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RESÚMEN 

Antecedentes . El osteosarcoma es la neoplasia maligna ósea más frecuente en 

pediatría. La enfermedad recurrente y metastásica es la principal causa de 

mortalidad a pesar del tratamiento médico y qu irúrg ico. Algunos informes han 

relacionado la expresión de factores de proliferación , proteínas reguladoras del 

ciclo celular y antioncogenes con el pronóstico de estos pacientes . El objetivo del 

estudio es conocer la expresión de estos marcadores con inmunoh istoquímica y 

su posible relación pronóstica. 

Material y Métodos . Del archivo de patolog ía qu irúrg ica se obtuvieron todos los 

casos con diagnóstico de osteosarcoma entre 1990 y 2004. Se revisaron 

histológicamente y se realizó inmunohistoquímica para factores de proliferación , 

proteínas reguladoras de ciclo ce lular y antioncogenes. 

Resultados. Se identificaron 69 pacien tes , 34(49.2%) hombres y 35(50 .8%) 

mujeres con edad mediana de 12 años. La localización más frecuen te fue el tercio 

distal de fémur (47 .8%). Cuarenta y dos(60.8%) fueron osteosarcomas 

osteoblásticos , 9(13%) condroblástícos, 1 (1 .5%) fibroblástico, 11 (16%) con 

morfología poco usual y 6(8.6%) con morfología combinada. Se identificó 

sobreexpresión de Ki-67, bcl-2 , cicl ina 01 . pRb y p53 en 94 , 85, 67, 56 y 30.7% 

de casos , respectivamente. Solamente Ki-67, ciclina 01 y pRb mostraron 

positividad frecuente en >50% de célu las neoplásicas. Sin embargo, la correlación 

entre variables cl ínicas y la expresión de factores de proliferación y proteínas del 

ciclo celular no mostró significado estadístico. Todos los casos resultaron 

negativos para HER2. 
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Conclusiones . En esta serie, la localización más frecuente de osteosarcomas fue 

en fémur(47.8%) y el subtipo histológico más común el osteosarcoma 

osteoblástico(60.8%). La frecuencia de metástasis al momento del diagnóstico es 

elevada (30 pacientes, 43.5%) y común en pacientes con morfología combinada . 

Aunque se identificó sobreexpresión de factores de prol iferación , proteínas 

reguladoras de ciclo ce lular y antioncogenes en osteosarcomas en niños, no se 

observó correlación con enfermedad metastásica. 
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ABSTRACT 

Background. Osteosarcoma is the most frequent bone tumor in pediatric patients. 

Recurren! disease and metastases are the main cause of mortality in spite of 

medica! and surgical treatment. Some repo rts have related the expression of 

proliferations factors , expression , cell cycle proteins and anti-oncogenes with the 

prognosis of these patients. The aim of th is study was to analyze the expression of 

these markers by immunohistochemistry and its relation to prognosis. 

Material and methods. From the surgical pathology archive, all the cases with 

morphologic diagnosis of osteosarcoma, between 1990 and 2004 were obta ined. 

The patholog ic diagnosis was confirmed and immunohistochemistry was 

performed for prol iferation markers , ce ll cycle proteins and anti-oncogenes . 

Results. Sixty nine patien ts were identified , 34(49.2%) men and 35(50 .8%) 

women with average age of 12y. The most frequent site was the distal femur 

(47.8%). Forty-two(60.8%) were osteoblastic osteosarcomas, 9(13%) 

chondroblastic, 1 (1.5%) fibroblastic and 11 (16%) with un usual and 

6(8.6%)combined morphology. Over-expression of Ki-67 , bcl-2 , cyclin 0 1, pRb and 

p53 were identi fied in 94 , 85 , 67, 56 and 30% of cases, respectively. Only Ki-67, 

cyclin 01 and pRb were positive in >50% of neoplastic cells. Nevertheless, there 

was no corre lation between cl inical variables and over-expression of proli feration 

markers and cell cycle proteins . All cases were HER2 negative. 
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Conclusions. In this series , the most frequent site involved was the femur(47 .8%) 

and osteoblastic osteosarcoma(60.8%) the most common histological type . The 

frequency of metastasis at diagnostic was high (30 patients , 43.5%)) and common 

in patients with combined morphology. Even though over-expression of 

prol iferation markers cell cycle proteins and antioncogenes was identified , the 

correlation with metastatic disease cou ldn't be demonstrated. 
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INTRODUCCIÓN 

El osteosarcoma es la neoplasia ósea más frecuente en niños y 

adolescentes . Se define como la neoplasia maligna de hueso en la cuál las 

células mesenquimatosas neoplásicas tienen la capacidad de producir osteoide o 

hueso inmaduro. 

En EE.UU ., la incidencia de tumores óseos malignos es poco frecuente , se 

ha estimado en 8. 7 casos por millón de niños y adolescentes menores de 20 

años de edad, representando 650 a 700 casos nuevos de cáncer óseo por año. 

(1) En México, las tasas de morbilidad y mortalidad por osteosarcoma son de 0.6 

y 0.8% respectivamente. En el Instituto Nacional de Pediatria (INP) ocupa el 

sexto lugar, en frecuencia, en el Servicio de Oncolog ia y el segundo lugar en el 

servicio de Cirugia Oncológica . Es la segunda en tidad quirú rgica oncológica 

atend ida de todos los tumores óseos. (2) 

EPIDEMIOLOGIA 

Tiene una distribución bimodal, con incremento de la frecuencia en la 

segunda y quinta décadas de la vida, el primer pico de frecuencia coincide con el 

pico de crecimiento óseo en los adolescentes. El 60% de los casos se detecta 

entre 1 O y 30 años , con relación hombre: mujer de 3:1. (1, 2, 3,4) 
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DIAGNÓSTICO 

La evaluación de los pacientes con osteosarcoma inicia con la historia 

clínica , el exámen físico y placas rad iográficas. La mayoría de los pacientes se 

presenta con dolor y aumento de volumen del área afectada usualmente asociada 

a un traumatismo secundario a algún ejercicio vigoroso. Los pacientes 

generalmente tienen síntomas por 3 a 4 meses antes de rea lizarse el diagnóstico. 

(1 .3) Radiológicamente el osteosarcoma produce lesiones líticas o escleróticas . 

Puede estar limitado al espacio medu lar. pero la corteza puede ser afectada y 

destruida con límites poco precisos . En algunos casos el tumor puede extenderse 

a través de la cortical y puede variar en grados de mineral ización . En etapa inicial 

la radiografía muestra una zona aislada de penetración en la cortical , con 

expansión a los tejidos blandos. La superficie de la neoplasia presenta reacción 

periosteal que puede ser en forma paralela al hueso de neoformación. 

Ocasionalmente el tumor forma estrías radiadas perpend icu lares , lo cuál recibe 

el nombre de "signo del sol naciente". Otro signo rad iológico es el "Triángulo de 

Codman" que se identifica cuando el tumor crece en la superficie del hueso, 

induciendo una reacción periosteal. (3) 

Los parámetros de laboratorio que han sido cons iderados como auxiliares 

del diagnóstico son los niveles de fosfatasa alcalina sérica e intralesional , así 

como los niveles séricos elevados de deshidrogenasa láctica.(2) 

Los principales sitios de afección son la metáfisis de huesos largos como: 

fémur distal , tibia proximal y húmero proximal. También puede ocurrir en huesos 

del esqueleto axial , con mayor frecuencia en la pelvis (<10% en el grupo 

pediátrico) (3,4) 
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CLASIF ICACIÓN 

El osteosarcoma convencional es un sarcoma de alto grado y se clasif ica 

en tres categorías principa les dependiendo de la producción de matriz 

predominante: osteob lást ico, condrob lástico y fibroblástico . (5) 

La neoplasia puede variar desde áreas hipercelulares con escasa 

producción de osteoide a áreas con escasa celularidad y abundante osteoide con 

os ificación . La producción de matriz ósea tumora l com ienza con la e laboración 

de una matriz colagenosa fibrilar. En estad ios tempranos se presenta el depósito 

de una sustancia eosinofílica fibrilar en tre pequeños grupos de cé lulas 

neoplásicas . Posteriormente, grandes áreas de osteo ide producen un patrón en 

el cuá l la célula neoplásica es rodeada oor una sustancia gruesa , fibrilar, que 

puede mostrar mineralización . La osificación es prod ucida por nidos de osteo ide 

que separan células tumorales y muestran depós itos de calcif icación . De 

manera general en e l osteosarcoma osteoblástico predomina la matriz ósea y 

formación de osteoide . Las células neoplás icas son osteoblastos de aspecto 

ep itelioide o plasmocitoide , con células de d iferente morfología que va de 

pequeñas a cúbicas con un número variable de cé lulas g igantes multinucleadas. 

La matriz puede vari ar de áreas densas de osteoide y hueso laminado, a áreas 

de osteoide fibri lar. El osteosarcoma condroblást ico tiene una matriz 

predom inantemente condro ide, usualmente recuerda cart ílago hialino con células 

neoplásicas dentro de los depósitos de osteo ide . El osteosarcoma fibroblástico se 

compone de célu las neoplásicas fus iformes con escasa producción de osteoide. 

(3) 
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Adicional al osteosarcoma de tipo convencional y sus subtipos que 

reconoce la Organización Mundial de la Salud, existen otras variantes : el 

intramedular, paraosteal , periosteal, de bajo grado, intracortical , extraóseo, 

semejante a histiocitoma fibroso maligno, telangiectásico, de células pequeñas y 

rico en células gigantes. {5,6) De estas va riantes , se ha informado que el 

osteosarcoma de células pequeñas y el semejante a histiocitoma fibroso maligno 

se asocian a pronóstico desfavorable. (7.8) 

TRATAMIENTO 

Los protocolos actuales de tratam iento para el osteosarcoma usan una 

combinación de quimioterapia sistémica y ci rug ía, mejorando la sobrevida global 

en 15 a 20%, y con sobrevida libre de enfermedad del 70% a 5 años en 

pacientes que no tienen enfermedad metastásica al momento del diagnóstico. (1, 

4,9) Una alternativa para tratam iento es el intensificar la quimioterapia 

prequirúrgica con el subsecuente incremento en el porcentaje de pacientes con 

buena respuesta histológica pero en los cuáles no ha habido cambio en el 

porcentaje de sobrevida libre de en fermedad. Existe la necesidad de poder 

estratificar a los pacientes al momento de diagnóstico en pacientes de alto y bajo 

riesgo con la capacidad de poder emplear qu imioterapia agresiva en pacientes 

con factores de alto riesgo, y minimizar en pacientes de bajo riesgo los efectos 

secundarios por toxicidad. 
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FACTORES PRONOSTICOS 

Hasta el momento, el factor pronóst ico de mayor impacto al momento del 

diagnóstico es la presencia o ausencia de metástasis . Aproximadamente, el 15 a 

20% de los pacientes presentan metástasis al momento del diagnóstico, lo cuál se 

asocia a pronóstico desfavorable. Otros factores explorados con limitada 

capacidad pronostica son : edad, género, duración de los síntomas, extensión de 

la enfermedad al momento de diagnóstico y sitio del tumor primario. Los 

parámetros de laboratorio que han sido considerados como significativos son los 

niveles de fosfatasa alcalina sérica e intralesional , así como los niveles de 

deshidrogenasa láctica sérica . 

De los factores histológicos considerados como pronósticos el más 

importante es la respuesta histológica del tumor a la qu imioterapia neoadyuvante, 

además de el tipo histológico, grado de diferenciación , afección a partes blandas, 

tamaño del tumor y contenido de DNA. (1, 4, 1 O) 

En la actualidad la capacidad de predecir el pronóstico en osteosarcomas 

es limitada, ya que los factores util izados no son suficientes para predecir el curso 

de la enfermedad. Con el fin de encontrar otros factores pronósticos asociados a 

la biología tumoral , se han estudiado alteraciones genéticas, mutaciones en 

oncogenes , protooncogenes, asi como proteínas del ciclo celular relacionadas a 

resistencia a la quimioterapia. 

En varios trabajos se ha estudiado el papel de la familia de proteínas del 

bcl-2 , las cuáles regulan varios pasos en la apoptósis . Algunos miembros de ésta 

familia , incluyendo bcl-2 , bloquean la muerte celular, mientras que otros miembros, 

como Bax, promueven la apoptosis . El estudio de inmunohistoquímica de la 
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expresión de bcl-2 difiere en las diferentes neoplasias , por ejemplo : en cáncer de 

mama con metástasis se ha encontrado fa lta de expresión y se asociado a mal 

pronóstico, mientras que en melanoma maligno metastático se ha encontrado una 

importante expresión . En osteosa rcomas en niños , la expresión moderada o 

intensa de bcl-2 ha sido informada hasta en un 81 %, sin encontrar aún 

sign ificado cl ínico. (1 1) 

ANOMAlÍAS GENÉTICAS 

Las alteraciones genéticas investigadas en osteosarcomas se encuentran 

ag rupadas en dos categorías : 1) translocaciones recíprocas con cariotipos 

balanceados y alteraciones en genes supresores y, 2) cariotipos no balanceados 

con alteraciones del gen p53 y del retinoblastoma (Rb). 

ALTERAC IONES EN GENES SUPRES ORES TUMORALES 

Las mutaciones en el gen p53 son las alteraciones más frecuentes 

encontradas en tumores malignos. p53 ha sido implicado como mediador en el 

ciclo celular, en particular en la muerte celular programada incluyendo la 

apoptosis inducida por radiación y qu imioterapia . En osteosarcomas, se han 

identificado alteraciones del p53 en 18 a 42% de casos. (1 ,12) La 

sobreexpresión de p53 no se ha relacionado con un al to índice de proliferación , 

sin embargo , si se ha asociado a la edad de los pacientes . Esto es importante . ya 

que en la edad pediátrica . la expresión de p53 es negat iva. por el contrario , en 

adultos . es positiva con p<0.04. Según Gokgoz las alteraciones en p53 se llevan 

a cabo antes de desarrollarse metástasis más que en un estadio de progresión del 
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tumor, contrario a los hallazgos reportados por Ferrari. Este estudio informó que 

la expresión de p53 no tiene sign ificado pronóstico con respecto a la sobrevida . 

(11 , 12,13) 

En osteosarcomas, algunos oncogenes como c-myc, c-raf, c-myb, c-met, 

c-sis, y c-gli se encuentran sobreexpresados. (3,1 O) También , se ha encontrado 

evidencia de alteraciones en la fase G1 del ciclo celular, 29% de casos han 

mostrado pérdida de la expresión de pRB y 16% pérdida de la expresión de 

p16. También , se ha informado una correlación inversa entre la pérdida de la 

expresión de pRB y p16. Estos datos, fueron independientes del sitio de tumor, 

presencia de metástasis al momento de diagnóstico y porcentaje de necrosis 

tumoral en el espécimen de resección . En aná lisis univariados se ha identificado 

correlación con significado estad íst ico entre escasa sobreviva y ausencia de 

p16. Como parte del ciclo celular, la expresión de ciclina 01 no ha sido detectada. 

(1) 

ESTRATEGIAS PARA TRATAM IENTO BASADAS 

ESPECIFICOS: 

EN ANTICUERPOS 

Se ha considerado como potencial factor pronóstico y con probable 

finalidad terapéutica la expresión de HER2 (c-erb82). El HER2 o c-erbB-2 es un 

protooncogen localizado en el cromosoma 17q21 que tiene una glicoproteína 

transmembrana con actividad de tiros ina cinasa que muestra sim ilitud estructural 

al receptor 2 del facto r de crecimiento epidérmico. Así , el factor de diferenciación 

neu, o hergulin estimula la actividad de cinasa de ErbB-2. (1 2) NDF no interactúa 

de manera directa con ErbB-2 más que con un heterodimero de ErbB-2 y el 
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receptor relacionado tales como ErbB-3 o Erb84. El ligando auténtico de ErbB-2 

aún es desconocido. En ratas el oncogen neu es activado por una mutación 

aislada puntual: valina a ácido glutámico, glutamina o aspartato en la región 

transmembrana . La sobreexpresión en humanos de c-erbB-2 induce 

transformación maligna de fibroblastos de roedores. (9, 11 , 13) 

La sobreexpresión del oncogen Her-2/neu ha sido evaluada y tiene 

significado pronóstico en cáncer de mama, se ha identificado expresión de 15 a 

40% de estos casos y se asocia a sobrevida global corta. En hueso normal , la 

sobreexpresión de HER2 es escasa. 

En 1996 Onda y colaboradores , (5) as í como Gorlick en 1999(13,14) 

informaron que la sobreexpresión de Her2/neu en osteosarcomas se relaciona 

con metástasis pulmonares tempranas y sobrevida limitada, por lo cuál se sugirió 

que Her2/neu podría cons iderarse como un factor pronóstico desfavorable 

asociado a metástasis. En otros estud ios , se han identificado problemas en la 

evaluación de este oncogen . Kilpatrick y colaboradores en una serie de 41 

pacientes informaron la sobreexpresión de Her2/neu citoplásmica focal en un 40 

a 98% con intensidades variables . La positividad citoplásmica no correlacionó 

con el grado o subtipo histológico, el grado de respuesta a quimioterapia , 

metástasis o sobrevida de los pacientes. 

Por otro lado, en la serie de Akatsuka, (15) en pacientes con 

osteosarcomas de alto grado sin enfermedad metastásica al momento de 

diagnóstico y tratados con cirugía y quimioterapia neoadyuvante, la 

sobreexpresión de Her2/neu en cé lulas neoplásicas se asoció con un incremento 

en la probabilidad de sobrevida libre de enfermedad, en este estud io, no se 
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consideró la localización de la tinción (membrana o citoplásm ica) ni la intensidad 

de la misma . A la fecha , los resultados siguen siendo controversiales, como el de 

Ferrari publ icado en 2004, la sobreexpres ión de HER2/neu en la membrana 

celular se asoció a la presencia de múltiples metástasis e intervalos cortos de 

sobrevida libre de enfermedad. (12, 13, 16, 17, 18, 19, 20 , 21 , 22, 23) 
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JUSTIFICACIÓN 

El osteosarcoma constituye la principal neoplasia ósea maligna en niños, 

seguido del Sarcoma de Ewing . Aunque la sobrevida global de los pacientes 

con osteosarcoma se ha incrementado en las últimas décadas, la enfermedad 

recurrente y metastásica del osteosarcoma son los principales factores 

involucrados en la mortal idad de los niños . A pesar de que se utilizan factores 

pronósticos cl ínicos, de laboratorio e histo lógicos, en ocasiones , éstos no son 

suficientes para predecir el comportamiento biológico de estas neoplasias. Se 

han estud iado algunas alteraciones genéticas , sin embargo , aún no se ha 

identificado correlación entre éstos y el pronóstico de pacientes pediátricos con 

osteosarcoma. 

OBJETIVO 

Analizar la expresión de factores de proliferación , proteínas reguladoras 

del ciclo celular y protooncogenes , mediante inmunoh istoquímica , en tejido fi jado 

en formaldeh ido y embebido en para fina en osteosa rcomas en niños. 

HIPÓTESIS 

Los factores de proliferación celu lar, proteínas reguladoras del ciclo celular 

y protooncogenes 

osteosarcoma. 

se encuentran sobreexpresados en pacientes con 
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MATERIAL Y METODOS 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

Es un estudio observacional. retrospectivo, comparat ivo, transversal. 

UBICACIÓN DEL ESTUDIO: 

Departamento de Patolog ía del Instituto Nacional de Pediatría. 

POBLACIÓN ELEGIBLE 

Pacientes con biopsia con diagnóstico histopatológico de osteosarcom a 

primario atendidos en el Insti tuto Naciona l de Pediatría de 1990-2004. 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

1. Pacientes de cualquier género, menores de 18 años. 

2. Pacientes con diagnóstico de osteosarcoma sin tra tamiento previo. 

3. Pacientes con osteosarcoma que cuenten con laminillas y bloques de 

parafina disponibles. 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

1. Pacientes con diagnóstico de osteosarcoma en los que el material sea 

inadecuado para inmunohistoqu ímica. 
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VARIABLES DEL ESTUDIO 

Variables independientes: 

1. Expresión de Ki-67, p53, c-erbB-2, bcl-2 , Ciclina D-1 . 

2. Edad 

3. Género 

4. Variedad histo lógica 

Variables dependientes: 

1. Intensidad de la positividad 

2. Porcentaje de positividad 

3. Presencia de metástasis 

HOJA DE RECOLECCIÓN DE INFORMACIÓN 

Anexo 1 y 2. 

ANÁLISIS MORFOLÓGICO 

Del arch ivo de patolog ía qu irúrg ica se obtuvieron todos los casos con 

diagnóstico de osteosarcoma entre 1990 y 2004. Todos los casos fueron teñ idos 

con hematoxilina y eosina , fueron evaluados, se corroboró el diagnóstico 

histopatológico y se seleccionaron las lam inillas para inmunohistoquímica. 

INMUNOHISTOQUÍMICA 

Se realizaron cortes a 2 micras del tej ido seccionado y se montaron en 

laminillas previamente tratadas con una solución de po lí-1-lísína. Se realizó la 

técnica de ínmunohistoquímica con el complejo bíotina-estreptavidina/peroxidasa 
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mediante el sistema de detección LSAB+/HRP (Label led streptavidin-biotin , Oako 

Corporation , Carpintería Cal íf. USA). 

Para el desenmascaramiento de epitopes se utilizó citrato de sodio al 0.1 M 

pH 6.2 y EOT A 0.1 M pH 9, durante 5 minutos en la ol la de presión/horno de 

microondas y se enfriaron a temperatura ambiente por 20 minutos . Posteriormente 

las muestras fueron tratadas con peróxido de hidrógeno al 0.9% en med io acuoso 

e incubadas con albúmina sé rica bovina (BSA) al 1% en PBS por cinco minutos 

cada uno, los anticuerpos ki-67 (Clon a MI B-1 , cat M7240), pRB11 O (Clona Rb1 , 

cat m7131 ), p53 (Clona 00-7, cat M7001 ),c-erBb-2 (policlonal), cicl ina 0 -1 (Clona 

OCS-6 , cat M3571 ) protooncogen bcl-2 (Clona 124, cat M0887) todos de la 

marca Oako Cymation , Carp intería Calif. USA, se incubaron por 45 minutos a 

temperatu ra ambiente . El anticuerpo secundario biotinilado y el complejo 

estreptavidina/peroxidasa se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente. 

Para la visualización de la reacción se utilizó como sustrato 3,3 · deaminobencidina

H20 2 y la reacción se monitoreo al microscopio. Se deshidrataron las laminillas en 

un tren de tinción con alcohol etílico degradado al 50%, 60%, 70%, 96%, alcohol 

absoluto, se contrastaron con hematoxilina de Gill por 3 minutos y finalmente se 

les co locó el cubreobjeto con resina sintética Entellan . 

En cada laminilla de casos problema, se incluyeron como control positivo 

para cada anticuerpo, tej idos que previamente se habían probado y que se 

utilizan de control rut ina ri o para dichos marcadores. En todos los casos se real izó 

vimentina (marcador genérico) para verifica r la viabilidad y antigen icidad del tejido 

estudiado. Además, en cada corri da de inmunohistoquímica se incluyeron cortes 

del tejido a analizar (osteosarcomas) los cuales fueron sometidos al mismo 
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procedim iento pero sin el anticuerpo primario, estos tejidos sirvieron como 

controles negativos. 

EVALUACIÓN 

Se analizó la positividad para cada uno de los marcadores ya comentados, 

en base a criterios preestablecidos (veáse anexo 1 ), para lo cual , en el caso de 

marcadores nucleares se ana lizó el porcentaje de núcleos positivos en 600 células 

neoplásicas, se utilizó un analizador de imágenes (lmage Pro Plus) en un 

microscopio Olympus. Se diseñó un programa especial que permitió la 

estandarización de la positividad en la expresión de inmunohistoqu imica con la 

adecuada calibración de la intensidad de tinción a un tono especifico. Los 

marcadores de membrana fueron evaluados por dos patólogos que utilizaron un 

microscopio de luz Olympus. Los resultados fueron expresados en escalas 

semicuantitativas y cuantitativas. La positividad para Ki-67 , pRb, p53 y ciclina 0 1 

fue evaluada: O (sin tinción), 1(tinción posit iva en 1-25% de células neoplásicas), 2 

(tinción en 26-50% de célu las neoplásicas), 3 (tinción en 51-75% de células 

neoplásicas) y 4 (tinción positiva en 76-100% de célu las neoplásicas) ; mediciones 

de 2': 2 fueron considerados positivos . Para bcl-2 se cons ideró positivo a partir de 

2%. La positividad para HER2 se evaluó en la membrana celular (anexo 1 ). 

ANALISIS ESTADISTICO 

Las variables demográficas se analizarán con med idas de tendencia 

central. Las variab les ordinales se anal izaron con x2
. 
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RESULTADOS 

En el estudio se incluyeron 69 pacientes con diagnóstico de osteosarcoma 

en 34 hombres y 35 mujeres con edad mediana de 12 años . La localización más 

frecuente fue en huesos largos , 33 casos estuvieron localizados en fémur, 15 en 

tibia y 11 en húmero. En 1 O casos el tumor se encontró en sitios poco 

convencionales. Se identificaron 30 pacientes con metástasis al momento del 

diagnóstico. Los sitios más frecuentes de metástasis fueron pulmón y hueso en 24 

y 4 pacientes , respectivamente (Cuadro 1 ). 

Cuadro 1. Características clin icopatológicas de osteosarcomas en niños . 

Variable 

Edad (mediana) 
Género 

Hombres 
Mujeres 

Localización 
Fémur 
Tibia 
Húmero 
Otro 

Parrilla costal 
Cráneo 
Esternón 
Pelvis 
Rótula 

Metástasis 
Pulmón 
Hueso 
Otros 

No. De pacientes 
n=69 

12 años 

34 
33 

33 
15 
11 
10 

30 
24 
4 
2 
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Morfológicamente se identificaron 42 pacientes con osteosarcoma 

osteoblástico, 9 con condroblástico, 1 fibroblástico y 11 con morfología poco usual 

(Figura 1). 

Figura 1. Frecuencia de osteosarcomas con morfología poco usual. 

No. DE 
PACIENTES 

1
·
5 

1 

1 

MORFOLOGÍA 

O Telangiectásico 

• Cells pequeñas 

OCells gigantes 

O Epitelioide 

• Extraesquelético el 
desmoplasia 

O Osteoblastoma-like 

En 6 pacientes la biopsia inicial mostró morfología combinada. En ellos se 

observó componente osteoblástico que alternaba con otro patrón histológico, 

principalmente condroblástico (Figura 2). Cinco pacientes con esta morfología 

presentaron metástasis al momento del diagnóstico. 
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Figura 2. Osteosarcomas con morfología combinada en niños. 
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O Osteoblástico-fibroblástico 

O Osteoblástico-fusocelular 

• Osteoblástico epitelioide 

EXPRESIÓN DE FACTORES DE PROLIFERACIÓN Y PROTEÍNAS 
DEL CICLO CELULAR 

Se identificó positividad inmunohistoquímica para bcl-2, Ki-67, pRb y cicl ina 

D-1 en 81.4, 48 .6, 43, y 40% respectivamente, mientras que la expresión de p53 

fue menor al 25% (Cuadro 2) . 
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Cuadro 2. Expresión de factores de prol iferación y prote ínas del ciclo celular en 

osteosarcomas en niños. 

p 

Anticuerpo No. de casos % 

Ki-67 34/67 48.6 

bcl-2 57/67 81.4 

pRb 28/67 40.0 

p53 16/65 23.0 

1 Ciclina D-1 30/58 43.0 

De los casos positivos para Ki-67 (34 pacientes) 11 presentaron metástasis 

al momento de diagnóstico (p=0.06). Aunque la correlación no es estad ísticamente 

significativa , el número de casos con metástasis y positivo a Ki-67 muestra una 

tendencia para considerarlo como un factor pronóstico. En 23 se identificó 

positividad para bcl-2 y enfermedad metastásica (p=NS) . El resto de los 

marcadores no mostraron corre lación con metástasis (Cuadro 3). 
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Cuadro 3. Corre lación entre la expresión de factores de proliferación y proteínas 

del ciclo celular y metástasis en osteosa rcomas en niños. 

1 Anticuerpo 
1 

No. de casos* 
1 

Valor p• 

Ki-67 11 0.06 

l bcl-2 
1 

23 .247 

pRb 10 .393 

1 p53 5 .336 

· Ciclina 0-1 11 457 

• Casos positivos para cada an 1cuerpo y metástas1s 
· ¡ 

Por medio de inmunohistoqu ímíca se ident ificó positividad de membrana 

leve e incompleta (1 +) para HER2 en 3 casos . En 11 y 2 pacientes se observó 

react ividad citoplásmica y nuclear, respectivamente; sin embargo, estos casos 

fueron considerados negativos (Anexo 1: escala de evaluación de HER2/c-erbB-

2) 

Al ana lizar por separado el grupo de osteosa rcomas osteoblásticos (n=42), 

la expresión de los marcadores fue sim ilar al grupo en su tota lidad (n=69). Se 

identificó sobreexpresión de Ki-67, bcl -2 , pRb y ciclina 01 en más del 30% de los 

pacientes . La positividad para p53 fue baja (Cuadro 4). 
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Cuadro 4. Expresión de factores de proliferación y proteínas del ciclo celular en 

osteosarcomas osteoblásticos en niños. 

¡ Anticuerpo No. de casos % 

Ki-67 19/41 46.2 

1 bcl-2 34/40 85.0 

pRb 18/41 43.9 

p53 7/39 17.9 

Cicl ina D-1 19/35 54 .3 

Se identi ficaron 19/42 pacientes con metástasis. La expresión de los 

marcadores fue similar al grupo total y no se documentó una correlación 

importante entre metástasis y expresión de los mismos. 
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DISCUSIÓN 

En el INP se encontró una frecuenc ia igual de presentación en hombres y 

mujeres, con una relación 1 :0.9, a di ferencia de lo que se describe en la literatura 

(una relación H:M de 3:1), con una mediana de 12 años al momento de 

diagnóstico. (1, 2, 3,4). 

A diferencia de lo descrito en la literatura se encontró casi el doble de 

pacientes con metástasis al momento de diagnóstico (43 .5% vs. 15 a 20%). (20) 

Los osteosarcomas expresan en el 29% pérd ida de la expresión de pRb, y 

16% pérdida de la expresión de p16. Nosotros investigamos únicamente la 

expresión de pRb ya que en su estado activo actúa como regulador negativo de 

la cél ula de la fase S a la fase G 1, observando que es discretamente mayor en 

pacientes sin metástasis que en pacientes con metástasis . La Cicl ina 0 -1 mostró 

una elevada expresión en proporción directa con la expresión de pRb, siendo esto 

comprens ible, por su intima re lación en el ciclo celular, act ivando la transcripción 

de varios genes cuyos productos son básicos pa ra la progresión hacia la fase S. 

(23) 

En este estudio , la expresión de bcl-2 mostró relación casi proporcional a 

la expresión de Ki-67, lo cuál es lógico por la re lación que guardan en el ciclo 

celu lar. 

Nosotros encontramos una expresión de p53 del 23%, sin encontrar 

relación sign ificativa con otros parámetros clínicos. En relación a los niños con 

metástasis, solo el 25 .9% mostró expresión de p53. Esto se encuentra en 

correlación con los hallazgos informados por varios autores quienes cons ideran 

que la pérdida de la función de p53 es importante para algunos osteosarcomas 
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esporádicos. Se han informado mutaciones en p53 hasta en el 22% de los 

osteosarcomas, sin relación a recurrencia de enfermedad en sitios distantes y sin 

significado estadístico en los análisis multivariados, similar a nuestros hallazgos. 

(24 , 25,26) 

Llama la atención que en nuestra población pediátrica encontramos que a 

partir de los 8.3 años existió un incremento en la expresión de p53 proporcional a 

la edad. Algunos estudios han mostrado que la sobreexpresión de p53 no se 

relaciona con un alto índ ice de proliferación, sin embargo , si se ha asociado a la 

edad de los pacientes. Esto es importante, ya que en la edad ped iátrica, fa 

expresión de p53 es negativa , por el contrario, en adultos , es positiva con p<0.04. 

(26,27). 

En relación a la expresión de HER2, nosotros obtuvimos tinción incompleta 

de membrana celular en 3 casos en <20% de células neoplásicas . Estos 

resultados , según la literatura , son considerados negativos. Así mismo, Anninga y 

colaboradores, informaron positividad de membrana en 1 de 27 casos el cual no 

mostró amplificación con FISH . Este investigador concluye que la expresión de 

HER-2 no tiene un rol importante como factor pronóstico en osteosarcomas. (28, 

29 ,30) 

Esto nos lleva considerar, que la expresión de c-erbB-2 no es un factor 

pronóstico aislado en la biología tumora l de los osteosarcomas, así como a 

considerar que el anticuerpo monoclonal trastuzumab dirigido contra el receptor 

de HER2, no es una terapéutica efectiva contra los osteosarcomas y que hay que 

considerar que es una neoplé;!s ia multifactorial y dinámica, en la que hay que 

investigar otros factores que ayuden a una nueva terapéutica en osteosarcomas. 
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Es necesario contar con técn icas de biolog ia molecular más sensibles y 

especificas para detectar mutaciones en éstas moléculas , para evaluar su 

significado biológico real en relación a la sobrevida de los pacientes. 
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CONCLUSIONES 

1. En esta serie, la loca lización más frecuente de osteosarcomas fue en el 

tercio distal de fémur(47.8%) y el osteosarcoma osteoblástico(60.8%) el 

subtipo histológico más común. 

2. La frecuencia de metástasis al momento del diagnóstico es elevada (30 

pacientes, 43 .5%) y común en pacientes con morfolog ia combinada. 

3. La expresión de Ki-67 , bcl-2 , pRb y cicl ina 0 1 es frecuente en 

osteosarcomas en niños. Sin embargo, no se observó correlación con 

enfermedad metastásica . 

4. No encontramos sobreexpresión de HER2 en osteosarcomas en nuestra 

serie. 
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ANEXO 1 

ESCALA DE EVALUACIÓN DE HER2/erbB2*** 

GUIA DE EVALUACION DE HercepTest 

CALIFICACION EVALUACION DE LA PATRON DE TINCION 

EXPRESION DE HER2 

o Negativo 

1+ Negativo 

2+ Positivo 

3+ Positivo 

Sin tinción , tinción de membrana 

en <1 0% de células neoplásicas 

Tinción débil de membrana en 

>1 O% de las célu las neoplásicas . 

Las células so lo se tiñen en una 

parte de la membrana 

Tinción débil a moderada de 

membrana completa en >10% de 

las cé lulas neoplásicas 

Tinción fuerte de membrana 

completa en >10% de las células 

neoplásicas 

Biopharmaceutical Services , lmpath Laboratorios, Froylan Espinoza M.O. 

Molecular Tissue Pathology, Queso Diagnostics/Nichols lnstitute and Dako. 
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ESCALA DE EVALUACION DE p53, Ki-67 y bcl-2 

En la evaluación de p53 , Ki-67, cicl ina D-1, pRB y bcl-2 la positividad será 

considerada en el núcleo, con la sigu iente esca la semicuantitiva: 

o Negativo, sin tinción 

1+ 1% a 25% de las célu las tienen tinción positiva 

2+ 26% a 50% de las célu las neoplás icas tienen tinción positiva 

3+ 51 % a 75% de las cé lulas neoplásicas tienen tinción positiva 

4+ 76% a 100% de las cé lulas neoplásicas tienen tinción positiva 

Cancer 2004; 100:1936-42. Ferrari S . Berton i F ET all . 

39 



ANEXO 2 

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS 

1.-NOMBRE: 

2.-EDAD: 

3.-SEXO: 

O Masculino 

1 Femenino 

4.-SITIO DE PRESENTAC ION DEL TUMOR 

O FEMUR 

1 TIBIA 

2 HUMERO 

3 OTRO 

4 MUL TICENTRICO 

5.-No. DE BIOPSIA INICIAL: 

BIOPS IA SUBSECUENTE : 

REGISTRO 

RESECCION POSTQUIM IOTERAPIA O 

METASTASIS 

6.-VARIEDAD HISTOLOGICA: 

OSTEOBLASTICO 

CONDROBLASTICO 

FIBROBLASTICO 

OTRO 

o 

2 

3 

40 



7.- EVALUACION DE INMUNOHISTOQUIMICA 

MARCADOR 

Ki-67 o 

p53 o 

pRb o 

c-erbB-2 o 

bcl-2 o 

Ciclina D-1 o 

% 

41 


