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3Qué se sabe del tema que trata este estudio?

En osteosarcomas los mecanismos bioldgicos asociados a su com-
portamiento clinico no estdn dilucidados y se ha planteado la tran-
sicién epitelio mesénquima como un mecanismo que pueda expli-
car su agresividad clinica.

Resumen

La transicién epitelio-mesénquima (TEM) es la capacidad de las células epiteliales y mesenquimales
de intercambiar de fenotipo de forma transitoria; su identificacién en células tumorales carcinoma-
tosas se ha asociado con fenotipos clinicos agresivos. En sarcomas, este evento bioldgico se encuentra
en estudio. Objetivo: evaluar la expresiéon de dos factores de transcripcion involucrados en la TEM
mediante inmunohistoquimica en osteosarcoma en pacientes pedidtricos y su asociacién con desen-
laces clinicos. Pacientes y Método: Estudio retrospectivo en menores de 18 aios con diagnéstico de
osteosarcoma. Se realiz6 inmunohistoquimica para Snail y Twist-1 en muestras obtenidas al momen-

$Qué aporta este estudio a lo ya conocido?

En este trabajo se identificaron mediante inmunohistoquimica dos
factores de transcripcién involucrados en la transicién epitelio me-
sénquima en muestras de osteosarcoma pedidtrico, estos resultados
sugieren este tipo de células tumorales puede usar este mecanismo
para diseminarse e invadir otros tejidos.
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to del diagndstico. Posteriormente fue explorada la correlacion entre la positividad de los marcadores
con los desenlaces clinicas y con la supervivencia global. Resultados: 53 pacientes fueron incluidos.
Para Snail, se encontré positivo en localizacion citoplasmdtico en 26 casos (49,1%) y esto se correla-
cioné con la presencia de metdstasis multiples (p = 0,02) y metastasis de localizacién 6sea distantes
(p = 0,01). Twist fue positivo en localizacién nuclear en 45 casos (84,9%) y no se encontraron aso-
ciaciones con las variables clinicas analizadas. Conclusiones: Snail y Twist-1, se detectaron en una
frecuencia importante en muestras de pacientes pedidtricos con osteosarcoma. Snail citoplasmdtico
se correlaciond con presencia de enfermedad metastdsica multiple y metdstasis dseas distantes. La
positividad de ambos marcadores sugiere la activacion de estas proteinas como reguladores de even-
tos de TEM en este tumor y se plantea un rol en los fenémenos que se relacionan con la presentacién
clinica de la enfermedad.

Abstract Keywords:
Transcription Factors;

The epithelial-mesenchymal transition (EMT) is the ability of epithelial and mesenchymal cells to ~ Snail Family;

exchange phenotypes transiently. Its identification in carcinomatous cells has been associated with ~ Twist-Related

aggressive clinical phenotypes. In sarcomas, this ability is under study. Objective: to evaluate the ~ Protein 1;

expression of two transcription factors involved in EMT by immunohistochemistry in pediatric os- Osteosarcoma;

teosarcoma and its association with clinical outcomes. Patients and Method: A retrospective cohort ~ Epithelial-Mesenchymal

study in children under 18 years of age with osteosarcoma diagnosis. Immunohistochemistry was ~ Transition

performed for Snail and Twist-1 expressions from samples collected at the time of diagnosis. Corre-
lations between immunohistochemistry and the clinical outcomes and overall survival were perfor-
med. Results: 53 patients were included. There were 26 positive cytoplasmic cases (49.1%) in Snail
expression and were correlated with the presence of multiple metastases (p = 0.02) and distant bone
metastases (p = 0.01). On the other hand, 45 cases (84.9%) were positive in Twist-1 expression in
the nuclear location, showing no association with the analyzed clinical variables. Conclusions: Snail
and Twist-1 were frequently expressed in pediatric cases of osteosarcoma. Cytoplasmic Snail was co-
rrelated with the presence of multiple metastatic disease and distant bone metastases. The positivity
of both markers suggests the activation of these proteins as regulators of EMT events in this tumor,
suggesting a role in the phenomena related to the clinical presentation of the disease.

Introduccién cidad que parece también asociarse a una mayor agre-

sividad de la enfermedad®.

La transicién epitelio-mesénquima (TEM), un
evento bioldgico en el cual las células epiteliales adop-
tan caracteristicas de células mesenquimales y su inver-
so la transicién mesénquima-epitelio (TME) que im-
plica que células mesenquimales se comportan como
células epiteliales. Estos intercambios fenotipicos son
reversibles y las células tienen la capacidad de volver
a adquirir su fenotipo original'; ambos son procesos
esenciales en fendmenos fisiol6gicos como la embrio-
génesis, organogénesis y cicatrizaciéon®

Los procesos de TEM/TME fueron identificados
en células tumorales de origen epitelial que adquieren
propiedades mesenquimales lo que les da la habilidad
de extravasar, migrar e invadir tejidos distantes al tu-
mor primario, cualidades que se han asociado con pre-
sentaciones clinicas de mayor agresividad y desenlaces
de mal pronéstico’. Los sarcomas parecen también
presentar este tipo de plasticidad celular exhibiendo
un comportamiento inverso en el cual hay transicién
desde la célula mesenquimal al fenotipo epitelial, capa-

El sarcoma mads frecuente en la edad pedidtrica es el
osteosarcoma es un tumor primario de hueso cuya in-
cidencia oscila de 3 a 5 casos por millén en hombres y
de 2 a 4 casos por millén en mujeres’. A la fecha los me-
canismos bioldgicos subyacentes al comportamiento
agresivo de los osteosarcomas no estdn completamente
dilucidados, algunos trabajos indican que este tipo de
tumores pueden sufrir cambios fenotipicos involucra-
dos en la TME y TEM vy esto tener implicaciones en la
agresividad y desenlaces clinicos®™®.

Los eventos de TEM/TME se encuentran orques-
tados por un grupo de factores transcripcionales acti-
vadores cuyo conjunto bdsico incluye Snaill (Snail),
Snail2 (Slug), Twist-1, Twist-2, Zebl y Zeb2, estas mo-
léculas regulan tanto los fenémenos biolégicos como la
activacion en células tumorales®?.

Snail, ademas de regular procesos de TEM/TME
durante el periodo embrionario y de organogénesis,
su sobre-expresion se ha documentado en varios car-
cinomas, donde se ha correlacionado con una mayor
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frecuencia de metdstasis y mayor agresividad en la pre-
sentacion clinica’, y con quimio-resistencia, funda-
mentalmente a cisplatino, doxorrubicina y 5-fluoracilo
en cdncer de mama y ovario'?.

Twist-1, por su parte, tiene la capacidad de repri-
mir o inducir la expresion proteinas relacionadas con
la regulacion de la embriogénesis; y es fundamental en
la regulacion de cambios celulares, como la formacién
de invadopodios y la induccién de mimetismo vascu-
logénico'. Diversas investigaciones han demostrado
que la expresion de Twist-1 se asocia con resultados
clinicos desfavorables y una mayor frecuencia de me-
tastasis en varios tipos de tumores sélidos, incluyendo
prostata, cuello uterino, mama, estomago y pancreas’.

El objetivo de este estudio es evaluar la expresion
de Snail y Twist-1 mediante inmunohistoquimica
(IHQ) en osteosarcomas en pacientes pedidtricos en el
diagndstico, y se estudia una posible correlacién de la
positividad con el comportamiento clinico, la respues-
tay toxicidad de la quimioterapia y la supervivencia de
los pacientes.

Pacientes y Método

Se realiz6 un estudio de cohorte, retrospectivo en
pacientes pedidtricos con diagnéstico confirmado de
osteosarcoma manejados en una institucién de refe-
rencia nacional en la ciudad de Bogotd en el periodo
entre 2012 hasta mayo 2020. Para determinar el tama-
no de la poblacion a incluir se realizé un muestreo no
probabilistico por conveniencia, dado que no se po-
dia estimar la proporcién de casos que contaban con
el material biolégico necesario para la realizacién de
los estudios de IHQ, por lo que fueron incluidos todos
los pacientes con diagnostico confirmado de osteosar-
coma que contaban con bloque de parafina y ldminas
de hematoxilina-eosina del diagnéstico inicial para
estudio de IHQ. Se excluyeron los casos en los cuales
existieron limitaciones con los registros clinicos por
no tener seguimiento o abandono de tratamiento en
la institucién.

Se analizaron variables demogriéficas, clinicas y de
desenlace. Dentro de las variables clinicas se registra-
ron: localizacién de la lesién, estadio segin Enneking,
presencia metdstasis al diagnéstico y localizaciéon de
estas, respuesta a quimioterapia medida como: por-
centaje (%) de necrosis posterior a la neo-adyuvancia.
Ademds, se registraron los eventos de toxicidad aso-
ciada a la quimioterapia en los dos periodos: neo-ad-
yuvancia y adyuvancia y fueron incluidas variables de
toxicidad hematoldgica, cardiaca, renal y la presencia
de mucositis. Las variables desenlace fueron: recaida o
progresion de la enfermedad, supervivencia global y el
desarrollo de segundas neoplasias.
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Para la realizacién del estudio de histopatologia,
después de la identificacién de los casos, se reviso el
material bioldgico del diagnéstico de la enfermedad
(bloque de parafina y estudio de IHQ) y se seleccio-
naron aquellos con mayor representatividad del tu-
mor para el procesamiento con los anticuerpos Snail
y Twist-1.

Las muestras fijadas en formalina y embebidas en
parafina fueron cortadas a 4 micras en 6 ldminas car-
gadas para cada caso y luego desparafinadas en xileno
y deshidratadas en etanol, seguido por la recuperacién
antigénica en buffer citrato por 10 minutos e inactiva-
ci6n de la enzima peroxidasa endégena con H202 al
3% por 20 minutos. Posteriormente, las muestras se
incubaron con los anticuerpos primarios contra Snail
y Twist-1 (Novusbio®), durante una hora. Después se
lavé cada tejido por 1 minuto con solucién salina bu-
ffer fosfato. Luego las ldminas fueron incubadas con
el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa de
rdbano a 37°C por 30 minutos y visualizadas por incu-
bacion con la solucidn de 3,3’-diaminobenzidina (San-
gon Biotech®, Shanghai, China). Posteriormente, las
laminas se colorearon con hematoxilina por 1 minuto
y se lavaron por 3 minutos con agua. Finalmente, los
cortes se deshidrataron con etanol seguido por xilol y
fueron montados con resina y un portaobjetos.

La IHQ fue leida asi: no informativa en caso de
material escaso, artefacto, necrosis tumoral; negativa:
< 5% de las células tumorales; focal: entre 5-50% de las
células tumorales; difusa: entre 50-100 % de las células
tumorales. En cuanto a la intensidad, se consideré leve
si solo se observo a 40X, moderada si era observable en
10x o intensa si observaba en 4X y segtin la localizacién
en: citoplasmdtica, nuclear o membranosa. Todos los
casos fueron evaluados por dos pat6logos con expe-
riencia en patologia pedidtrica y las diferencias fueron
resueltas por consenso.

El procesamiento de la base de las variables se rea-
liz6 en IBM Statistical Package for the Social Sciences
22 system (IBM Corp., Armonk, NY). El andlisis des-
criptivo se realiz6 para las variables cuantitativas en sus
medidas de tendencia central y para las variables nomi-
nales en frecuencias absolutas y relativas.

Se realiz6 la caracterizacién descriptiva de la IHQ
de la cohorte. Los casos que fueron considerados como
positivos (definido como marcacién leve basado en la
intensidad) de cada factor de transcripcion se realizé el
analisis de correlacion estadistica con las caracteristicas
clinicas mediante la prueba de chi cuadrado y median-
te el método de Kaplan-Meier con prueba log rank se
evalu6 la correlacién con la supervivencia global. Los
resultados fueron interpretados con base en un nivel
de significancia estadistica de 0,05.

Este trabajo fue aprobado por el comité de ética de
la institucién segtin acta CEI 75-17 No. 007.
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Resultados

Caracteristicas generales de la cohorte

En total 53 pacientes cumplieron los criterios de
inclusién en el periodo evaluado. De estos, 33 casos
(62,2%) eran hombres. La mediana para la edad fue de
13 (RIQ 3-17) afios. La localizacién mas frecuente del
tumor primario fue el fémur en 29 pacientes (54,7%),
seguido por tibia 14 casos (26,4%), humero 8 pacientes
(15,1%) y peroné y alerén iliaco cada uno con 1 pa-
ciente (1,9%). En 51 pacientes (96,2%) la clasificacién
histolégica del osteosarcoma fue de tipo convencional,
se registr6 1 caso con osteosarcoma de célula pequena
(1,9%) y 1 caso (1,9%) de tipo telangiectdsico. En 18
pacientes (34%) se encontraron metastasis al diagnds-
tico

Las caracteristicas del tratamiento de la cohorte
fueron las siguientes: 27 pacientes (50.9%) recibie-
ron manejo basado en dosis altas de metotrexato, 23
pacientes (43,4%) segtn el protocolo ACHOP 2017
(protocolo basado en Ifosfamida, Etopésido, Doxo-
rrubicina), en tres (5,7%) casos se combinaron ambos
esquemas de terapia; En 48 pacientes (90,5%) se logré
realizar cirugia de control local de la enfermedad, y en
solo 1 paciente (2,8%) fueron informados bordes de
reseccion positivos. En 3 pacientes (5,6%) se realizd
metastasectomia como terapia en manejo de primera
linea. La media del % de necrosis de toda la cohorte fue
de 67,8% (DE 34,4); del total de la cohorte 20 pacientes
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(37,7%) tenfan necrosis superior al 90% posterior a la
quimioterapia neo-adyuvante. No se us6 radioterapia
en primera linea en ninguno de los casos.

Durante el seguimiento se registraron 10 pacientes
(18,9%) con progresién de su enfermedad y 9 casos
(16,9%) de recaida de la enfermedad después de ter-
minar tratamiento. En total 15 pacientes (28,3%) falle-
cieron por diferentes causas: 7 (46,6%) por progresion
del osteosarcoma, 4 (26,6%) fallecen en recaida de la
enfermedad, 3 (20%) fallecen por segundas neoplasias
y 1 (6,6%) caso por complicaciones derivadas de la te-
rapia.

Resultados de inmunohistoquimica

Snail

Se encontrd una inmunomarcacién mas frecuente
en la localizacién citoplasmdtica con 26 casos (49,1%),
de estos 14 casos (53,8%) tuvieron distribucién focal y
los 12 casos (46,1%) restantes tenian distribucion difu-
sa; respecto a la intensidad de marcacidn, se distribu-
y0 asi: 7 casos (26,9%) con marcacion intensa, 7 casos
(26,9%) moderada y 12 casos (46,1%) con marcacién
débil. En 26 casos (49,0%) no se document§ positivi-
dad de Snail en la muestra en ninguna localizacién. La
tabla 1 presenta las variables clinicas de los casos Snail
citoplasmético positivo y su correlacién. Se encontré
una asociacion estadistica entre la positividad de Snail
citoplasmético positivo e intenso y la presencia de me-

Tabla 1. Correlacion de expresion de Snail citoplasmatico con caracteristicas clinicas

Variable Snail n (%) Valor p  nde casos segun intensidad de marcacion ~ Valor p
- + + ++ +++
n=26 n=26 (n=12) (n=7) (n=7)

Metéstasis al diagnostico 11 (42,3) 7 (26,9) 0,38 4 1 2 0,53
Tipo de metéstasis

Unico sitio 11 (42,3) 4(15,4 1 -

Mudiltiple sitio - 3(11,5) 0,04* 1 - 2 0,02*
Localizacion de las metastasis

Saltarinas 3(11,5) 3(11,5) 0,62 3 - - 0,43

Pulmonares 8 (30,7 3(11,5) 0,33 1 1 - 0,64

Oseas distantes del primario - 4 0,06 2 - 2 0,01*
Recaida de la enfermedad 22 (84,4) 4(15,4) 0,52 3 1 - 0,24
Progresion de la enfermedad 22 (84,4) 4(15,4) 0,72 3 - 1 0,65
Necrosis > 90% posterior a quimioterapia 10 (38,5) 10 (38,5) 0,76 3 4 3 0,39
Toxicidad hematoldgica 4 (15,4) 22 (84,6) 0,50 12 5 5 0,59
Toxicidad hepatica 17 (65,4) 9 (34,6) 0,27 5 3 1 0,35
Toxicidad renal 25(96,2) 1 (3,8) 0,74 - 1 0,74
Toxicidad cardiaca 24 (92,3) 2 (7,7) 0,68 1 - 1 0,45
Mucositis 24(92,3) 2 (7,7) 0,51 1 1 - 0,47
Segundas neoplasias 24 (92,3) 2 (7,7) 0,57 - 1 1 0,31

871
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tastasis multiples al debut de la enfermedad (p = 0,02)
y con la localizacién ésea en la enfermedad metastasica
(p=0,01).

Solo en dos 2 casos (3,8%) se registr6 inmuno-
marcacion en el nicleo, ambos presentaron distribu-
cién difusa en la muestra y la intensidad fue moderada.
El primero de estos casos, se traté de una paciente fe-
menina, de 12 afos, que debuta con fractura patolégi-
ca, la localizacién del tumor fue femoral, sin metdstasis
en el diagnoéstico, recibié neo-adyuvancia, cirugia de
salvamento y el grado de necrosis pos-quimioterapia
fue del 25%, sin embargo, durante el tratamiento pre-
senta progresiéon de la enfermedad a nivel pulmonar y
fallece debido a esta causa. El segundo caso, otra pa-
ciente femenina, de 13 afios, con localizacién primaria
del tumor a nivel femoral, sin metdstasis en el momen-
to del diagnéstico de la enfermedad, recibié neo-ad-
yuvancia, cirugia de salvamento y el grado de necrosis
pos-quimioterapia fue de 89%, la paciente recae en el
primer ano de seguimiento posterior al finalizar el tra-
tamiento.

Dada la frecuencia alta de positividad en el cito-
plasma de este marcador, se decidi6 realizar andlisis de
la supervivencia global usando el método de Kaplan-
Meier de los casos de osteosarcoma con Snail positivo a
nivel citoplasmético, no se encontraron diferencias sig-
nificativas entre quienes tuvieron inmuno-marcacién
positiva comparado con el grupo con inmunomarca-
cién negativa y la supervivencia global (figura 1).

Osteosarcoma - E. V. Fonseca et al

Twist-1

En 12 casos (22,5%) se document6 inmuno-marca-
cién en el citoplasma, de estos 8 casos (66,6%) la locali-
zacion del marcador era difusa a lo largo de la muestra
y los 4 casos (33,3%) tenian localizacién focal; respecto
a la intensidad de la positividad se comportaron asi:
5 casos (41,6%) con marcacion débil, 5 casos (41,6%)
moderada y 2 casos (16,6%) fuerte. No se document6
asociacion estadistica entre la positividad citoplasmati-
ca de Twist y las variables clinicas estudiadas.

Se encontré Twist nuclear en 45 casos (84,9%), de
estos 31 casos (68,8%) tenian localizacién difusa y 14
casos (31,1%) localizacién focal; de acuerdo con el gra-
do de intensidad de la marcacién se comportaron asi:
15 casos (33,3%) con marcacién débil, 17 casos (37,7%)
moderada y 13 casos (28,8%) con marcacion intensa;
10 casos tenian marcacién nuclear y citoplasmética al
mismo tiempo. En el caso de Twist-1, 6 casos (11,3%)
no se documenté ningdn tipo de inmuno-marcacion.
En la tabla 2 se presenta el resumen de las caracteristi-
cas clinicas y la marcacion nuclear de Twist-1.

No se encontré correlacion entre la positividad de
la inmuno-marcacién del nucleo y las variables: pre-
sencia o tipo de metdstasis, recaida, progresién de la
enfermedad, respuesta a la quimioterapia o algun tipo
de toxicidad relacionada con la quimioterapia.

Se realizé el anlisis de la supervivencia global y li-
bre de evento usando el método de Kaplan-Meier de
los casos de osteosarcoma con Twist-1 positivo a nivel

ebitoriaL_qiku
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Tabla 2. Correlacion de expresion de Twist-1 nuclear con caracteristicas clinicas

ARTICULO ORIGINAL

Variable Twist n (%) Valor p  n de casos segun intensidad de marcacién  Valor p
- + + ++ +++
(n=6) (n=45) (n=15) (n=17) (n=13)

Metéstasis al diagnostico 1 17 0,16 7 6 4 0,24
Tipo de metéstasis

Unico sitio 1 14 6 5 3

Mudiltiple sitio 3 0,83 1 1 1 0,83
Localizacion de las metéstasis

Saltarinas 1 6 0,66 3 2 1 0,66

Pulmonares 1 10 0,61 5 4 1 0,61

Oseas distantes del primario - 4 0,85 1 1 2 0,85
Recaida de la enfermedad 1 0,58 3} 5 - 0,58
Progresion de la enfermedad 1 9 0,52 3 4 2 0,52
Necrosis > 90% posterior a quimioterapia 4 16 0,35 8 B 5 0,35
Toxicidad hematoldgica 3 37 0,34 12 12 13 0,20
Toxicidad hepatica 1 21 0,44 7 8 6 0,22
Toxicidad renal - 2 0,71 - - 2 0,71
Toxicidad cardiaca - 4 0,50 1 2 1 0,50
Mucositis 1 4 0,57 1 3 - 0,57
Segundas neoplasias 1 2 0,40 - - - -

nuclear, no se encontraron diferencias significativas

entre quienes tuvieron inmuno-marcacién positiva

(figura 2).

Los dos casos que mostraron marcacién para Snail

a nivel nuclear, se encontré también en Twist-1 posi-

tividad

nuclear.

La figura 3 presenta los hallazgos en imagenes en-
contrados en la IHQ de Snail y Twist-1.
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Figura 3. Snail y Twist-1 por inmunohistoquimica. Snail. En la imagen se aprecia un osteosarcoma convencional (A) positivo para marcacion cito-
plasmatica de Snail en células tumorales (B). El osteosarcoma hipercelular con menos formacion de osteoide (C) muestra expresion nuclear en dot
para Snail (D). Twist-1. Se observa un osteosarcoma convencional (E), positivo para Twist-1 nuclear por IHQ (f) se resaltan que los nucleos estan
embebidos en el estroma osteoide. Otro osteosarcoma semejante (G) en el cual también se observa Twist-1 fuertemente positivo nuclear (H). En

este caso el estroma es menos abundante.
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Discusion

La plasticidad celular regulada por factores de
transcripcién como Twist-1, Snail y otros como Slug,
ZEBI1 y ZEB2 juega un papel fundamental en la regu-
lacién de la transicién entre el estado epitelial y me-
senquimal'*'¢. Este trabajo realizé una evaluaciéon de
la expresién mediante IHQ de Snail y Twist-1 en os-
teosarcomas en edad pedidtrica y evalud la correlacién
de dicha expresion con la diferentes variables clinicas
y desenlaces.

Siendo Snail y Twist-1 factores de transcripcidn, se
esperaba que la marcacién se encontrara fundamental-
mente en el nicleo para ser considerada como positiva
y se correlacionara con actividad de cada una de es-
tas moléculas, sin embargo, las localizaciones variaron
para ambos marcadores.

Para el caso de Snail, la localizacion nuclear fue in-
frecuente y solo dos pacientes registraron este patrén
de inmuno-marcacién, sin embargo, es llamativo que
comparten caracteristicas clinicas como la edad, el gé-
nero y el debut de la enfermedad sin metéstasis, ambas
pacientes también pese a recibir tratamiento se docu-
mentaron recaidas de la enfermedad; si bien corres-
ponde solo con dos casos de la cohorte evaluada y no
es posible por el tamano de la muestra generalizar, si
pudiera sugerir que la expresién nuclear de Snail eva-
luado mediante IHQ es un factor que puede predecir la
presencia de recaidas.

Adicionalmente, se encontré que hasta el 49%
de los casos tiene marcacién positiva de Snail con
localizacién citoplasmética, se decidi6 explorar la
correlacion con las variables clinicas y de desenlace
dado la positividad tan importante en la cohorte y
de forma llamativa se encontré6 correlaciéon estadis-
tica con la presencia de multiples sitios metastdsicos
al diagndstico y con la presencia de metdstasis 6seas
distantes del sitio del tumor primario, esta asocia-
cién se acenttio con la positividad intensa del Snail;
otros autores han documentado expresion citoplas-
matica por IHQ de Snail en tumores también de ori-
gen mesenquimal, y se presume que esta ubicacién
podria estar relacionada con un tipo de nivel regu-
lador pos-transcripcional del crecimiento y diferen-
ciacién celular®.

Snail ya ha sido en otros trabajos asociado como
factor que puede lograr predecir la progresién de la en-
fermedad cuando se sobre-expresa en osteosarcomas,
esto por su capacidad de regular moléculas como la E-
cadherina'®, sin embargo la marcacion citoplasmética
previamente no ha sido correlacionada con desenlaces
clinicos, por lo que se plantea como un hallazgo que
amerita atencién porque pudiera tratarse de una ex-
presion subrogada de TEM/TEM, y que eventualmente
pueda funcionar como un marcador temprano de mal
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prondstico, sin embargo investigaciones adicionales se
requieren al respecto.

Twist-1, es un factor de transcripcién fundamen-
tal en la regulacién de TEM/TME vy la evidencia actual
muestra que su expresion en células tumorales favore-
ce la diseminacién del tumor primario y su posterior
establecimiento en drganos distantes'®’. De forma
llamativa, en este trabajo se encontré una expresion
frecuente de Twist-1 a nivel nuclear, alcanzando casi
el 85% de los casos evaluados, sin embargo contrario a
lo documentado por Ying y cols."”” no conseguimos en-
contrar asociaciéon de esta expresion con factores como
la presencia de metdstasis o la supervivencia global.

Snail y Twist, como factores de transcripcion re-
quieren ingresar al nucleo para cumplir su funcién;
sin embargo, es posible que los sistemas de transporte
hacia el nucleo, importinas y exportinas, que deben es-
tar intactos para su movilidad, presenten algtn tipo de
alteracion en este tipo de tumores. Por otra parte, Snail
es una proteina inestable que se degrada rapidamen-
te. Es posible, igualmente, que en estos casos alguna
modificacién postranscripcional (fosforilacién, ubi-
quitinacién oxidacién de lisina) aumente la estabilidad
de la proteina en el citoplasma. Ambos mecanismos
bioldgicos deberan ser explorados en posteriores estu-
dios?®*.

Pese a que los factores de transcripcién relaciona-
dos conla TEM/TME también se han asociado con qui-
mio resistencia y respuesta a la quimioterapia'’'>?%%,
en esta investigacion no se encontré asociaciéon con (%
necrosis posterior a neoadyuvancia), ni con la toxici-
dad relacionada con la terapia.

Dentro de las limitaciones de este trabajo, se en-
cuentra que se trata de un estudio de un tnico centro
con un ndmero limitado de muestras para estudio,
fueron explorados solo dos marcadores relacionados
con los eventos de TME/TEM vy la herramienta usada
fue la THQ. Podrian explorarse otros aspectos estruc-
turales de ambas proteinas para confirmar o descar-
tar nuestros hallazgos como lo muestra la literatura;
Aunque nuestros resultados con el analisis de Twist
no fueron concluyentes, ha sido implicado como mar-
cador prondstico en osteosarcoma en otras investiga-
ciones*%.

En conclusién, Snail y Twist-1 pueden expresarse
en diferentes localizaciones sub-celulares y de forma
frecuente en una muestra de pacientes pedidtricos
con osteosarcoma. El hallazgo mds llamativo de este
estudio fue la correlacién entre la presencia de Snail
citoplasmético positivo y la presencia de enfermedad
metastdsica de multiple localizacién. Es posible que
Snail participe en eventos facilitadores de migraciéon y
metdstasis en osteosarcoma pedidtricos y se plantea un
rol esencial en los fenémenos que se relacionan con la
agresividad clinica de la enfermedad. Sugerimos que la
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1.

positividad de estas proteinas a través de la THQ esta
relacionada con su activacién y posible inducciéon de
los eventos de TEM/TME en estas células tumorales,
sin embargo, no conseguimos demostrar un rol claro
en correlacién con los diferentes eventos clinicos o
desenlaces de los pacientes en esta cohorte. Se requie-
ren estudios adicionales que confirmen o descarten
nuestros hallazgos.
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