgp se realizoé una asociacion
inferencial encontrando que 12 (46.1%) pacientes con Pgp positiva de los cuales 5 (41.6%)
presentd metastasis al momento del diagndstico sin encontrar significancia estadistica con
una p=0.484 con IC 0.110 a 2.862 (tabla 2).

Se encontrd una sobrevida global de 53.8% a 10 afios y un rango entre 45.067 a 90.88
(figural).

Y una sobrevida libre de enfermedad de 46.5 meses y un rango de 40.662 a 89.693 (figura
2).

Se realizd asociacion entre las sobrevidas y el sexo de los pacientes encontrando una
sobrevida estimada de 41% a 10 afios en los pacientes masulinos y 50% a 10 afios en los
femeninos con una p= 0.547 sin encontrar asociacion estadistica significativa (figura 3).

En cuanto a la asociacion entre la localizacion y sobrevida se observo la peor sobrevida en
aquellos que se presentaron en tibia y radio con una estimacion de 0 meses en cada uno
(figura 4).

En cuanto a la histologia presentaron los osteoblasticos presentaron una sobrevida de
64.7% a 10 afios, los ondroblésticos de 33.3% a 10 afios y los telangiectasicos de 33.3% a
10 afios con una p=0.78 (figura 5).
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De acuerdo a la presencia de metéstasis al diagnostico la para los OS localizados fue de
76.5% a 10 afios y de 11.1% a 10 afos para los metastasicos con una p=0.028 (figura 6).

De acuerdo a la respuesta a tratamiento la sobrevida para los grupo I y II que representan
mala respuesta a tratamiento la sobrevida a 10 afios de 38.9% y de los del grupo III con
buena respuesta a tratamiento 87.5% a 10 afios con un p=0.134 (figura 7).

En cuanto a la expresioon de Pgp encontramos que aquellos pacientes que no la expresaron
tuvieron una sobrevida de 64.3% a 10 afios y los pacientes que si la expresaron tuvieron
una sobrevida de 53.8% a 10 afos con una p=0.221 (figura 8).

Los pacientes que presentaron mala respuesta a tratamiento con una respuesta histologica
de Rosen grado III y Pgp negativo presentaron una sobrevida de 85.7% a 10 anos, mientras
que los pacientes que expresaron Pgp y tuvieron una respuesta histologica de Rosen grado I
y II tuvieron una sobrevida de 36.4% a 10 afios con una p=0.583 (figura 9 a y b).

En cuanto a la regresion logistica, encontramos significancia estadistica para la presencia
de metastasis con p=0.49, para el resto de los factores no se presento significancia
estadistica, estos son género con Pp=0.585, diagndstico p=0.750, localizacion p=0.961,
expresion de Pgp 0.893 y respuesta histoldgica de Rosen 0.558.
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DISCUSION

Es evidente que la mortalidad en este tipo de neoplasias es elevada, y si bien la literatura
internacional reporta una sobrevida esperada cercana al 70%, la encontrada en nuestra
experiencia fue de un 53.8% a 10 afios, con una sobrevida libre de enfermedad de 46.5%
muy cercano a lo reportado en la literatura mundial.

En cuanto a la localizacion la més comutn se reporto en fémur distal en un 42.3% locual
concuerda con la literatura en la cual se reporta ésta como la localizaci6 mas frecuente
seguida de tibia proximal y hiimero .

No encontramos una asociacion entre la histologia de estos pacientes y la sobrevida, aunge
mundialmente se acepta que la histologia es un factor pronéstico imortante, siendo la
variedad telangiectasica la de peorpronéstico V), consideramos que el que no se encontrara
esta asocacion significativamente estadistica, clinicamente si tiene relevancia ya que de los
pacientes con histologia telangiectdsica que fueron 4 incluidos en nuestro estudio 3
fallecieron,este resultado probablemente no tuvo relevancia estadistica debido a que el
numero depacientes con esta variedad era pequeno, pero consideramos que es un factor
pronostico importante.

En este estudio los pacientes que presentaron enfermedad metastasica al momento del
diagnéstico fue de 34.6%, 5 (29.4%) pacienntes mads la desarrollaron en forma temprana en
los primeros 12 meses posteriores al diagnostico, con un total de 53.8% lo cual es muy
similar a lo reportado en la literatura mundial en donde se reportan 20% de metastasis al
momento del diagndstic y 46% de los pacientes las desarrollaran de forma temprana.

Debe considerarse que en la mayoria de los paises desarrollados, lo que se reporta es una
sobrevida que ha mejorado del 15% cuando s6lo se trataba a estos pacientes con cirugia, al
70% con el advenimiento de la quimioterapia, pero esta sobrevida reportada es so6lo en OS
localizados. Sin embargo, también se ha considerado que un tercio de los pacientes
presentara enfermedad metastasica pulmonar o recurrencia al sitio del primario, y que estos
pacientes finalmente mueren como consecuencia de la enfermedad con una sobrevida
mucho menor de 10-30% ***% | razén por la cual no es de extraiarse que la mayoria de
las defunciones sean atribuidas a progresion tumoral, tal como se establece en la mayoria
de las publicaciones '***® 1o cual concuerda con lo encontrado en el presente estudio ya
que en los pacientes con enfermedad localizada tienen una sobrevida de 76.5% a 10 afios,
mientras que en los pacientes que presentan enfermedad metastastasica al momento del
diagnostico encontramos una disminucion muy importante de la sobrevida reportandose de
11.1% a 10 afos.

Otro factor pronostico independiente al cual se le ha dado mucha importancia es la
respuesta histologica de Rosen la cual s emide por el grado de necrosis en la pieza tumoral
se considera com mala respuesta grado I y Il y como buena respuesta a tratamiento
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neoadyuvante el grado II y IV ), nosotros encontramos un 26.9% en grado I, 42.3% en
grado II y30.8% en grado III, no se encontraron pacientes grado IV, en la asociacion que s
erealizd con la sobrevida encontramos significancia estadistica y clinica ya que de los 18
pacientes del grupo I y I, 11 (91.6%) paientes fallecieron con un riesgo de estimado de 11
y una p=0.000, sin embargo de los 8 pacientes el grupo III solamente 1 (8.3%) fallecio.
Esto concuerda con lo encontrado en los estudios realizados desde 1976 por Rosen en
donde se establece la respuesta histologica como el factor prondstico independiente mas
importante en la sobrevida ).

En 1973, el descubrimiento por Keld Dano, de la expulsion activa de daunorrubicina en
células tumorales resistentes, dan inicio del estudio de la resistencia a multiples drogas, con
estudios posteriores describieron el fenotipo celular resistente a multiples drogas o fenotipo
MDR, que consistia en que células seleccionadas para resistencia mediante la exposicion a
un Unico agente antineoplasico, desarrollaban resistencia a una amplia variedad de
compuestos estructuralmente diferentes ). En 1976, Juliano y Ling descubrieron una
glucoproteina en la membrana plasmatica de células multirresistentes, que por sus
caracteristicas, parecia una buena candidata para ser una bomba de expulsion. Pero fue en
1983, cuando Victor Ling y otros investigadores, dieron a conocer que el aumento de
expresion de esa proteina llamada “P-glucoproteina” (Pgp) estaba implicada en la
resistencia a multiples drogas en lineas celulares de mamiferos'' V.

La Pgp es una glucoproteina de membrana con un peso molecular de 170 kDa ©'*'9; por

este motivo se la llama también proteina p-170U01214) compuesta por una cadena de
aproximadamente 1 280 residuos de aminoécidos que consiste en dos mitades homologas
(dimero), unidas entre si. Cada mitad de la molécula presenta seis dominios hidrogogicos
transmembranales unidos, dispuestos en tres pares y asociados con un dominio hidrofilico
C-terminal. La secuencia de aminoacidos contiene un extenso segmento hidrofobico en el
extremo N-terminal. Los segmentos transmembranales en la membrana plasmatica estan
orientados de forma que el extremo C-terminal se situe en el lado citoplasmatico de la
membrana '*'Y. El estudio de las secuencias de Pgp muestra una estructura altamente
conservada en la porcidon transmembranal N-terminal, la cual contiene las caracteristicas de
un dominio en forma de canal. Los dominios intracitoplasmaticos de unién e hidrolisis del
ATP forman un poro y actian conjuntamente en el transporte activo de drogas al exterior
celular. Esta proteina actia como una bomba extrusora dependiente de energia @19 gl
eflujo se realiza a través del poro directa o indirectamente, tras la union a moléculas
transportadoras '?.

La sobreexpresion de Pgp en diferentes canceres se ha relacionado con malas respuestas a
la quimioterapia e intervalos libres de enfermedad reducidos @13 en nuestro estudio
encontramos que 12(46.2%) pacientes expresaron Pgp sin embargo no encontramos una
relacion significativamente estadistica con la respuesta a tratamiento valorada por la
respuesta histoldgica de Rosen con una p=0.22, sin embargo clinicamente tiene importancia
ya que de los 18 pacientes en grupo I y II de Rosen en nuestro estudio 11 (61.1%) de los
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pacientes expresaron Pgp, esto probablemente se deba al tamafio de la muestra y
consideramos que se deben realizar estudios posteriores en donde se incluyan un mayor
numero de pacientes.

La expresion de Pgp determina un fenotipo celular resistente a varios productos naturales
como son: antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina, idarrubicina), alcaloides de la
vinca (vincristina, vinblastina), epipodofilotoxinas (etopdsido, tenipdsido) y taxanos
(paclitaxel, taxotere), entre otros; y a compuestos exoégenos como son los bloqueadores de
los canales del calcio (verapamilo), digoxina, opiaceos, hidrocarbonos aromaticos,
complejos sintéticos como el Tc99-sestamibi, rodamina 123 o antiviricos como son los
inhibidores de proteasas ©:10.19)

Lo anterior dio pie al desarrollo del estudio nacional intergrupo del Children’s Cancer

Group (CCG) y del Pediatric Oncology Group (POG) en 1992, para el tratamiento y
estudio del nifio con OS y la posible participacion de esta glicoproteina como factor
prondstico independiente, y aunque los resultados no aportaron la evidencia suficiente para
apoyar la modificacion de los regimenes de tratamiento para los pacientes en quienes se
expresaba esta P-gp, y tampoco se encontrd ser un factor pronostico independiente en la
sobrevida de este grupo de pacientes, si es de considerarse intensificar mas los tratamientos
en el grupo de pacientes que si la expresan, mas que cambiar un esquema terapéutico dado
que la antraciclina se ha mantenido como una droga de primera linea en el manejo de estos
tumores . En el presente estudio tampoco encontramos que la Pgp sea un factor
pronostico independiente para la sobrevida de los pacientes con osteosarcoma, sin embargo
en la asociacion que se realizo entre la expresion de Pgp y la respuesta histologica de Rosen
aunque no se encontro una asociacion estadisticamente significativa, si tienen una
colerracion clinica importante ya que de los 18 pacientes que presentaron una respuesta
grado I y II que se traduce como una mala respuesta al tratamiento neoadyuvante 11 que
representa 61.1% expresaron Pgp en la muestra basal de tejido neoplasico con lo cual
inferimos que es un factor importante para la resistencia a farmacos aunque no tenga un
impacto en la sobrevida de los pacientes y que seria importante considerar otras opciones
terapeuticas para los pacientes que la expresen al momento del diagnosticopara mnimizar al
minimo la resistencia a drogas.

Desde el trabajo de Baldini y cols. en 1995 varios grupos de investigacion han pretendido
establecer la expresion de Pgp como un factor prondstico en el osteosarcoma *'?).

Baldini encontr6 que los niveles elevados de Pgp eran prondstico en los pacientes con
osteosarcoma, se asociaban con una pobre sobrevida libre de enfermedad, en sus
resultados encontraron que la inmunorreactividad para Pgp y la necrosis postquimioterapia
eran dos variables relacionadas con la evolucion clinica del osteosarcoma. En este estudio
no se encontrd una asociacion importante entre la sobrevida libre de enfermedad y Pgp,
pero en cuanto a la correlacion clinica de Pgp con la respuesta histologica de Rosen si se
encontr6 importancia clinica ya que de los 18 pacientes de grupo I y II de Rosen 11
(61.1%) presentaron Pgp positiva aunque estadisticamente no resultara significativo.
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En la serie de Hernandez Cortés, P y cols. es destacable la relacion de la inmunoexpresion
de Pgp en el pronostico de osteosarcoma ¥, en este estudio no consideramos que Pgp sea
un factor pronostico para los pacientes con osteosarcoma, ya que asociacion entre Pgp y
sobrevida no resultd estadisticamente significativa, pero esto probablemente sea debido al
tamafio de muestra ya que en cuanto a la clinica se encontré que de los 12 pacientes
fallecidos 7 (58.3%) fallecieron.

Chan vy cols. Encontraron asociacion entre la positividad de Pgp y pobre pronéstico @, en
nuestro estudio no se puedo determinar una asociacién estadisticamente significativa en
cuanto a la sobrevida para establecer a la expresion de Pgp como un factor prondstico pero
como ya se explico probablemente sea al tamafio de muestra y consideramos que se deben
realizar estudios subsiguientes en donde el tamafio de muestra sea mayor.

Kumta y col. Observaron que la expresion de Pgp asociada a la resistencia a doxorrubicina
son un fuerte indicador de falla terapéutica ), nosotros encontramos una correlacién clinica
importante con la respuesta a tratamiento como ya se explicd, en este estudio a todos los
pacientes se administrd quimioterapia neoadyuvante con antraciclico lo cual correlaciona
con los descrito por Kumta.

Ocho de los nueve pacientes que expresaban el gen mdr-1 en la serie de Imanishi y cols.
Fueron resistentes a la quimioterapia ''"'¥. En nuestro estudio se reporté que 11(61.1%)
pacientes expresaron Pgp de los 18 pacientes que presentaron Respuesta de Rosen [ y II lo
cual se traduce como resistencia a drogas presente en estos pacientes.

Serra y cols. Encuentran una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de
Pgp y la multirresistencia a agentes quimioterapicos en el osteosarcoma, lo cual no se pudo
establecer en nuestro estudio quiza por el tamafio de la muestra pero la relacion clinica
entre la expresion de Pgp y respuesta a tratamiento fue importante. En su serie, los tumores
que expresan que la expresan tenian un mayor indice de metastasis y un peor pronostico >
19 en el nuestro la relacion entre la sobrevida y la presencia de metastasis al momento del
diagnostico fue estadisticamente significativa y concordamos con lo establecido
mundialmente en que la presencia de metéstasis sigue siendo el factor prondstico mas
importante.

En el meta-analisis realizado por Pakos y loannidis se demostré convincentemente que la
positividad de Pgp se asocio con un peor prondstico sobre el riesgo de progresion a 2 aios,
sugieren que Pgp estd relacionado con factores como el potencial metastasico ©, en el
estudio realizado en nuestro centro no logramos establecer una relacion entre la presencia
de metastasis y la expresion de Pgp con una p=0.484 por lo cual creemos que Pgp no esta
relacionada con potencial metastasico, més bien de acuerdo a los estudios realizados desde
1995 se ha establecido como una glucoproteina que determina la resistencia a drogas en los
pacientes con diferentes neoplasias y se tienen bien establecido que la resistencia drogas de

las metastasis es aiin mayor W,

Pakbaz y cols. Encontraron que la positividad de Pgp no fue significativamente asociada
con ninguna caracteristica histopatoldgica o clinica excepto con la actividad mitotica
elevada. Se demostrd que la positividad de Pgp estuvo significativamente asociada con
eventos adversos que incluian la recaida en cualquier localizacion o la muerte (p=0.002),
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con sensibilidad y especificidad de la expresion de Pgp de 68% y 91% respectivamente; no
se demostrd6 una relacion significativa entre la respuesta histoloégica posterior a la
quimioterapia neoadyuvante'”. En el presente estudio no se logro establecer una relacién
significativamente estadistica con la sobrevida, ni con la presencia de metéstasis, solamente
establecimos una relacion clinica con la respuesta a 1 tratamiento neoadyuvante, lo cual
concuerda con los estudios que se han realizado hasta el momento y en donde se ha
establecido que Pgp es una importante glucoproteina de membrana que determina
resistencia a farmacos 2012,

Takeshitay cols. Describieron dos lineas celulares murinas de osteosarcoma resistentes a
adriamicina MOS/ADR1 y MOS/ADR2, que demostraban el clasico fenotipo multirresistente a
drogas con sobreexpresion de Pgp, aumento del flujo de salida de drogas y disminucion de
la acumulacion intracelular de las mismas; y en donde actuaron otros mecanismos de
resistencia a drogas”, esta bien establecido que los mecanismos de resistencia a drogas son
diversos y que actian varios incluso en un solo paciente, consideramos que la expresion de
Pgp es un importante factor para la misma pero no el tinico mecanismo ya que la hipoxia,
la falta de vascularizacion la cual evita que los nutrientes lleguen a la parte necrética de los
tumores y otros como la formacion de vesiculas para la expulsion de farmacos son

. . . . 1
mecanismos importantes y que pueden actuar en un mismo pamente( ),

Por el contrario, para Posl y cols. Este caracter inmunohistoquimico no guarda relacién con
el fracaso de tratamientos quimioterdpicos en el osteosarcoma osteogénico y no predice la
respuesta a la quimioterapia '>'?, en este estudio consideramos que la expresion de Pgp
tienen importancia clinica ya que los pacientes que presentaban resistencia a drogas
determinada por la mala respuesta a tratamiento presentaban la expresion positiva de esta
glucoproteina en un 61.1% sin embargo no logramos encontrar una significancia estadistica
probablemente por el tamafio de la muestra.

Vergier y cols. también sefialan la expresion variable de Pgp en sarcomas humanos, pero
no lo considera el mecanismo principal de su resistencia a las drogas 13 como ya lo
mencionamos anteriormente Pgp tiene un importante papel en el mecanismo de resistencia
drogas pero tampoco consideramos que sea el unico mecanismo por el cual las neoplasias
desarrollan resistencia.

En este estudio se establecié que las metastasis siguen siendo el factor prondstico mas
imortante para los pacientes con osteosarcoma viendo una asociacién importante con la
sobrevida, ya que de los pacientes que desarrollaron metastasis se establecio un riesgo de
fallecer de 66.6% , al igual que la Respuesta histologica de Rosen como factor pronostico
independiente para estos pacientes ya que también encontramos una importante asociacion
con la sobrevidacon p= 0.000 en donde el 91.6% que presentaron una respuesta de rosen
grado I y II fallecieron con un incremento en el riesgo de 11.1veces mas.

No se encontrd una asociacion estadisticamente significativa de la expresion de Pgp con la
sobrevida, sin embargo consideramos que tienen una correlacion clinica importante ya que
de los pacientes que fallecieron en este estudio 58.5% expresaban Pgp, lo cual
consideramos se deba al tamafio de la muestra, asi mismo no se logrd establecer
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significancia estadistica con la espuesta a tratamiento pero consideramos que también
pueda ser resultado del tamafio de muestra y que en un futuro debamos realizar estudios
futuros para su determinacion.

Es evidente que la sobrevida en los pacientes con OS dismiuye de forma importante cuando
se presenta enfemedad metastasica y que la Respuesta de Rosen es un factor pronostico
independiente para estos pacientes, sin embargo no restamos importancia a la expresion de
Pgp como una factor primordial en la resistencia a drogas aunque sabemos que hay otros
mecanismo asociados a la misma.
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CONCLUSIONES

Se encontrd una sobrevida global de 53.8% a 10 afios y un rango entre 45.067 a 90.88
(figural).

Y un intervalo libre de enfermedad de 46.5 meses y un rango de 40.662 a 89.693 (figura
2).

En cuanto a la expresiodon de Pgp encontramos que aquellos pacientes que no la expresaron
tuvieron una sobrevida de 64.3% a 10 afios y los pacientes que si la expresaron tuvieron
una sobrevida de 53.8% a 10 afios con una p=0.221 (figura 8).

Los pacientes que presentaron mala respuesta a tratamiento con una respuesta histologica
de Rosen grado III y Pgp negativo presentaron una sobrevida de 85.7% a 10 afos, mientras
que los pacientes que expresaron Pgp y tuvieron una respuesta histologica de Rosen grado I
y II tuvieron una sobrevida de 36.4% a 10 afios con una p=0.583 (figura9 ay b).

Se realizd asociacion entre las sobrevidas y el sexo de los pacientes encontrando una
sobrevida estimada de 41% a 10 afios en los pacientes masulinos y 50% a 10 afios en los
femeninos con una p= 0.547 sin encontrar asociacion estadistica significativa (figura 3).

En cuanto a la asociacion entre la localizacion y sobrevida se observo la peor sobrevida en
aquellos que se presentaron en tibia y radio con una estimacién de 0 meses en cada uno
(figura 4).

En cuanto a la histologia presentaron los osteoblasticos presentaron una sobrevida de
64.7% a 10 afos, los ondroblésticos de 33.3% a 10 afios y los telangiectasicos de 33.3% a
10 afios con una p=0.78 (figura 5).

De acuerdo a la presencia de metastasis al diagnostico la para los OS localizados fue de
76.5% a 10 afios y de 11.1% a 10 afos para los metastdsicos con una p=0.028 (figura 6).

De acuerdo a la respuesta a tratamiento la sobrevida para los grupo 1 y II que representan
mala respuesta a tratamiento la sobrevida a 10 afios de 38.9% y de los del grupo III con
buena respuesta a tratamiento 87.5% a 10 afios con un p=0.134 (figura 7).
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Tabla 1. Estadistica descriptiva de pacientes pediatricos con osteosarcoma del
Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI

VARIABLE PACIENTES MEDIA
n=26 (100%)
GENERO
Masculino 16 61.5
Femenino 10 38.5
LOCALIZACION
Fémur distal 11 42.3
Fémur proximal 5 19.2
Tibia proximal 4 154
Humero 3 11.5
Tibia distal 1 3.8
Peroné 1 3.8
Radio 1 3.8
HISTOLOGIA
Osteoblastico 17 65.4
Condroblastico 3 11.5
Telangiectasico 6 23.1
METASTASIS
Si 9 34.6
No 17 65.4
RESPUESTA DE
ROSEN
Grado I 7 26.9
Grado II 11 423
Grado III 8 30.8
Grado IV 0 0
PGP
Positivo 12 46.2
Negativo 14 53.8
ESTADO
ACTUAL 14 53.8
Vivo 12 46.2
Fallecido

35



Tabla 2. Factores asociados con el estado actual de los pacientes pediatricos con
osteosarcoma del Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI.

VARIABLE VIVO MUERTO p OR IC
n=14 n=12
(53.8%) (46.2%)
GENERO
Masculino 8(57.1) 8 (66.6) 0.619 2.4 0.701-0.464
Femenino 6 (42.8) 4 (33.3)
HISTOLOGIA
Osteoblastico 11(78.5) 6(50) 0.312 2.3 0.308-0.158
Condroblastico 1(9) 2(16.6)
Telangiectasico 2(14.2) 4(33.3)
METASTASIS
Si 1(7.1) 8 (66.6) 0.001 10.1 2.451-275.826
No 13(92.8) 4 (33.3)
RESPUESTA DE
ROSEN
Grado Iy II 7(50) 11 (91.6) 0.000 11 1.103-109.674
Grado III 7 (50) 1(8.3)
Pgp
Positivo 5(35.7) 7 (58.3) 0.249 0.397 0.81-1.936
Negativo 9(64.2) 5(35.7)
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