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ABREVIATURAS

ADCC: Citotoxicidad mediada por anticuerpos.
ATP: Adenosina trifosfato.

BMPs: Proteinas morfogenéticas éseas.

CBA: Ensayo de citometria por perlas.

CD: Determinante de grupo.

Células NK: Células natural killer. (Asesinas Naturales).
CTL: Linfocitos T citotoxicos.

DNA: acido desoxirribonucleico.

EDL: Extracto Dializable de Leucocitos.

EGF: El factor de crecimiento epidérmico.

FGF: El factor de crecimiento fibroblastico.
FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

FL: Fluorocromo.

FT: Factor de Transferencia.

FTe: Factor de Transferencia especifico.

GH: Hormona del crecimiento.

GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos.
IFN: Interferdn.

Ig: Inmunoglobulina.

IGF-1: Factor de crecimiento similar a insulina 1.
IGF-1y II: Factor analogo a la insulina 'y II.

IL-1: Interleucina 1.

IL-1b: Interleucina 1b.

IL-2: Interleucina 2.

IL-6: Interleucina 6.
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RESUMEN

Los osteosarcomas (OS) son tumores primarios de hueso que se derivan de las células
osteoblasticas, con gran tendencia a la metéstasis y una baja sobrevida en estadios
avanzados que va de los 3 a 5 meses.

En este trabajo se realizd un estudio clinico y piloto, en doce pacientes con diagnostico de
OS en fases Il y IV, con un rango de edad entre 7 a 36 afios, de los cuales 7 son hombres
(58.3%) y 5 mujeres (41.6%). El hueso mas afectado fue el fémur con un 41.6%, seguido de
la tibia con un 25%. A estos pacientes se les evalubé en sangre periférica el nUmero de
células CD3+, CD19+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3-CD16+CD56+, ademas se
cuantificaron los niveles de citocinas séricas (IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 y TNF-a), de
fosfatasa alcalina y hemoglobina, al inicio, tres y seis meses postratamiento.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto del tratamiento adyuvante con
Transferbn® a la quimioterapia, en la sobrevida y en los pardametros clinicos e
inmunolégicos de pacientes con osteosarcoma.

Los pacientes incluidos se dividieron en tres grupos: El grupo 1; de cuatro pacientes con
presencia de metastasis, que recibié tratamiento de quimioterapia y adyuvante de
Transferén® especifico, el grupo 2; de 5 pacientes libres de metéastasis, con tratamiento de
guimioterapia mas adyuvante de Transferén® especifico, y el grupo 3; de tres pacientes sin
metastasis, que recibieron quimioterapia.

De la evaluacién de sobrevida a los dos afios de seguimiento, se observo que para el grupo
1; fue del 100%, en el grupo 2; del 80% y en el grupo 3; del cero por ciento con un desarrollo
temprano de metastasis a los 6 meses de seguimiento en este grupo. Al relacionar estos
resultados con los niveles séricos de fosfatasa alcalina observamos que en el grupo 3, hubo
un aumento de la concentracion de 582 U/L a 3362 U/L. En los grupos que recibieron
tratamiento adyuvante de Transferon® especifico, se observdé una disminucién de los
valores de fosfatasa alcalina con respecto a sus valores iniciales de 557 a 227 U/L; en el
grupo 1y de 102 a 68 U/L; en el grupo 2.

En cuanto a los pardmetros inmunolégicos, se observé un comportamiento heterogéneo en
los grupos de estudio, por lo que no podemos dar una conclusion definitiva al respecto. Sin
embargo, podemos comentar de manera general que en el grupo 2, se observé una
tendencia al aumento en el nimero de células CD3+CD8+ y CD16+CD56+. Clinicamente se
reporta que los pacientes con presencia de metastasis que recibieron tratamiento adyuvante
de Transferon se mantienen en el mismo estadio sin observar aparentemente nuevas

lesiones metastasicas.
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ABSTRACT

Osteosarcomas (OS) are primary bone tumors derived from osteoblastic cells, with great
tendency to metastasis and low survival in advanced stages ranging from 3 to 5 months.
In this paper we conducted a pilot clinical study in twelve patients with a diagnosis of OS in
stage Ill and IV, with an age range from 7 to 36 years, of which 7 are males (58.3%) and 5
women (41.6 %). The most affected bone was the femur with a 41.6%, followed by warm
25%. These patients were evaluated in peripheral blood the number of CD3 +, CD19 +, CD3
+ CD4 +, CD3 + CD8 +, CD3-CD16 + CD56 + also quantified the levels of cytokines serum
(IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a), alkaline phosphatase and hemoglobin at
baseline, three and six months after treatment.

The goal of this study was to evaluate the impact of adjuvant Transferon ® to chemotherapy
on survival and clinical and immunological parameters of patients with osteosarcoma.
The patients included were divided into three groups: group 1, four patients with metastases,
who received chemotherapy and adjuvant Transferon ® Specifically, the group 2 of 5
patients free of metastases with adjuvant chemotherapy more of specific Transfer6n ®, and

group 3, three patients without metastases, who received chemotherapy.

From the evaluation of survival at two years follow-up, it was observed that group 1 was
100% in group 2, 80% and in group 3, the zero percent with early development of
metastases the 6 months follow up in this group. By relating these results with serum alkaline
phosphatase levels observed in group 3, there was an increased concentration of 582 U / L
to 3362 U / L. In the groups receiving adjuvant treatment of specific Transferon ®, we
observed a decrease in alkaline phosphatase values with respect to their initial values of 557
to227 U/ L, ingroup 1 and 102to 68 U/ L, in group 2.

Regarding the immunological parameters was observed heterogeneous behavior in the study
groups, so that we can not give a definite conclusion about it. However, we can comment in
general that in group 2, we observed an increasing trend in the number of CD3 + CD8 + and
CD16 + CD56 +. Clinically it is reported that patients with metastases who received adjuvant
treatment Transferon remain at the same stage without observing apparently new metastatic

lesions.

-

-




ESTUDIO PILOTO: “EFECTO DEL TRANSFERON ® COMO ADYUVANTE AL TRATAMIENTO DE OSTEOSARCOMA".

l. INTRODUCCION.

1.1 Definicién de osteosarcoma.

De acuerdo 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 pequefas
cantidades de material osteoide, con gran tendencia a la metéstasis, en cualquier otro
hueso, musculo o tendones cerca del tumor primario. Aunque se ha observado que en el

90% de los casos este se disemina hacia el pulmén (1).

En la figura 1 se observa una zona tejido osteoide abundante -caracteristico del

osteosarcoma.

MATERIAL OSTEOIDE

Figura 1. Imagen radiografica de la metafisis del fémur de un paciente con osteosarcoma
(URL1).
La lesibn macroscépica se caracteriza por una masa irregular que se extiende hacia la
médula diafisaria. La célula comun a todos los subtipos de Osteosarcomas es el osteoblasto
tumoral (Figura 2). Hay gran cantidad de osteoide (tejido 6seo inmaduro).

Figura 2.- Osteoblastos tumorales, caracteristicos en el estudio histopatolégico. Técnica
Hematoxilina Eosina (URL2).
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1.2 Incidenciay epidemiologia.

Las principales neoplasias para los adolescentes de 15 — 19 afios son los Tumores del
Sistema Nervioso Central (10%), leucemias (10%), linfomas (25%) y tumores Gseos entre
los cuales destaca el osteosarcoma con una sobrevida promedio 2 afios en estadios
iniciales de la enfermedad (2).

El Osteosarcoma se presenta generalmente en pacientes jévenes en edades en desarrollo,
comprendidas entre los 10 y 25 afios, con predominio en el sexo masculino (1). Representa
del 1 al 3 % de todos los tumores 6seos de la infancia; su incidencia es de 7 casos por un
millon de adolescentes por afo (3).En México y Latinoamérica se diagnostican
aproximadamente 1,500 casos nuevos de tumores 0seos en nifios cada afio (4).La
tumoracion 6sea suele localizarse en la porcion distal (metafisis) de huesos largos, siendo el
fémur el mas afectado, con una frecuencia que va de 40% a 50% de los casos, seguido de

la tibia (con un 20% de los casos) y el humero (10% a 15%) (5).
1.3 Clasificacion:

El osteosarcoma se encuentra clasificado dentro de los tumores formadores de hueso; que

a su vez se clasifican de acuerdo a su severidad; como se indica en la tabla 1 (3).

Benignos Intermedios Malignos
Osteoma
Formadores de hueso Osteoma osteoide Osteoblastoma agresivo Osteosarcoma
Osteoblastoma
Condroma
Osteocondroma
Formadores de cartilago R Condrosarcoma
Fibroma condrombxoide
Tumor de células gigantes
Sarcoma de Bwing
Tumores de celulas L'f‘f‘""“ s
dondas byl
e Tumor
neuroactodérmico
Tumores vasculares mﬁma Hmanghpenaw oy ok
: Fibroma desmopkisico Fibrosarcoma
;‘é‘m“ %dw'm."ﬁ Fibrohistiocitoma Fibrohistiocitoma
tejido conectivo benigno maligno
Otros Cordoma. Adamantimoma

Tabla 1. Clasificaciéon de los tumores formadores de hueso en base a su severidad (3).

-
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Otras clasificaciones consideradas por la OMS, agrupan a estos tumores como primarios o
de novo y secundarios; de acuerdo a su asociacién con otras patologias; o basados en la
localizacién del tumor se clasifican en centrales o medulares (localizados en la cavidad

medular) y de la superficie (localizados en la superficie del hueso) (1).

En 1983, el American Joint Committee on Cancer establecié un sistema de estratificacion
para tumores malignos (Tabla 2). Este sistema se basa en cuatro criterios:

* La extensién del tumor primario (T): siendo T1 un tumor confinado a la cortical y T2 un
tumor que la sobrepasa.

* La ausencia (NO) o presencia (N1) de adenopatias.
* La ausencia (M0) o presencia (M2) de metastasis a distancia.

* El grado histolégico: subdividido en bien diferenciado (G1), moderadamente diferenciado
(G2), pobremente diferenciado (G3) o indiferenciado (G4). G1 y G2 son lesiones de bajo
grado, y G3 y G4 de alto grado. Esta clasificacion ha sido revisada en 2003, pasando a
considerar en T el tamafio del tumor mas que su localizacion: Los tumores menores de 8 cm
se denominan T1 y los mayores de 8 cm pasan a designarse T2. Se crea una nueva

categoria, T3, para lesiones con presencia de metastasis saltatorias.

Estadio Tumor Adenopatias Metastasis Grado
1A i NOD MO G1-2
1B T2 NO Ma Gi-2
A T NO MO G3-4
B T2 NOD MO G3-4
Il T3 N M0 Cualquiera
VA Cualquiera NO Mia Cualquiera
VB Cualguiera N1 Cualquiera Cualquiera
VB Cualquiera Cualquiera Mib Cualquiera

T0: No hay evidencia de tumar primario. T1: Tumor de 8 cm de didmeto mayor o menos, T2: Tumar mayor de 8 cm. N
Augencla de adenopatias. N1: Adenopatfas regionales. MO Ausencla de metdstasla, M1a: Metdstasis a pulmdn. M1b:
Metdstasls en ofras bocalzaciones, G1: Tumor bien diferenclado (bajo grada), G2: Tumor moderadamente diferenciado bajo
qgradn). G3: Tumro pobremente diferenciado (alto grada). G4: Tumaor indiferanciado (alto gradio)

Tabla 2. Clasificaciéon de los tumores propuesta el American Joint Committee on Cancer.
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1.4 Patogeniay factores etioldgicos.

La etiologia del osteosarcoma es desconocida, aunque se relaciona con 5 factores:

Mutacién en el gen p53: (el cual participa en el control del ciclo celular al activar
proteinas capaces de reparar DNA dafiado o bien al inducir la apoptosis en células
cuyo DNA no puede ser reparado); estd mutacion puede deberse a una causa de
origen viral.

Radioterapia ionizante: se ha observado que incrementa el riesgo de desarrollar
neoplasias; se documenta en pacientes que han recibido tratamiento con radioterapia
(6).

El uso de quimioterapia con agentes alquilantes (7).

Relacionado con la proteina retinoblastoide (pRb): la alteracién genética de esta
proteina en los pacientes con retinoblastoma se localiza en el cromosoma 13q14, la
cual corresponde a la misma alteracion en pacientes con osteosarcoma,
observandose que el osteosarcoma es la segunda neoplasia en infantes que han
sufrido retinoblastoma.

Diversos padecimientos a nivel 6seo, como la enfermedad de Paget, enfermedad de
Ollier y sindrome de Mafucci (5).

Desregulacion de moléculas del metabolismo 0Oseo; algunos de las moléculas
susceptibles a desregulacién se mencionan en la tabla 3, asi como el proceso en el
gue participan. Un ejemplo de esto es el aumento de interferon gamma que puede
actuar como molécula inhibidora de osteoclastogénesis; proceso necesario para la

resorcién 6sea que puede derivar en un proceso neoplasico (Tabla 3).
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Tabla 3. Factores que intervienen en laregulaciéon ésea.

Estimulan formacion

Estimulan reabsorcién

Inhiben
reabsorcién

BMP-2 (Proteina morfogenética 6ésea-2)
BMP-4 (Proteina morfogenética 6sea-4)
BMP-6 (Proteina morfogenética 6sea-6)
BMP-7 (Proteina morfogenética 6sea-7)
- IGF-I (factor analogo a la insulina I)
crecimiento IGF -l (Factor analogo a la insulina I1)
TGF-B (Factor transformante del
crecimiento f3).
FGF (Factor de crecimiento fibroblastico)
PDGF (Factor de crecimiento derivado
de las plaquetas).
VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelial).

Factores de

Citocinas

TNF (Factor de necrosis tumoral)
EGF (Factor de crecimiento
epidérmico)

PDGF (Factor de crecimiento
derivado de las plaquetas).
FGF (Factor de crecimiento
fibroblastico).

M-CSF (Factor estimulante de
colonias de macréfagos).
GM-CSF (Factor estimulante de
colonias de granulocitos y
macréfagos).

IL-1 (Interleucina -1).

IL-6 (Interleucina -6).

IL-8 (Interleucina -8).

IL-11 (Interleucina -11)
PGE?2 (Prostaglandina E-2).
PGEL1 (Prostaglandina E-1).
PGG2 (Prostaglandina G-2).
PGI2 (Prostaglandina I-2).
PGH2 (Prostaglandina H-2)

IFN-y (Interferén vy)

IL-4 (Interleucina-4)

o
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1.5 Métodos de diagndstico.
El diagndstico de osteosarcoma se basa principalmente en:

La historia clinica: las manifestaciones clinicas tienen una duracion promedio de
tres meses y son; dolor local, aumento del volumen del hueso afectado y
neoformacion vascular (5).

Exploraciéon fisica: dirigida a revision del tumor (forma y tamafio) ademas de
auscultaciones de campos pulmonares.

Estudios de imagen: radiografia simple; tomografia axial computada, resonancia
magnética nuclear y gammagrafia (8).

Estudio de citologia: puncién aspiracion con aguja fin e histopatologia (9).

Estudios de laboratorio: biometria hematica, quimica sanguinea con estudios de
metabolismo 6seo (determinacion de la actividad la enzimas lactato deshidrogenasa,
fosfatasa alcalina y fosfatasa écida).

Uno de los marcadores tumorales que se utilizan en el diagnéstico de Osteosarcoma es la
determinacion de fosfatasa alcalina, en el plasma o suero de un paciente normal se
encuentra esta enzima, pero se encuentra elevada en enfermedades Gseas caracterizadas

por un aumento de la actividad osteoblastica. (10).

1.6 Tratamiento empleado y prondstico de vida.

El tratamiento de osteosarcoma ha evolucionado desde la amputacion o cirugia radical,
hasta la introduccion de la quimioterapia, pasando por el uso de radioterapia, con una mala

respuesta a esta Ultima ya que no es un tumor radiosensible (5).

El plan de tratamiento para los pacientes con osteosarcoma se puede resumir en:

e Quimioterapia neoadyuvante. En un numero total de tres ciclos. Las principales
ventajas de este son; la reduccion del edema, disminucion del tamafio del tumor y su
vascularizacion y el efecto comprobado sobre las micrometastasis, este esquema se
sigue antes de someter al paciente a cirugia; ya que el principal objetivo de este tipo
de quimioterapia es la disminuciébn del tamafio del tumor presente. (5). Se
recomienda el uso de agentes citéstaticos (Tabla 4) combinados a altas

concentraciones.
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e Cirugia: ablativa (amputacion o desarticulacién) o con preservaciéon de miembro
(resercciones amplias y reconstruccion con endoprétesis, injertos 6seos).

e Quimioterapia post-operatoria: se realiza por un periodo aproximado de seis
meses. La eleccion de los quimioterapéuticos depende de la respuesta histologica

del tumor a la quimioterapia neoadyuvante (11).

Para cada esquema de tratamiento pueden utilizarse diversos agentes citostaticos (Tabla 4)
con propiedades farmacolégicas y caracteristicas diferentes, el uso de cada uno dependera

del grado de severidad de la tumoracion y el grado de respuesta en el paciente.

1.7 Inmunoterapia.

La principal razén de buscar una estrategia de base inmunoldgica, radica en el hecho de
gue las terapias actuales contra el cancer, dependen de farmacos que destruyen las células
en division o bloquean la division celular, y estos tratamientos tienen graves efectos sobre
las células normales en proliferacion de los pacientes con cancer, como consecuencia de

esto, el tratamiento causa una importante morbimortalidad.

La respuesta inmune a los tumores puede ser especifica a los antigenos tumorales y no
dafar a la mayor parte de la células normales; por consiguiente, la inmunoterapia tiene el
potencial de ser el tratamiento con mayor especificidad hacia el tumor; gracias a las ventajas
de la inmunoterapia y las caracteristicas del Factor de Transferencia (que seran vistas a
detalle mas adelante) se propone a este como un buen candidato en la terapia adyuvante a

la quimioterapia.

Existen diversas investigaciones que indican que la inmunoterapia con productos derivados
0 que actlan directamente sobre las células que participan en la inmunidad tumoral puede
ser una opcion para el tratamiento del cancer. Sin embargo muchos de ellos aln se

encuentran en investigacion.
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A continuacioén se presentan algunos de los tratamientos inmunolégicos:

1.8 Vacunas antitumorales.

Se basan en el uso de células tumorales muertas, con el objetivo de generar una respuesta
celular especifica mediada por linfocitos T, también se ha tratado de hacer mas eficiente la
respuesta celular en contra del tumor, mediante la administracién de células dendriticas
purificadas, procedentes del mismo paciente e incubadas con antigenos tumorales o

transfectadas con genes que codifican antigenos tumorales (12).
1.9 Anticuerpos monoclonales.

Esta tiene como objetivo dirigir selectivamente el tratamiento antitumoral hacia antigenos
presentes especificamente en las células tumorales. Uno de los problemas asociados al uso
de anticuerpos monoclonales, es la proliferacion de células tumorales que han perdido el
antigeno contra el que el anticuerpo actla, por lo que ya no son reconocidas por dichos

anticuerpos (1).
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Tabla 4. Caracteristicas de

quimioterapia, por su efecto citotéxico (37, 37).

QUIMIOTERAPEUTICO

Ciclosfamida

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Oxafosforina de accion citostatica
basada en la ruptura de la doble hélice de
DNA. En el ciclo celular se hace mas

corta la fase G2.

los antineopldsicos comlUnmente utilizados en

EFECTOS SECUNDARIOS.

Mielosupresion, estrefiimiento, anorexia,

cistitis, microhematuria, azoospermia,

oligospermia, fibrosis pulmonar crénica,

pancreatitis aguda.

Doxorrubicina

Antraciclina  que se acopla a

aminoazlcares; ejerciendo su accién
citotoxica mediante la formaciéon de

radicales libres, incrementa la

fragmentacion de DNA e inhibe la

sintesis de acidos.

Trombocitopenia, anemia, hipoxia tisular,
hemorragia, leucemia mielogena aguda,

hepatomegalia, derrame pleural, edema

pulmonar, disfuncién ventricular, alopecia,

hiperpigmentacién de piel y ufias.

Sulfato de vincristina

Alcaloide vinca, obtenido de la planta
pervinca, detiene el ciclo celular en
metafase, por lo tanto bloquea Ila

cariocinesis, también interfiere en el

metabolismo de los aminoacidos.

Hipersensibilidad, coprostasis, anorexia,
vomito, hipertension, infarto al miocardio,
ataxia, coma, neuropatia motora, ceguera,

atrofia 6ptica, leucopenia, trombocitopenia.

Cisplatino

Metal pesado, perteneciente a los
complejos de coordinacién del platino,
aumenta las especies reactivas del
oxigeno y peréxido organico, inactivando

las enzimas antioxidantes.

Toxicidad renal, pérdida de audicién,

mielodepresion, nausea, vOmito, anorexia,

edema facial disnea, taquicardia.
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I. RESPUESTA INMUNE CONTRA TUMORES.

2.1 RESPUESTA CELULAR:

A) Linfocitos T citotéxicos (CD3"CD8")
El principal mecanismo de inmunidad tumoral son los CTL (linfocitos T citotdéxicos) que
llevan a cabo la destruccion de células tumorales, esta subpoblacion linfocitaria desempenfa
su funcién de vigilancia reconociendo y destruyendo células con malignas que expresan
péptidos derivados de proteinas celulares mutantes o de proteinas de virus oncogénicos,
gque son presentadas en asociacion con las moléculas de histocompatibilidad de clase |
(MHC-I) (14).

B) Linfocitos T cooperadores (CD3" CD4")
Desempefian su funciéon antitumoral produciendo citocinas (como la interleucina-2) que
colaboran con el desarrollo y diferenciacion de los CTL. Ademas las células T cooperadoras
especificas a antigenos tumorales pueden secretar citocinas como el factor de necrosis
tumoral (TNF), interferon gamma (IFN-y); que pueden aumentar la expresion de moléculas
de clase | (MHC- I) por la célula tumoral y aumentar la capacidad citolitica de los CTL. Es

posible también que el IFN-y active macréfagos para destruir a las células tumorales (14).

C) Respuestainmune humoral.
Los anticuerpos son inmunoglobulinas que participan en la respuesta inmune de tipo
humoral.
En el caso de los portadores de tumores pueden producir anticuerpos contra diversos
antigenos tumorales; dichos anticuerpos pueden destruir a las células tumorales activando
el complemento o mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, en las que las
células NK y macréfagos portadores de receptores Fc median la destruccion de las células

tumorales (14).

D) Células NK (asesinas ¢ citotoxicas naturales).
Las células NK destruyen muchos tipos de células tumorales, especialmente células que
tienen una expresion de moléculas del MHC reducidas, que pueden escapar de la lisis por
los CTL (14).

-

-
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Las células NK responden a la ausencia de MHC - I; ya que el reconocimiento de esta
molécula suministra sefiales inhibitorias para las células NK; algunos tumores pierden la
expresion de moléculas de las clase | de MHC, quiza a consecuencia de la seleccién contra
células que expresan MHC de clase | por los CTL, esta alteracion inmunolégica hace que los
tumores sean dianas adecuadas para las células NK (14); o bien las células NK expresan el
receptor Fcglll (CD16), el cual tiene 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, fenémeno conocido como ADCC. El FcgRIll 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 capacidad de unirse a la IgG libre, lo cual asegura la activacion de
las células NK solo en el momento requerido. Esta interaccion del FcgRIIl con las células
cubiertas con IgG activa la sintesis y secrecion de citoquinas en las células NK,
particularmente IFN-y, y al mismo tiempo induce la degranulacion de la célula NK que esta
en contacto con la célula blanco, provococando la muerte de la célula blanco (14).

La capacidad tumoricida de las células NK aumenta por el efecto de citocinas como los
interferones, la Interleucina 12 e Interleucina 2, produciendo células citocidas activadas por
linfocinas (LAK), cuya actividad citolitica y especificidad al tumor es mayor que las células
NK (15).
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2.2 Papel de las citocinas proinflamatorias en el desarrollo tumoral.

Desde 1863, cuando Virchow observo por primera vez infiltrados de leucocitos en tejidos
tumorales, se ha ido acumulando evidencia que demuestran que en sitios de inflamacion
cronica existe una mayor probabilidad de favorecer el desarrollo de un tumor (16,
17). Otras investigaciones demuestran que los procesos inflamatorios locales promueven el
crecimiento de algunos canceres humanos previamente establecidos, como los tumores
colo-rectales, hepatocelulares y de cuello de Utero (18). En otros estudios se observa que la
mayoria de los tumores generan un ambiente pro-inflamatorio compuesto de citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento, metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular
y agentes que inducen dafio en el ADN, lo cual podria ampliar un proceso inflamatorio
preexistente que a su vez generaria un mayor crecimiento y malignidad del tumor (19).
Estudios recientes han demostrado la estrecha relacion entre el microambiente citocinico y
la evoluciéon clinica de los tumores; relacionando el aumento de los niveles séricos de
citocinas proinflamatorias como; IL- 8, IL-10, IL-6 y TNF-a, y un alto grado de malignidad
tumoral con el desarrollo de metastasis, por lo que se le relacioné con un prondstico clinico
(20).
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Figura 4. Participacién de citocinas inflamatorias en el desarrollo de tumores (40).
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Ill. FACTOR DE TRANSFERENCIA.

3.1 Definicién:
El Factor de Transferencia (FT) es un inmunomodulador presente en el extracto dializado
de leucocitos (EDL) que se ha utilizado con éxito en enfermedades en donde se encuentra

alterada la respuesta inmune.

3.2 Composicion:

El componente activo en el extracto de leucocitos fue llamado Factor de transferencia (FT)
por su capacidad de transferir la inmunidad celular. En 1959 Lawrence demostrd que la
transferencia de sensibilidad no se alteraba si el FT se trataba con DNasa, RNasa
pancreatica, por lo que se dedujo que no se trataba de DNA o de RNA. Inicialmente se
pensé que el FT era la Unica sustancia activa presente en dicho dializado, por lo que a los
extractos se les denomind de esta manera, aunque mas tarde se demostré que el EDL
contiene mas de 200 diferentes sustancias quimicas con posible actividad biolégica (21);
dentro de las cuales destaca la presencia de histamina, prostaglandinas, nicotinamida, acido
ascorbico, factores de maduracién de células T (timosina), que contribuyen en mucho en su

efectividad terapéutica.

3.3 Actividad biolégica y mecanismo de accion.

Existen varias hipétesis acerca del modo de actuar del EDL para transferir la inmunidad
celular especifica de un donador inmune a un receptor no inmune. Ademas se han
observado otros efectos que se originan como consecuencia de la actividad del FT en
pacientes; algunos son la produccién de algunas citocinas y quimiocinas, (como RANTES e
IFN-y) la activacion de linfocitos y el incremento en la citotoxicidad mediada por linfocitos T.
En cuanto a las otras sustancias presentes en el EDL ademas del FT, se cree que tienen
actividad potenciadora independiente del antigeno; dichas sustancias son:
prostaglandinas, nicotinamida, acido ascorbico, histamina, factores de maduracion de
células T; hormonas timicas; a las cuales se les ha atribuido algunos de los efectos del FT.
Algunas de las hipétesis acerca del mecanismo de accion del FT es que se ha observado
aumento en el numero de células T en pacientes con inmunodeficiencia; acumulacion de
guanosina monofosfato en leucocitos mononucleares y aumento de la respuesta de células
T a mitégeno (22). De acuerdo con todos estos efectos inmunolégicos observados a lo largo
de la historia del FT los investigadores han propuesto algunas de las hip6tesis acerca de su

mecanismo de accidn, todas ellas basadas en su aplicacion clinica.

£
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La propuesta por Borkowsky y Lawrence se basa en el hecho que el Factor de transferencia
posee dos actividades inmunorreguladoras opuestas; la primera antigeno especifica, en la
cual se confiere reactividad sobre células inmunes contra un antigeno en particular y en la
segunda funciona como potenciador no especifico independiente de antigeno. Sin embargo,
ninguna de estas dos acciones puede estar asociada con un compuesto Unico, de aqui que
el Factor de transferencia tiene incluidas dos funciones, una con actividad especifica de
antigeno cuya funcién es inductora-cooperadora; llamada factor inductor y otra que posee
actividad supresora y ambas residen en la fraccion con PM mayor a 3500 Da y menor a 12
000 Da. (23). Kirkpatrick, propuso un modelo que sugiere que el FT contiene la informacién
instruccional o genética, especifica para generar en células no sensibles, la capacidad de
responder a ciertos antigenos; otro modelo propuesto menciona que el FT funciona
desreprimiendo células anergicas previamente sensibilizadas.

Una de las hipétesis basada en la interaccion célula-célula durante una respuesta inmune
propuesta por Borkowsky, en 1983 acerca del mecanismo de accion del FT enuncia que el
FT solo es activo cuando se tiene una respuesta anormal (exceso o deficiencia de la

respuesta inmune) por lo que aumenta o suprime respuestas antigeno especificas.

3.4 Interespecificidad del FT.

Diversos estudios han demostrado que el FT puede ser utilizado en especies animales
diferentes del que fue obtenido, tal es el caso de FT bovino utilizado para transferencia de
inmunidad en aves (24), o el uso de FT porcino aplicado a un modelo de resistencia a Listeria
en raton (25). Vlastimil y colaboradores en 1999, realizaron un estudio donde se compara el

efecto de FT humano y porcino mostrando que tienen efectos similares.

3.5 Usos clinicos.

El EDL fue utilizado con fines terapéuticos hasta fines de los 60’s y principios de los 70°'s y
aun en la actualidad a pesar de sus beneficios evidentes en algunos causa escepticismo,
debido a la carencia de un modelo estructural que defina sus caracteristicas quimicas, asi
como su mecanismo de accion. Sin embargo, hasta la fecha se ha utilizado con gran éxito
en una amplia gama de enfermedades que van desde padecimientos infecciosos,
inmunodeficiencias, autoinmunidad e hipersensibilidades y como adyuvante en algunas
neoplasias (26). De los usos clinicos mas exitosos es la respuesta de los pacientes con

herpes zéster y coccidioidomicosis, en donde se ha utilizado como Unico tratamiento (27).

-
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas e inmunolégicas del Factor de Transferencia
especifico. (38).

Polipéptido con peso molecular de 5 KD . Capacidad de transferir hipersensibilidad
retardada.
Sensible a  carboxipeptidasa A vy Es especifico de antigeno.

fosfodiesterasa I.

Resistente a RNAsas, DNAsas, Interactta con el antigeno.

fosfodiesterasa Il y aminoleucina peptidasa.

Moléculas hidrofilicas de alta polaridad, por lo No presenta antigenos de

gue es altamente soluble en agua y facil de histocompatibilidad.

dializar.

Se cree que su estructura esta formada por Presenta un factor inductor y uno
pequefios péptidos unidos a un ribonucledtido supresor.

gue forma un oligoribonucleo-péptido.

Labil al calor, pero muy estable al frio No presenta propiedades de anticuerpo.
(temperaturas de -20 a -70 °C)

-
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3.6 Preparacion y obtencion del EDL.

El Factor de Transferencia se prepara de acuerdo al método descrito por Lawrence (21) se
obtiene de 6érganos 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 separacién 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 microscoépicos,
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 10° leucocitos humanos, actualmente en el laboratorio de fabricacion
de bioldgicos 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/5ml. Su presentacion puede
ser en solucién cuya administracion es por via oral o liofilizado y su administracion es por via
parenteral.

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); 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 prevencién o reduccién de la migracion de leucocitos. Este ensayo se utiliza para
el diagnéstico de defectos en la inmunidad celular y para la seleccion de donadores

sensibilizados.

Sangre de donadores sanos
encontactoconelAg.

v - Separacion
j de fases
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Figura 5. Proceso de obtencidn del Factor de Transferencia (21).
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IV.  ANTECEDENTES

En 1975 Levin reporta el resultado de la administracion de Factor de Transferencia
especifico a 18 pacientes de edades entre los 10 y 51 afios, después del tratamiento
quirargico; observando en pacientes con osteosarcoma primario sin metastasis, diferencia
significativa en la sobrevida y en la respuesta inmune celular de tipo citotéxica; comparando

con pacientes que recibieron Factor de Transferencia no especifico.

En este trabajo Levin hace una clasificacion del osteosarcoma en base al tipo de respuesta
inmune y el grado de avance de la lesion primaria de los pacientes, por los que los divide en

IV fases:

Fase |: Son los pacientes que presentan tumoracion primaria pequefia, con ausencia de
lesion de tipo metastasica, con niveles normales de linfocitos totales y linfocitos T en sangre
periférica y su respuesta inmune citotoxica es alta.

Fase II: Son pacientes que presentan tumores primarios grandes, con ausencia de lesion
metastéasica, valores normales de linfocitos T y linfocitos totales, pero con una marcada
disminucién o pobre respuesta citotodxica.

Fase lll: Los pacientes presentan lesion primaria grande sin lesibn metastasica localizada
con baja poblacién de linfocitos T en sangre periférica, y una respuesta citotoxica
disminuida.

Fase IV: Pacientes con lesion primaria grande y evidencia de lesion metastasica, con una
respuesta citotoxica muy disminuida 6 nula, con bajos niveles de linfocitos T y totales. Por lo
que estos pacientes no presentan una respuesta inmune de tipo celular efectiva en contra
del tumor (28).

A manera de conclusién este trabajo describe que existe desventaja en pacientes con
metastasis y masas tumorales muy grandes, limitando asi la eficacia del FTe. Mientras que
en pacientes clinicamente libres de metastasis son buenos candidatos para la

inmunoterapia.

-
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V. JUSTIFICACION.

Los tumores 6seos son considerados como una de las neoplasias de
mayor agresividad por su tendencia a la produccion de metastasis con
una sobrevida baja y dado que en trabajos previos observamos que en
pacientes con este padecimiento existe una disminucioén del nimero de

células T, CD3+ CD8" y CD3+ CD4" en sangre periférica, y que el

tratamiento con Transferon® como terapia adyuvante incremento el

namero de estas células; se hace necesario explorar si este aumento se
mantiene por largo tiempo Yy si existe correlacion clinica con este

aumento.
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VI. HIPOTESIS

Si a los pacientes con osteosarcoma se les administra Transferon®
como inmunomodulador ademas del tratamiento convencional de
guimioterapia y cirugia, entonces en estos pacientes se modificara de
manera benéfica el nimero de células que participan en la respuesta
inmune y la produccion de citocinas por parte de dichas células;

retardando la presencia de metastasis.
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VII. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el impacto del uso de Transferon ® como adyuvante a la terapia
convencional; sobre la evolucion clinica, inmunologica y la sobrevida de pacientes

con osteosarcoma.

VIIl. OBJETIVOS PARTICULARES:

» Determinar el prondstico y calidad de vida en los pacientes a seis meses y un afio
después del tratamiento.

* Cuantificar el numero de linfocitos T, Th, T citotdxicos, B y NK en pacientes con
osteosarcoma; al inicio durante y al final del tratamiento (seguimiento de 2 afios).

* Cuantificar las citocinas séricas de tipo inflamatorio (IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y
TNF-a). En pacientes con osteosarcoma al inicio durante y al final del tratamiento
(seguimiento de 2 afos).

« Evaluar los niveles de hemoglobina al inicio durante y al final del tratamiento; en
pacientes con osteosarcoma.

» Evaluar los niveles de fosfatasa alcalina al inicio durante y al final del tratamiento; en
pacientes con osteosarcoma.

* Determinar el tiempo de sobrevida después del tratamiento.

o




ESTUDIO PILOTO: “EFECTO DEL TRANSFERON ® COMO ADYUVANTE AL TRATAMIENTO DE OSTEOSARCOMA".

IX. MODELO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio clinico, experimental, longitudinal durante dos afios de seguimiento a
pacientes cony sin presencia de metastasis, con edades entre los catorce y treinta y seis
afios, diagnosticados con osteosarcoma, para este estudio se contd con un total de 12

pacientes cuyas caracteristicas se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de pacientes con osteosarcoma incluidos en el estudio.

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
MEDIA + DESVIACION

ESTANDAR /
PORCENTAIJE
EDAD 20+ 6.2 ainos
SEXO
MASCULINO 7 (58.3 %)
FEMENINO 5(41.6 %)
ESTADO DEL TUMOR
PRIMARIO 12 (100 %)
RECURRENTE 0 (0 %)
LOCALIZACION
FEMUR 41.6 %
TIBIA 25 %
HUMERO 83%
OTROS 8.3%
ESTADO DE ENFERMEDAD
METASTASIS 4 (33.3%)
NO METASTASIS 8 (66.6%)

o
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9.1 Criterios de inclusién:

Pacientes con diagndstico de osteosarcoma corroborado por histologia,
gammagrafia, radiologia y clinicamente.

Pacientes que hayan aceptado participar en el protocolo, mediante la firma del
formato de consentimiento otorgado por el Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR).

O en caso de ser menor de edad, firmado por sus padres o tutor.

9.2 Criterios de exclusion:

Pacientes con sindrome de mala absorcion.
Pacientes con insuficiencia renal cronica.
Pacientes con problemas psiquiatricos.

Pacientes con cancer de diferente tipo histoldgico.
Pacientes con HIV y enfermedades autoinmunes.

Pacientes que no firmen el consentimiento de participacion.

9.3 Criterios de eliminacion:

Pacientes que abandonen el tratamiento propuesto por el INR en el servicio de
Tumores Oseos.
Pacientes que no se apeguen al tratamiento con Transferon®.

Pacientes que decidan no continuar en el protocolo.

9.4 Grupos de estudio:

Dichos pacientes fueron divididos en tres grupos:

Grupo 1: (n=4) pacientes con metastasis, que recibieron quimioterapia + Transferon ®.

Grupo 2: (n=5) pacientes sin metastasis que recibieron quimioterapia + Transferon ®.

Grupo 3: (n=3) pacientes libres de metastasis que solo recibieron quimioterapia como

tratamiento.

£
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9.5 Administracion de quimioterapia:

La quimioterapia recibida constd de ciclos de cisplantino, adriamicina e ifosfamida, con
dosis .ajustadas de acuerdo a su peso y edad. Los ciclos de quimioterapia fueron
programados a 1 ciclo por mes, cada ciclo con duracién de 3 dias.

9.6 Administracion de Transferon ®;

Se administraron 60 unidades de Factor de transferencia especifico via oral durante los
primeros 6 meses de tratamiento, con dos dosis de mantenimiento por semana a lo largo de

2 afios de seguimiento y dependiendo de su evolucién clinica.

9.7 Andlisis estadistico:

Los datos obtenidos se analizaron por una prueba estadistica no paramétrica (anova de
muestras de repeticién) que nos permiti6 comparar la respuesta de cada paciente a
diferentes tiempos del tratamiento y en los diferentes grupos de estudio, con una p < 0.05y
un intervalo de confianza del 95%.

Para el andlisis del porcentaje de sobrevida se realiz6 una prueba de Mantel-Cox, que
permite evaluar la eficacia de un tratamiento en dos poblaciones separadas.

Las pruebas estadisticas y las graficas que se muestran en este trabajo fueron hechas con
Graph Pad Prism 5.0.

£
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X. MATERIALES Y METODOS

10.1 Produccién del factor de transferencia especifico (FTe).

El FTe se elaboré con el apoyo del personal de la planta de Fabricacion de biologicos 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 anatdémica del paciente donde se presenta el tumor, biopsia que
previamente fue tipificado por los histopatélogos como osteosarcoma (en la unidad de
Histopatologia del INR).

10.2 Toma de muestras clinicas y estudios de laboratorio:

Se tomaron muestras sanguineas de los participantes en este estudio por puncién venosa
obteniendo un volumen de 10 ml con anticoagulante se realiz6 la determinacion de
poblaciones linfocitarias; a partir de plasma obtenido de tubos con heparina como
anticoagulante y después conservados a 4°C se determiné la presencia de citocinas
proinflamatorias por citometria de flujo, la cuenta total de leucocitos en camara de
Neubauer, asi como la cuenta diferencial de leucocitos con tincién de Wright. Por su parte
el personal del INR realizara las pruebas de gabinete en donde se incluyen la determinacion
de la actividad de la fosfatasa alcalina y concentracion de hemoglobina, ademas de estudios

de imagenologia.

10.3 Reactivos:

Para la cuenta total de leucocitos se utilizé solucién de Turk. “FLUKA”, para la cuenta
diferencial se us6 colorante de Wright- Giemsa. (HYCEL), para la tincién de poblaciones
linfocitarias se utiliz6 BD Simultest ™ |IMK-Lymphocyte ; en cuanto a la determinacion de
citocinas se utilizé6 un Human Th1/Th2 Cytokine Kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) de
BD Biosciences y los resultados fueron analizados en un Citofluorometro FACSCalibur
(Becton Dikinson San José CA, USA) equipado con un programa Cell Quest Pro. Version
5.2.1.

-
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MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA EN TUBOS DE 10 mL MANTENIDAS
EN HIELO HASTA SU PROCESAMIENTO

TOMA1= SIN TRATAMIENTO.
TOMA 2= DURANTE EL TRATAMIENTC.

TOMA 3= DURANTE EL TRATAMIENTC

PRUEBAS DE GABINETE POR / SANGRE TOTAL
PARTE DE PERSONAL MEDICO.

(FOSFATASA ALCALINA Y NIVEL l

DETERMINACION DE POBLACIONES DETERMINACION DE
LINFOCITARIAS POR CITOMETRIA DE FLUIO. CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS POR EL
METODO DE CBA (IL- 8. IL-6.

DE HEMOGLOBINA)

Lc T [CD3+), Lc T cooperadores (CD3+CDd+),
Lc T citotoxicos (CD8+), linfocitos B (CD19+),
celulas NK [CD56+CD16+)

IL-1p5, 1L-12p70, IL-10, TNF-c

CUENTA TOTAL DE LEUCOCITOS.

CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Figura 6. Esquema general de trabajo.
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10.4 Metodologia.

A) Determinacion de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias, por tincién

directa.

Se evaluaron las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias por medio de analisis de
citometria de flujo utlizando anticuerpos monoclonales (conjugados a diferentes
fluorocromos) por medio de una tincién de superficie directa, comparando la intensidad de
fluorescencia producida por la deteccién de sefiales de dispersion de la luz laser y emision

de fluorescencia del citobmetro de flujo.

La tincién se realiz6 de la manera siguiente:

Se colocaron 30 pL de sangre heparinizada del paciente y 5 ul de anticuerpos
fluoreceinados; dirigidos a diferentes moléculas presentes en las poblaciones vy

subpoblaciones linfocitarias, de la siguiente manera:

TUBO 1: anti- y1 PE/ anti- y2 FITC.

TUBO 2: anti-CD3 FITC (Lc T) + anti CD 19 PE (Lc B).
TUBO 3: anti-CD3 PercP + anti-CD4 FITC (Lc Th).
TUBO 4: anti-CD3 PercP + anti-CD8 FITC (Lc Tc).
TUBO 5: anti-CD3 PercP + anti-CD56, CD16 PE (NK).

B) Anélisis por citometria de flujo.

La identificacion de los linfocitos totales (CD3") , linfocitos T cooperadores (CD3*CD4"),
citotoxicos (CD3'CD8") , células NK (CD56%) y linfocitos B (CD19") se realizé por medio de
citometria de flujo en un equipo FACS-Calibur de BD y se analiz6 con el Software CellQuest

Pro de BD, las graficas de puntos resultantes de este andlisis se muestran en la figura 7 .
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Figura 7 A; se presenta la imagen en puntos de una muestra de sangre total , en la que el
eje de las “X” representa el tamafo celular (FSC) y en el eje de las “Y” la complejidad o
granularidad citoplasmica (SSC), de acuerdo al tamafio y a la forma del ndcleo nosotros
podemos identificar la region de los linfocitos y PMN (polimorfonucleares), en este grafico
se selecciond la poblacion de linfocitos y a partir de esta region se realizo la identificacion de
las subpoblaciones linfocitarias de acuerdo a los marcadores de superficie especificos y
fluorescentes, para lo cual se incluyé un control negativo (7 B) denominado como isotipo,
en donde se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra Ig de ratén conjugados a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) y a ficoeritrina (PE).
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Figura 7. Grafica de puntos de poblaciones linfocitarias obtenidos por citometria de flujo,

realizando tincion directa para cada uno de los marcadores diferenciales de poblacion.
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C) Determinacion de citocinas por CBA:

La determinacién de citocinas IL-8, IL1b, IL-6, IL-10, IL-12p70 y TNF en suero se realiz6 de
acuerdo a la metodologia del kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) kit para citocinas
humanas inflamatorias (ver anexo 1 A).con los siguientes limites de deteccion para cada una
de las siguientes citocinas: IL-8: 3.6 pg/mL, IL-1B: 7.2 pg/mL, IL-6: 2.5 pg/mL, IL-10:
3.3 pg/mL, TNF: 3.7, 1L-12p70: 1.9 pg/mL.

D) Cuenta diferencial de poblaciones leucocitarias.

Partiendo de una gota de sangre periférica con heparina o EDTA se realizé un extendido en
portaobjetos, y este fue teflido con la técnica de Wright y Giemsa para su posterior lectura
al microscopio 6ptico en el objetivo 100x a inmersion.

E) Cuenta total de leucocitos.

A partir de sangre periférica con heparina o EDTA se realizé una dilucién 1:20 con liquido
de Turk; para después llenar la Camara de Neubauer y realizar la cuenta bajo el

microscopio éptico en el objetivo 10X.

%
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XI. RESULTADOS:

Se incluyeron 12 pacientes con diagnostico de osteosarcoma en fase lll y IV ( en base a la
clasificacion del comite Americano de Cirugia de Tumores Malignos), cuatro tenian
metastasis y ocho no presentaban evidencia de lesion metastasica. En la tabla se muestras
las caracteristicas generales de los pacientes, con un alta frecuencia de localizacién tumoral
en fémur (40%) seguido de la tibia (25%) y el himero (8.3%). De acuerdo al estadio clinico
todos los pacientes se encontraron con un grado avanzado de la enfermedad y son
considerados pacientes con un mal prondstico (Tabla 6).

A estos pacientes se les tomaron muestras sanguineas al inicio, a los 3 y 6 meses post

tratamiento para evaluar su respuesta clinica e inmunoldgica al tratamiento.

11.1 Clasificacién en base a Levin:

De acuerdo a la clasificacion propuesta por el grupo de Levin en 1975 y considerando los
valores basales de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias (tabla 5) , encontramos que
los pacientes incluidos se encontraron: siete en la etapa 1; que comprende una lesion
tumoral pequefia, con niveles de linfocitos T, B y linfocitos T citotoxicos normales (Tabla 7),
sin evidencia de lesién metastasica (figura 8), un paciente en la etapa 3 con un numero
disminuido de leucocitos, linfocitos B, Linfocitos T cooperadores y citotoxicos (figura 8),
cuatro de los pacientes se clasificaron en la fase cuatro debido a que presentan lesiones de

tipo metastasica y esta es la Unica fase en donde es considerada esta condicion (figura 8).

Clasificacion inicial en base a Levin
en pacientes con osteosarcoma

— kd PACIENTES

Numero de pacientes
o RBONW R N

-

1 2 3 4

Fase de Levin

Figura 8. Clasificacién de Levin en pacientes con osteosarcoma antes de iniciar el tratamiento
con FTe.

%

-

29



ESTUDIO PILOTO: “EFECTO DEL TRANSFERON ® COMO ADYUVANTE AL TRATAMIENTO DE OSTEOSARCOMA".

11.2 Determinacién de poblaciones linfocitarias post tratamiento:

Se compararon el numero de células linfoides tipificadas en los 3 grupos de estudio, al inicio
3 meses y 6 meses pos tratamiento:

En la tabla 7, se presentan los valores cuantificados de las diferentes estirpes fenotipificadas
por citometria de flujo ex vivo de cada uno de los pacientes que conforman los 3 grupos de
estudio al inicio (T1), 3 (T2) y 6 (T3) meses pos tratamiento.

En la parte superior de la tabla se presenta el grupo de 4 pacientes con metastasis que
recibieron quimioterapia mas tratamiento adyuvante de factor de transferencia especifico.
De acuerdo a los valores obtenidos observamos que el nimero de leucocitos cuantificados
se mantuvo dentro de los valores de referencia (4,000-11,000 cel/mm3) en 3 pacientes a los
3 meses; con una disminucion en 2 de ellos a los 6 meses. Sin embargo, en uno de los
pacientes (MSH) que disminuyd, presenta desde el inicio valores por abajo de lo normal.

En cuanto al resto de las poblaciones tipificadas se observa disminucion de los valores
cuantificados con respecto a la toma inicial (toma 1), antes de recibir tratamiento, sin
embargo, en los pacientes MRE y EBA se observd un aumento en las células CD8+,
CD16+CD56+.

Con respecto al grupo 2 de 5 pacientes libres de metastasis que recibieron quimioterapia y
FT especifico. Se observa un aumento del nimero de leucocitos totales en 4 de los 5
pacientes con respecto a la toma inicial, lo cual fue favorable en estos pacientes ya que
permitié que se les aplicara su ciclo de quimioterapia de manera programada. En cuanto a la
determinacion de los linfocitos totales CD3+,CD19+,CD3+CD8+,CD16+CD56+ se observa
un aumento en 4 de los pacientes a excepcion del paciente GJA el cual presento una
disminucién importante de todas las poblaciones tipificadas a los 6 meses pos tratamiento
con respecto a su toma inicial, esto puede estar relacionado con la respuesta individual a los
efectos adversos de la quimioterapia.

De manera general en este grupo de pacientes podemos comentar que en 4 de los 5
incluidos, se observé un aumento del nimero de cel/mm3 en la mayoria de las poblaciones
tipificadas con respecto a su toma inicial.

En el grupo 3, de 3 pacientes que recibieron solo tratamiento de quimioterapia,
desafortunadamente solo 2 pacientes sin metastasis (MSG y LEDM), se pudo realizar la
cuantificacion al inicio y tres meses de seguimiento, ya que el resto del grupo fallecié antes
del tiempo programado o desarrollaron metastasis temprana, o no se pudo tener acceso a la
otra muestra. En estos pacientes se observé que a los 3 meses de inciado el estudio (toma
2), se disminuyeron el nimero de leucocitos y linfocitos totales con respecto a su toma inicial
probablemente por efecto de los ciclos de quimioterapia. Ademas se observé una tendencia

a la disminucién en el numero de cel/mm3 de los linfocitos CD3+ y CD16+CD56+, con
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aumento del numero de linfocitos CD3+CD8+ en la toma 2, en el paciente LEDM y en la
toma 3 (6 meses), en el paciente MSG.

De manera general, en este grupo 3 de 3 pacientes sin metéstasis que solo recibieron
guimioterapia podemos comentar que aparentemente por la tendencia en sus resultados
evaluados presentaron una disminucién en la mayoria de las poblaciones evaluadas lo cual
puede indicar, el por qué en este grupo se tuvo una mala evolucion reflejado en el desarrollo
de metéstasis, aumentd en los valores de fosfatasa alcalina y en la disminucion de

hemoglobina (Tabla 9) y nula sobrevida (figura 10).

11.3 Determinacién de citocinas por el método de CBA:

De la determinacion plasméatica de citocinas proinflamatorias se observé la presencia de IL-8
e IL-6 en dos de los pacientes del grupo con metastasis cuyos valores se encuentran dentro
de los valores de referencia (IL-6 de 0-8.0 pg/mL; IL-8 de 5.3-7.6 pg/mL) (Tabla 8) (33) en
uno de los pacientes se encontro la presencia de TNF-a en valores normales (0-8.1 pg/mL)
esto al inicio y después de la administracién de FTe como adyuvante a la quimioterapia. En
cuanto a los pacientes sin evidencia de lesion metastasica se observé en dos de ellos la
presencia IL-8, IL1b, IL-6, IL-10, IL-12p70 y TNF dentro de los valores normales (Tabla 8);
mientras que para uno de los pacientes no se detectaron ninguna de la citocinas
determinadas. Mientras que para el grupo de pacientes que solo recibié quimioterapia
(encerrados en rojo) se encontré la presencia de IL-8, IL1b, IL-6, IL-12p70 y TNF de manera
basal y a lo largo del seguimiento, cabe mencionar que los valores se encontraron también

dentro de los valores de referencia (Tabla 8).
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Tabla 7. Nimero de leucocitos y células linfoides tipificadas en sangre periférica de pacientes
con diagndstico de osteosarcoma.

PACIENTES CON METASTASIS QUE RECIBIERON Fte + QUIMIOTERAPIA

cel/mL
INICIALES No. DE LEUCOCITOS
PACIENTE TOMA TOTALES LC TOTALES CD3+ CD19+ CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD16+CD56+ CD4+/CD8+
EBA tomal 8300 1743 906 226 227 251 607 0.901
toma 2 7800 1794 861 299 212 300 633 0.705
toma 3 6675 2069 1578 331 505 549 173 0.92
NPJC tomal 13500 3240 1812 211 518 525 1138 0.99
toma 2 4200 1386 1047 132 595 253 563 2.36
toma 3 4200 1008 386 52 83 78 451 1.06
MSH tomal 2850 1710 1134 220 349 374 291 0.93
toma 2 3250 1788 1132 168 325 345 161 0.94
toma 3 3650 1387 1013 134 428 330 156 1.30
MRE tomal 5200 1872 1193 335 891 153 187 5.82
toma 2 5150 1803 1226 186 429 456 391 0.94
toma 3 2100 924 656 57 211 258 301 0.82

GRUPO DE PACIENTES SIN METASTASIS QUE RECIBIERON Fte + QUIMIOTERAPIA
No. DE LEUCOCITOS

TOMA TOTALES LC TOTALES CD3+ CD19+ CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD16+CD56+ CD4+/CD8+
MOCH tomal 3550 1207 925 412 191 153 2.16
toma 2 5050 1717 1200 498 492 326 1.01
toma3 5400 1944 1266 454 296 41 1.53
JDR tomal 6950 1321 945 118 359 318 84 1.13
toma 2 4450 2537 2042 341 848 620 178 1.37
toma3 6250 3938 2980 298 921 975 630 0.94
GJA tomal 6000 4020 3167 194 1159 754 659 1.54
toma 2 9600 1728 1529 37 761 355 nd 2.15
toma3 2700 1917 1266 nd 423 598 nd 0.71
HAE tomal 5900 944 718 100 161 307 104 0.52
toma 2 5850 1580 1106 184 325 442 287 0.74
toma3 6050 2118 1398 508 465 457 203 1.02
VFC tomal 3550 1988 1676 219 813 532 99 1.53
toma 2 7700 1848 1038 55 324 128 171 2.53
toma3 7150 3003 2141 281 310 989 609 0.31

GRUPO DE PACIENTES SIN METASTASIS SOLO CON QUIMIOTERAPIA
No. DE LEUCOCITOS

TOMA TOTALES LC TOTALES CD3+ CD19+ CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD16+CD56+ CD4+/CD8+
LEDM tomal 6100 2379 1744 267 532 468 179 1.14
toma 2 3700 1665 1379 247 480 575 102 0.84
EOL tomal 6600 990 467 116 69 125 87 0.55
MSG tomal 5200 1300 915 269 269 331 269 0.81
toma 2 3600 1260 931 227 254 323 115 0.79
toma3 5000 1900 1237 297 265 581 253 0.46

Nota: aumentos con valores de p> 0.05, en rojo valores en los que se presentd aumento en ele niumero de células/ml.
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Tabla 9. Cuantificacion de hemoglobina y fosfatasa alcalina en pacientes con osteosarcoma al
inicio, 3y 6 meses después del tratamiento con FTe méas quimioterapia.

PRESENCIA O AUSENCIA

GRUPO PACIENTE DE METASTASIS

o EBA METASTASIS
NPJC METASTASIS
1 MRE METASTASIS
* JDR NO METASTASIS
GJA NO METASTASIS
VFC NO METASTASIS
2 HAE NO METASTASIS
LEDM NO METASTASIS
EOL NO METASTASIS
3 MSG NO METASTASIS

GRADO DE
TUMORACION

v
1Y
1Y
i
i
v
1
i
i
v

IVEL DE FOFATASA ALCALINA (U/INIVEL DE HEMOGLOBINA (mg/dL)

T1
56.6
1345

588.1
86.2
146.5

106
71.3
79.3
74.3
1593

T2
39.6
93.8

357.8
59.2
60.2

98
42.8
974
492
1134

T3
41.4
594.5
47.6
79
88.1
55
50
/

/
3362

T1
10.3
12.1
8.5
14.2
4.96
13.6
15.9
14.4
12.9
13.6

T2
12.5
13
12
14.1
14.1
10.4
16.6
12.6
11
12.1

Fase de tumoracién de acuerdo a la Asociacién Americana de tumores Malignos. * p=0.02, **p=0.01

11.4 Evaluacion clinica:

T3

8.455

10.6
6.31
13.2
13.4
10.1
15.8

10.3

Para evaluar la evolucién clinica se consideraron los niveles de fosfatasa alcalina y

hemoglobina, ademas del tiempo de sobrevida; antes y después del tratamiento.

Se observé una disminucién estadisticamente significativa del nivel de fosfatasa alcalina en

los pacientes con metastasis al compararse la toma basal (sin tratamiento) y la toma 2;

después de la administracion de FTe (Tabla 9).

Al analizar los niveles de hemoglobina observamos que en el grupo de pacientes sin

desarrollo de metastasis, los valores se acercaban a los valores de referencia (12-17 g/dL)

después de la administraciéon de FTe, lo que no ocurrié en los pacientes del grupo control de

quimioterapia y los pacientes con desarrollo de metastasis; que después de la toma 1

mostraban valores de hemoglobina disminuidos (Tabla 9).

-
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11.5 Clasificacion en base a Levin después del tratamiento:

Después de la administracion de factor de transferencia por dos afios la clasificacién en
base a Levin se modificé de la siguiente manera: cinco de nuestros pacientes se encuentran
en la etapa 1 ( todos tratados con FTe) que comprende una lesion tumoral pequefia, niveles
de linfocitos T y B normales y respuesta citotoxica normal, sin evidencia de lesién
metastésica; dos de nuestros pacientes (uno tratado con FTe g mantuvo su condicion inicial
y otro del grupo control que disminuyé el nUmero de células iniciales, sin llegar al desarrollo
de metastasis) se encuentran en la etapa 3 presentando respuesta celular abatida y por
ultimo 5 de nuestros pacientes son clasificados en la fase cuatro de manera directa ya que
presenta desarrollo de metéstasis y esta es la Unica fase en donde es considerada esta
condicion (cuatro que dé inicio presentaron esta condicién tratados con FTe, se mantuvieron
sin el desarrollo de metastasis hacia otro 6rgano o tejido, mientras que el paciente que se
suma pertenece al grupo control que solo recibié quimioterapia , ya que después de 1 mes

desarrollo metastasis cerebral (figura 9).

Clasificacion después del tratamiento en base a Levin
en pacientes con osteosarcoma

i PACIENTES

Numero de pacientes
o = o] L = (9] (=]

1 2 3 4

Fases de Levin

Figura 9. Clasificacién de Levin en pacientes con osteosarcoma después de la administracion
de FTe como terapia adyuvante al tratamiento con osteosarcoma.

-
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11.6 Tiempo de sobrevida:

En cuanto a la evaluacién del tiempo de sobrevida encontramos diferencia estadisticamente
significativa (p=0.01) al comparar a ambos grupos (grupo 1 y 2) con el grupo control de
quimioterapia (grupo 3), encontrando un hasta un afio mas de vida en ambos grupos con
respecto a los 6 meses de vida de los pacientes del grupo control. Como se puede observar
en la figura 10.

100 O0—O0—0—0—0—0
8
S 8
()
2
G>) =@- pacientes con metastasis + FTe.
S
o 604
8 —=— pacientes sin metastasis + FTe.
% === control de quimioterapia
Q 40'
T
—
c
()
o 20-
o
o
C T I !
0 10 20 30
9 meses

Figura 10 . Sobrevivencia global de pacientes con osteosarcoma después
2 afios de seguimiento.
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Xll. DISCUSION

El osteosarcoma es un tumor O6sea maligno primario, con alta tendencia a producir
metastasis hacia cualquier hueso, musculo o tenddn cercano a la lesion primaria, aunque en
el 90% de los casos esta metastasis esta dirigida a pulmén (13); dicha neoplasia tiene
mayor incidencia en el sexo masculino en poblaciones con edades de entre 10 y 25 afios
(2), la poblacion estudiada mantuvo esta tendencia, ya que dentro de los 12 pacientes
analizados el 58 % corresponden al sexo masculino y el 42% al sexo femenino, en edades
comprendidas entre 7 y 36 afios con una edad promedio de 20 afios y en el 41% de los
casos el hueso afectado fue fémur.

En la actualidad el tratamiento convencional basado en quimioterapia y cirugia ofrece un
porcentaje de vida menor al 15% en estadios avanzados de la enfermedad (3), hoy en dia
se buscan nuevas estrategias basadas en la inmunoterapia debido al papel importante que
juega la inmunoregulacion en el control del proceso tumoral y sobre la regulacion en la
remodelacién 6sea en tumores 0seos (29).

Existen pocos trabajos que indiquen el papel de las células linfoides y sus subpoblaciones
en osteosarcoma por lo que en este trabajo nos interesé evaluar algunos componenetes
celulares (LcT , Lc B, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD16+CD56+, y citocinas inflamatorias (IL-
8, IL-6, IL-1b, IL-10 ,TNF, IL-12p70) como mediadores de la respuesta inmune en este tipo
de neoplasias asi como su modificacion por efecto de la quimioterapia y el tratamiento
adyuvante como un inmunomodulador como el FTe.

Al inicio de nuestro estudio no se observd diferencia al comparar las poblaciones
linfocitarias de pacientes sin metastasis y pacientes con metastasis, con las poblaciones de
individuos sanos, esto debido tal vez a los mecanismos de evasion tumoral, que evitan el
incremento de estas poblaciones al no ser estas activadas por moléculas propias del tumor,
evitando su eliminacién, aunque este comportamiento no se mantiene en los grupos a los
gue se les administr6 FTe, ya que el primer cambio importante que se observé fue en el
namero de leucocitos, que en ambos grupos (pacientes tratados sin metastasis y pacientes
con metastasis con FTe como adyuvante) el nimero de estas células se mantiene a lo largo
del tratamiento, esto es revelante, ya que en la clinica es considerado como un factor de
buena o mala respuesta al tratamiento de quimioterapia, aunque de manera general existen
reportes que indican que después de recibida la quimioterapia los pacientes cursan por
leucopenia (30), mientras que en los grupos tratados con FTe el nimero de leucocitos nunca
se encuentra por debajo de los niveles normales, a diferencia de lo observado en el grupo

control en donde si bien no disminuyen por debajo de los valores de referencia (3500-11000

£

* ®
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cel/ml) la tendencia observada es que después del segundo ciclo de quimioterapia el
namero de leucocitos comienza a disminuir.

Otra de las diferencias observadas fue el aumento del numero de linfocitos T CD8+, LcB y
células NK en el grupo de pacientes sin presencia de metastasis después de la primera
toma de FTe esto tiene relevancia ya que diversos trabajos han demostrado la importancia
de estas poblaciones en el control del progreso tumoral, ya sea produciendo moléculas
como las perforinas y granzimas para el caso de las células NK y Lc T CD8+ (que seria
interesante evaluar en estudios posteriores) o bien mediante la produccion de anticuerpos
especificos al tumor que sean capaces de activar mecanismos como la citotoxicidad
mediada por anticuerpos (31, 34, 35); tal aumento no fue observado en los pacientes con
metastasis tratados con FTe y los pacientes del grupo control, en donde de manera general
las poblaciones linfocitarias tienden a disminuir después de la toma basal.

En cuanto a la determinacion de citocinas en la toma basal no se encontré diferencia
importante entre los pacientes con metastasis y los pacientes sin metastasis, este
comportamiento se mantuvo después de la administracion de FTe en los grupos 1y 2 al
compararlos con el grupo control (grupo 3) ; ya que en todos los grupos la presencia de
citocinas fue heterogénea y dentro de los limites de referencia; lo que contrasta con los
reportes bibliograficos que relacionan ambientes pro- inflamatorios con tumores de alto
grado de malignidad y mala evolucion (16).

En cuanto al nivel de fosfatasa alcalina encontramos que los pacientes de los grupos 1y 2
cursaban con una elevacién de los niveles séricos de dicha enzima lo que refleja un elevado
metabolismo de los osteoblastos (32) y un mal prondstico de la enfermedad, esto cambio
después del tratamiento con FTe , ya que los niveles de dicha fosfatasa disminuyeron a
niveles muy cercanos a los valores de referencia , iniciando con valores de 1000 U/L
aproximadamente a valores aproximados de 90 U/L, lo que habla de una buena evolucion
clinica ya que el metabolismo éseo ha disminuido de manera considerable, pudiendo
retardar la aparicibn de metastasis en los pacientes libres de esta condicién (33) ya que
como se menciona en los antecedentes, esta enzima es un factor importante en la
activacion de los osteoblastos, células que en muchos de los casos de osteosarcoma son la
estirpe descontrolada.

El nivel de hemoglobina en los pacientes libres de metastasis con FTe (grupo 2), se elevo
después del tratamiento, logrando estar dentro de los valores de referencia (12-17 g/dL)
manteniéndose durante el seguimiento, esto refleja una recuperacion en el nimero de
hematies en estos pacientes lo que habla de una mayor tolerancia a los agentes citdstaticos,

(que se ve reflejado en el curso del tratamiento sin anemia , indicador importante de la

-
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tolerancia al tratamiento) de la quimioterapia, mientras que en los pacientes del grupo 3 no
se observo este comportamiento.

En adicién a esto encontramos que los pacientes de los grupos 1y 2 mantuvieron su peso a
lo largo de los ciclos de quimioterapia, en contraste con los pacientes del grupo 3 que
cursaron con pérdida de peso severa durante la quimioterapia, efecto secundario esperando
por la agresividad e inespecificidad de los agentes citostaticos aplicados.

En cuanto a la sobrevida se observé el 100% de sobrevida en los pacientes del grupo 1y el
80% en el grupo 2, después de dos afios de seguimiento lo que es un muy buen indicio ya
gue el tiempo de sobrevida de los pacientes con metastasis es de solo 3 meses, mientras
gue para los pacientes libres de metastasis es de 17 meses (3) con desarrollo temprano de
metastasis, en el grupo 3 (pacientes sin FTe) después de 6 meses todos los pacientes
habian fallecido.

Después de dos afios de seguimiento los grupos de Levin se modificaron ya que uno de los
pacientes del grupo 3 (grupo control) desarrollo luego de 1 mes metastasis cerebral,
colocandolo en la fase 4, mientras que los pacientes con FTe se mantuvieron en las fases 1
y 3 iniciales (28).

En cuanto a imagenologia; radiografias indican limitacién de lesiones tumorales pulmonares
(metéastasicas) después de la toma de FTe lo que sugiere que si bien el sistema inmune no
es capaz de eliminar el tumor, tampoco permite que este progrese, manteniendo asi un
estado de equilibrio; ademas de esto las imagenes sugieren remodelacién ésea y rapida
evolucion en uno de los pacientes que en tan solo 6 meses recuperd movilidad del miembro
afectado, mientras que la recuperacion normal es de mas de afios (anexo 1 B).

Una de las hipétesis aqui propuestas es la induccion por FTE de produccion de IFN -y por
LcT cooperadores, lo que provoca la activacién y proliferacion de células NK y CD8+ ,
células en las que se observd aumento en el nimero de células por mililitro, en la mayoria
de los pacientes libres de metastasis después de la administraciéon de FTe ,lo que pudo
contribuir a mantener a los pacientes sin lesion metastasica, mientras que en el grupo con
presencia de metéastasis que recibieron FTe bien no se encontré aumento , el nimero de
estas células no disminuy6é a lo largo del seguimiento, o que pudo mantener en estado de
equilibrio al organismo, es decir, si bien el tumor no se elimind, tampoco progreso para
aumentar el grado de severidad de los pacientes o generar otras lesiones metastasicas;
para comprobar esta hipétesis es necesaria la cuantificacion de IFN-y, en los grupos de

estudio.
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O bien de otro de los mecanismos en el que el FTe pudo haber influido es el metabolismo
6seo, pudiendo llevar a la produccién de diversos factores como; PDGF (Factor de
crecimiento derivado de las plaquetas), FGF (Factor de crecimiento fibroblastico).
M-CSF (Factor estimulante de colonias de macrofagos) o GM-CSF (Factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos), moléculas clave para procesos de reabsorcion

o6sea.

RESPUESTA Thi

Respuesta
celular
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Xlll.  CONCLUSIONES:
Se encontré aumenté de Lc CD8+, células NK y Lc B en pacientes sin metastasis
gue recibieron FTe mas quimioterapia.
No se encontré alteracion en el nivel de citocinas séricas los pacientes con
metastasis y pacientes sin metastasis que recibieron FTe mas quimioterapia, ni en el

grupo control que solo recibié quimioterapia como tratamiento.

Se observdé aumento del nivel de hemoglobina en la toma 2, en pacientes que

recibieron FTe mas quimiopterapia como tratamiento.

Se observé disminucion del nivel de fosfatasa alcalina, en pacientes que recibieron

FTe mas quimiopterapia como tratamiento.

Se observo aumento en el porcentaje de sobrevida, en pacientes que recibieron FTe

mas quimiopterapia como tratamiento (p=0.01).

El incremento en las poblaciones linfocitarias y hemoglobina asi como la

disminucién del nivel de fosfatasa alcalinay el aumento en el tiempo de sobrevida de

los pacientes tratados con FTe como adyuvante nos permiten sugerir el efecto

benéfico de Transferon® en pacientes con osteosarcoma.

-
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Anexo 1.

A. Resumen del procedimiento para analizar citocinas por CBA Inflammation KitBD.

1. Reconstituir los estandares del
Kit en Assay
diluent {15min).

2. Diluir los estandares  en

diluciones seriadas en Assay
diluent.

—>

3. Preparar la mezcla de perlas de
captura 10pl/tubo a analizar.

4 Transferir 50ul de la mezclade —>
perlas de captura a cada tubo a
analizar.

5. Agregar 50ul de los estandares y
|as muestras a analizar .

6. Agregar S0pl por cada muestra a
analizar de PE detection reagent.

Incubar 2 hrs a temperatura
ambiente en 13 obscuridad.

7. Lavar las muestras con 1ml de
wash buffer y centrifugar.

—

B. Agregar 300 pl de wash buffer a
cada tubo y analizar en citometra.

8. Ajustar los parametros de
adquisicion del citometro para
analizar las muestras segun las

especificaciones de BD.
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B. Imagenes de paciente con metastasis pulmonar y lesién primaria en rodilla, véase

la regeneraciéon 6sea después de 1 afio.

Lesion metastasica en Lesion metastasica después de 8
pulmén antes de la toma meses de la toma de FTe, la
de FTe. limitacién de las lesiones tumorales.

Lesion inicial

Lesion después de FTe evidencia de
regeneracion 6sea después de un afo de la
administracion de FTe.

-
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INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
o SUBDIRECCION ORTOPEDIA e
INR LI
SERVICIO TUMORES OSEOS

DR. GENARO RICO MARTINEZ

“2010 Afio de la Patria Rirantanarin dal Ininin Aa la Indanandancia v
Centenaric ue: wiviv e v viwuion

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO

INFORMACION
Nombre del paciente: ;, ey oo . i de_I¢C afios de edad.
Con domicilio en: _Zc: pm e ¢ o A4 £ Cuaunce  Cecocan
DA B )
Nombre del represer..c...c .«y- T puces
de afios de edad. No de Regqistro_c 5 1 & 5= Cama _
Con domicilio en:
En calidad de:
DECLARO

QUE EL DOCTOR: o
Me ha explicado que es conveniente proceder en mi _situacién a:

Real,Z2ao A ~A.0 1o ¢ 4= X0 Y res s fo ~ONC 4
2 i ¢

Por tener diagnéstico:_§

Todo acto médico diagn¢

serie de complicaciones mayores o menores, a veces potencialmente serias, que incluyen
riesgo de mortalidad y que pueden requerir tratamientos complementarios, medicos 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 anatémicas y/o de la utilizaciéon de los equipos médicos.

Entre las complicaciones que pueden surgir en
se encuentran:

‘\\ Tl . -3‘ £CY

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.

o

'@

—

o




ESTUDIO PILOTO: “EFECTO DEL TRANSFERON ® COMO ADYUVANTE AL TRATAMIENTO DE OSTEOSARCOMA".

=
k\@? REFERENCIAS.

1. Dickson Gonzalez Sonia M. Osteosarcoma: Aspectos Anatomopatoldgicos. Rev. Soc.
Med. Quir. Hosp. Emerg. Pérez de Ledn 2007; 38; 1: 4-7.

2. Cuevas Uriostegui M., Villasis A., Fajardo A. Epidemiologia del Céncer en
Adolescentes. Salud publica de México 2003, 45 supl.115-123.

3. Fletcher C.D.M., Unni K.K., Mertens F. (Eds.): World Health Organization
Classification of Tumours. Pathology and Genetics of Tumours of Soft Tissue and
Bone. IARC Press: Lyon 2002.

4. Mora V, Pérez R, Gonzalez R, et al. Osteosarcomas periféricos. Rev. Venez. Oncol.
2002; 14, 4: 209-215.

5. Niembro Zuldiga, Castellanos Toledo, et al. Osteosarcoma, results of eight years of
treatment, experience of the National Institute of Pediatrics. Gamo. 2005, 4; 3: 35-40.

6. Kamb A. Shattuck-Eidens D. et al. Analysis of the p16 gene (CDKN2) as a candidate
for the chromosome 9p melanoma susceptibility locus. Nat. Genet. 1994, 8; 1:23-6.

7. Tucker M.A., et al. Risk of second cancers after treatment for Hodgkin's disease. N.
Engl. J. Med, 1988; 318:76.

8. Greenspan, A., Jundt G. and Remagen W. Differential Diagnosis in Orthopaedic
Oncology. Wolters Kluwer Health / Lippincott Williams & Wilkins. 2007.

9. Fechner R, Mills S. Atlas of tumor anthology tumors of the bones and joints. Armed
Forces Institute of Pathology. Third series, Facicle 8. Bethrsda Mayland.
EE.UU:1993.

10. Henry J, Diagnostico y tratamientos clinicos, Ediciones Cientificas y Técnicas S.A,
92, edicidn, México 1994, pp. 269, 293-295.

11. Covarrubias E, Cervantes L. Osteosarcoma, quimioterapia pre y posoperatoria.
Informe de 10 casos hospital infantil de Sonora. Cancerologia 2000:46:4; 154-251.

12.Cohen, A. D., Y. Shoenfeld. Vaccine-induced autoimmunity Journal of Autoimmunity.
1996, 9; 6:699-703.

13. Parfitt AM. The coupling of bone formation to bone resorption: A critical analysis of
the concept and of its relevance to the pathogenesis of osteoporosis. Metab Bone
Dis. Relat. Res 1982; 4:1-6.




ESTUDIO PILOTO: “EFECTO DEL TRANSFERON ® COMO ADYUVANTE AL TRATAMIENTO DE OSTEOSARCOMA".

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Abbas Abul K, y Lichman Andrew. Inmunologia Celular y molecular.5ta
ed.Elsevier,2004;398-418.

Mariani E. et al. Interleukin-12 Induces Effcient Lysis of Natural Killer-Sensitive and
Natural Killer-Resistant Human Osteosarcoma Cells: the Synergistic Effect of
Interleukin-2. Journal of Immunology, 2000, 51:618-625.

Balkwill F, Mantovani A. Inflammation and cancer: Back to Virchow? Lancet 2001;
357: 539-45.

Muller AJ, Scherle P. Targeting the mechanisms of tumoral immune tolerance with
small-molecules inhibitors. Nature Rev 2006; 6: 611-25.

Kamate C, Baloul S, Grootenboer S, et al. Inflammation and cancer, the mastocytoma
P815 tumor model revisited: triggering of macrophage activation in vivo with protumo-
rigenic consequences. Int J Cancer 2002; 100: 571-9.

Le NT, Xue M, Castelnoble LA, Jackson CJ. The dual personalities of matrix
metalloproteinases in inflammation. Front Biosci2007; 12: 1475-87.

Ruka W., et al. Alterations of routine blood tests in adult patients with soft tissue
sarcomas: Relationships to cytokine serum levels and prognostic significance. Annuls
of Oncology 2001;12: 1423-1432.

Lawrence HS, Al-Askari S, David J, Franklin EC, Zweiman B. Transfer of
immunological information in humans with dialysates of leucocyte extracts. Trans
Assoc. Am Physicians 1963; 76:84-89.

Petersen, E. A. and Kirkpatrick, C. H., Nature and activities of transfer factor. Annals
of the New York academy of sciences, 332: 216-227. doi: 10.1111/j.1749-6632.1979.
Transfer Factor. Annals of the New York Academy of Sciences, 1979; 332: 216—-227.
Lawrence HS, Borkowsky W. The nature and functions of inducer factor and
suppressor factor in T cell dialysates. Immunol Lett, 1989; 21; 1:75-80.

24. Wilson GB, et al. De novo initiation of specific cell-mediated immune responsiveness

25.

26.

in chickens by transfer factor (specific immunity inducer) obtained from bovine
colostrum and milk. Acta Virol. 1988, 32; 1:6 18.

Karhumaki E, et al. Chromatographic and enzymatic effects on transfer factor-like
activity from human leukocytes and porcine spleen dialysate. Int J Biochem-1988. 20;
10:1067-72.

Rodriguez Flores A., Castillo-Juarez P., R Gonzalez-Guzman., G. Rico-Martinez.,
Estrada-Parra S. Immunological evaluation of patients with osteosarcoma received
adjuvant treatment with specific Transfer Factor. The Journal of Immunology, 2009,
182, 41.63.

1 0l

-

46



ESTUDIO PILOTO: “EFECTO DEL TRANSFERON ® COMO ADYUVANTE AL TRATAMIENTO DE OSTEOSARCOMA".

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Estrada-Parra S, et al. Comparative study of transfer factor and acyclovir in the

treatment of herpes zoster. Int J Immunopharmacol-1998. 20; 10:521-35.

Levin AS,Byers VS ,Fundenberg HH, Wybran J, Hackett AJ, Johnston JO, Spitler LE.
Osteogenic sarcoma. Immunologic parameters before and during immunotherapy
with tumor-specific Transfer Factor.The Journal of Clinical Investigation; 1975:55 p
487-499.

Malvicini Mariana, Puchulo Guillermo, Matar Pablo, Mazzolini Guillermo.
inmunoterapia del cancer importancia de controlar la inmunosupresion. MEDICINA
(Buenos Aires) 2010; 70: 565-570.

Natalie A. Following Chemotherapy for Breast Cancer. Official Journal of the
American College of Sports Medicine, 2005; 1827-35.

Bernardone Seren |. Role of NK cells and adaptive immunity in “immunoediting”:
Recent developments. Panorama Inmunologia, 2008, 27; 3:141-146.

Wiwanitkit Viroj. High serum alkaline phosphatase levels, a study in 181 Thai adult
hospitalized patients. BMC Family Practice 2001, 2:2.
Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil I, Alobera-Gracia MA, del Canto-Pingarrén M,
Blanco-Jerez L. Physiological bases of bone regeneration Il. The remodeling process.
Med Oral Patol Oral Cir Bucal 2006; 11:E151-7.

Naito Yoshitaka, Saito Kazuya, Shiiba Kenichi, et al. CD8+ T Cells Infiltrated within
Cancer Cell Nests as a Prognostic Factor in Human Colorectal Cancer. Cancer Res
1998;58:3491-3494.

Nelson Delia, Ganss Ruth. Tumor growth or regression: powered by inflammation. J.
Leukoc. Biol. 2006, 80:685-690.

Potmesil M., Kohn K.W. DNA topoisomerases in cancer. New York. Oxford
University, Press, 1991.

Hooper, D.C. Clinical application of quinolones. Biochem.Biophys. Acta 1400; 45,
1998.

Fudenberg H, Pzza G. Transfer Factor new frontiers; progress in drug research.
1994:4;311-389.

Bernardone Seren |. Role of NK cells and adaptive immunity in “immunoediting”:
Recent developments. Panorama Inmunologia, 2008, 27;3:141-146.

Bhardwaj Nina. Harnessing the immune system to treat cancer. The Journal of
Clinical Investigation 2007, 117;5:1130-1136.

-




ESTUDIO PILOTO: “EFECTO DEL TRANSFERON ® COMO ADYUVANTE AL TRATAMIENTO DE OSTEOSARCOMA".

L

URL:

1. http://lwww.squidoo.com/bonexray

2. http://images.google.com.mx/url?q=http://www.path.utah.edu/casepath/MS%2520Cas
es/MSCase7/MSCase7Part3.htm.

3. iescarin.educa.aragon.es

-

@




