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Andlisis de Perfiles de Expresion de microRNAs en Pacientes con

Diagndstico de Osteosarcoma

Resumen

Introduccion: El Osteosarcoma (OS) es el tumor maligno mas frecuente de hueso.
Afecta principalmente a personas jovenes. Con el tratamiento quirdrgico y
quimioterapia la supervivencia a 5 afios es de 70% en enfermedad libre de
metastasis. Sin embargo, la supervivencia en caso de metastasis o recaidas es
menor al 20%. Los microRNAs (miRNAs) han sido identificados como modificadores
clave de la expresion geénica, y participan en practicamente todos los procesos
celulares, incluyendo el desarrollo y progresion de células malignas. El
conocimiento de los perfiles de expresion de miRNAs y sus genes blancos, permite
identificar las vias metabolicas involucradas en la transformacion celular, lo cual
puede ser la base de nuevas estrategias terapéuticas con blancos moleculares
especificos. El objetivo de este estudio fue determinar si existe un patron de
expresion diferencial de miRNAs en suero de individuos con OS en comparacion

con individuos sanos de poblaciéon mexicana.

Metodologia: Se obtuvieron 15 muestras de suero de individuos con OS y se
compararon con el suero de individuos sanos. Se realizaron arreglos de baja
densidad mediante sondas TagMan (TLDASs) con 384 pozos con sondas TagMan
de expresion. Se obtuvo un perfil de miRNAs sobreexpresados. Se realiz6 un
analisis in silico para encontrar los genes blanco de dichos miRNAs. Se
seleccionaron seis miRNAs, de acuerdo con su participacion en el ciclo celular, para

su posterior validacion por RT-gPCR.

Resultados. De los seis miRNAs seleccionados de acuerdo con su participacion en

el ciclo celular, miR-215 y miR-642 mostraron expresion diferencial




estadisticamente significativa en la validacion. Mientras que miR-320a, miR-99b-5p,
miR-376c¢-3p y miR-655-3p presentaron un valor de p no significativo. Sin embargo,

se observé una clara tendencia a la sobrexpresion en los afectados.

Conclusiones. Se identifico un perfil de expresion diferencial de los miRNAs en los
sueros de individuos con osteosarcoma. La expresion diferencial de miR-215-5p,
miR-320a, MmiR-99b-5p se ha reportado en osteosarcoma. El primer miRNA se ha
asociado a la resistencia de metotrexato, el segundo con la presencia del tumor y la
diferenciacion de la variedad osteoblastica de la condroblastica, y el tercero con una
buena respuesta a tratamiento con ifosfamida. Sin embargo, también encontramos
sobreexpresados a miR-642-5p, miR-376¢-3p y miR-655-3p, los cuales han sido
relacionados en la progresion, metastasis y resistencia a la quimioterapia en otros
tumores. Se necesitan mas estudios para identificar marcadores especificos para

mejorar el diagnostico y la sobrevida de los pacientes con osteosarcoma.

Palabras claves: osteosarcoma, microRNAs, TLDASs.




Introduccion

Epidemiologia

El Osteosarcoma (OS) es el tumor maligno primario de hueso mas frecuente, afecta
principalmente el esqueleto apendicular, es decir los huesos de las extremidades,
de individuos entre la primera y segunda década de vida. Su incidencia global es de
0.2-0.3/100,000 por afio, elevandose en adolescentes entre los 15 y los 19 afios a
0.8 -1.1/100,000 por afio, y representa mas del 10% de todos los tumores sélidos?.
En E.U.A. se reportan 900 casos nuevos por afio?. En México segln el Registro
Histopatoldgico de Neoplasias Malignas, la incidencia de tumores 6éseos malignos
es de 0.7/100,000 habitantes. Sin embargo, no existe una incidencia nacional del
OS, debido a que el sistema de salud esta dividido en el Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado (ISSSTE), los Institutos Nacionales de Salud que
pertenecen a la Secretaria de Salud (SSA). En el IMSS se han realizado varios
estudios sobre la frecuencia del cancer, entre 1996-2001 se reportaron 97 tumores
6seos; de estos, 70 fueron osteosarcomas (72.2%)3. En otro estudio, realizado entre
2005-2014, el OS representd el 56.2% de tumores 6seos malignos*. En la SSA, se
identificaron 161 tumores 6seos malignos, de los cuales 75 fueron OS. La frecuencia
del OS en el Instituto Nacional de Rehabilitacién (INR) fue del 46.6% de los tumores

6seos malignos (13.3% del total de los tumores 6seos) entre el 2000-2005°.

En México, de acuerdo a la Comision Nacional de Proteccién en Sistema de Salud
y el Sistema de Fondos de Proteccién de Gastos Catastroficos, la incidencia de
cancer en menores de 18 afios se elevo a 14,178 casos entre 2008 a 2014, con una
incidencia de 156.9 casos/millén®. EI OS representa el 5.2% del cancer en la infancia
y la adolescencia, con una incidencia de 0.8 casos por cada 100, 000 individuos,
siendo similar a lo reportado en la literatura mundial. Entre las principales causas
de cancer en menores de 18 afios, entre 2008 y 2012, el OS presento las siguientes

frecuencias: en mujeres conforma el 7% entre 10 -14 afios y el 6.7% entre 15y 17
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afios. En varones entre 5-9 afios representa el 2.8%, entre 10-14 afos el 7.5% y

entre 15-17 afos el 8.3% de las neoplasias malignas en la infancia y adolescencia’.

Fisiopatologia

Actualmente se desconoce los procesos patoldgicos relacionados con el
osteosarcoma. Sin embargo, existe evidencia de factores que predisponen a esta
neoplasia. Entre ellos se encuentra el antecedente de radiacidn ionizante para el
tratamiento de tumores solidos, favoreciendo el desarrollo de un osteosarcoma
secundario en las dos décadas posteriores al uso de la radioterapia®. Otro factor
asociado es la enfermedad de Paget, también conocida como osteitis deformante,
es un desacoplamiento de la formacién y resorcién 6sea que da como resultado un
indice acelerado de recambio 6seo. La incidencia del osteosarcoma secundario a la
enfermedad de Paget es del 0.7-1%°. Un tercer factor de riesgo, son los aspectos
genéticos, donde la presencia de mutaciones germinales de los genes TP5319,
WRN1!, RECLQ4%?, BLM®® y RB1'* condicionan a sindromes de predisposicion a
cancer o cancer hereditario. Estos genes participan en los diferentes procesos de

reparacion del DNA.

Dentro de los sindromes de predisposicion a cancer que llegan a presentar OS se

encuentran los siguientes:

e El sindrome de Li-fraumeni es un sindrome de cancer hereditario causado
por mutaciones en el gen TP53, localizado en el cromosoma 17p13.1. Tiene
una herencia autosomico dominante. Su prevalencia es de 1:5,000 - 20,000
personas. Se caracteriza por presentar diferentes neoplasias primarias como
cancer de mama, sarcomas de tejidos blandos u osteosarcomas, tumores de
cerebro y carcinoma adrenocortical®.

e EIl sindrome de Werner se caracteriza por un envejecimiento prematuro y

predisposicion a cancer como osteosarcomas, sarcomas de tejido blando,




melanoma y cancer de tiroides. El gen afectado es WNR, ubicado en el locus
8p12. Tiene una prevalencia de 1:380,000 - 1,000,000 de individuos?!?.

e EIl sindrome de Rothmund-Thomson es un sindrome de predisposicién a
cancer. Clinicamente se caracteriza por alteraciones en piel como
poiquilerodermia, cabellos, cejas y pestafias esparcidos, talla baja,
alteraciones  esqueléticas, dentales, cataratas y predisposicion
principalmente a osteosarcoma. Se han reportado alrededor de 400 casos a
nivel mundial. Esta ocasionado por mutaciones en el gen RECQL4,
localizado en 8qg24.32.

e El sindrome de Bloom es un trastorno caracterizado por un severo retraso en
el crecimiento, alteraciones del tejido adiposo subcutaneo, y predisposicion
a una gran variedad de canceres. El gen afectado es BLM y su locus
es15026.113.

e Por ultimo, esta el Retinoblastoma, caracterizado por desarrollar tumores
intraoculares originados en la retina. El gen mutado es RB1, ubicado en el

cromosoma 13q14.2%4,

Cuadro clinico

El OS se presenta como una enfermedad localizada al esqueleto apendicular
(65%)1°, afecta principalmente el tercio distal del fémur, el tercio proximal de la tibia,
seguido del tercio proximal del himero. El OS clasicamente se considera un tumor
metafisiario, por lo que se ha asociado con el rapido crecimiento 0seo, lo cual se
correlaciona con el pico de incidencia en la adolescencia y adultos jovenes®.
Clinicamente se caracteriza por ser una tumoraciéon dura, firme y fijja a planos
profundos. Los datos tipicos que los pacientes refieren son inflamacién y dolor del
area afectada. El dolor es inicialmente insidioso que se relaciona con la actividad
fisica, progresando rapidamente de intensidad y frecuencia, presentandose durante
el reposo, motivo por el que los pacientes acuden a valoraciéon médica. La media

del tiempo desde el inicio de los sintomas hasta el diagnéstico es de 4 meses®.




Ocasionalmente los pacientes lo relacionan errbneamente con un traumatismo
previo. Dependiendo de la localizacion, se puede acompafar de disminucion de la
movilidad en las articulaciones adyacentes. Raramente conlleva a fracturas
patologicas (~5%). Algunos pacientes pueden presentar elevacion de la fosfatasa
alcalina (40%) y deshidrogenasa lactica (LDH) en el 30% de los casos. Estas
enzimas tienen un valor prondstico, los niveles normales de la fosfatasa alcalina
previo al tratamiento se han asociado con una mejor supervivencia a 5 aflos y a un

periodo mayor sin recurrencia de la enfermedad?®.

Diagndstico

El diagndstico se basa en la sospecha clinica, con apoyo de estudios radioldgicos,
el estudio de histopatologia confirma el diagnéstico. En las radiografias el
osteosarcoma se observa como una tumoracién metafisiaria con apariencia
radiodensa mixta, lesiones liticas. Tipicamente se puede observar destruccion
cortical y reaccion periosteal®. Frecuentemente hay involucro de tejidos blandos
adyacentes. Un dato clasico, pero no especifico, es el triangulo de Codman, que es
una elevacion del periostio en la periferia del tumor. El osteosarcoma se mineraliza

de forma centrifuga (Figura 1).

La resonancia magnética del hueso afectado permite evaluar el involucro de los
tejidos blandos, la proximidad de las estructuras periféricas y la presencia de
metastasis saltatorias, como en los ligamentos cruzados cuando hay involucro de la
rodilla. EI método de eleccion para evaluar las metastasis pulmonares es la
tomografia computarizada (TAC), sin embargo, su limitante es no detectar
metastasis menores de 5 mm, motivo por el cual se recomienda repetir el estudio
de imagen cada 6 a 12 semanas. El gamagrama 6seo con tecnenio® sirve para
evaluar lesiones 0seas metastasicas. El estudio de tomografia por emision de
positrones (PET) se utiliza para evaluar la respuesta histologica a la quimioterapia
y/o predecir la progresion libre de enfermedad?.
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Figura 1. Radiografia AP (A) y lateral (B) de osteosarcoma en fémur distal donde se observa
una lesién mixta radiodensa y radiollcida con reaccion periostial. Radiografia AP (C) y
lateral (D) que demuestra una lesién en la diéfisis del himero con destruccion cortical
extensiva. Tomado de Geller®.

La toma de la biopsia se debe de realizar en un centro especializado por un equipo
multidisciplinario de médicos con experiencia en osteosarcoma. Se prefiere la
biopsia incisional “abierta” debido a que se puede obtener mayor cantidad de tejido,
ademas tiene una tasa de diagnostico de mayor certeza a comparacion de la biopsia
por aspiracion con aguja. El diagndstico histoldgico del osteosarcoma se basa en la
presencia de tejido estromal maligno sarcomatoso asociado con la produccion
osteoide tumoral. Los osteosarcomas derivan de células madre mesenquimales
capaces de diferenciarse hacia tejido 6seo, fibroso o cartilaginoso. De acuerdo con
la clasificacion histolégica, el osteosarcoma se divide en alto y bajo grado, y se
subdividen de acuerdo con el componente celular predominante, el cual debe de
estar en mas del 50% del area del tumor'’. Los subtipos de osteosarcoma de alto
grado son el osteoblastico, condroblastico, fibroblastico, telangiectasico y de células
pequefias, estos representan el 80-90% de todos los casos de OS8° (Tabla y

Figura 2).




Tabla 1. Variedad histolégica del osteosarcoma y sus caracteristicas.

de superficie

Tipo de L
osteogarcoma Caracteristicas
Presenta abundante produccién de osteoide inmaduro, con
Osteosarcoma | forma de un patron cordonal alrededor de las células
osteoblastico | tumorales.
(50%) Mineralizacion es variable.
Osteosarcoma .
fibroblastico Compuestos por abundante estroma formado por células
(~25%) ahusadas, de alto grado. Presenta produccion focal osteoide.
Produce una matriz cartilaginosa de bajo grado que
Osteosarcoma predomina en la mayoria del tumor. Pocas zonas con células
Alto condroblastico anormales de altamente malignas.
grado (~25%) En los focos condroblasticos se localizan las células
ahusadas productoras de osteoide maligno.
Esta altamente vascularizado, contienen poco material
osteoide.
Lesiones liticas (similar al quiste éseo aneurisméatico o
Tumores de células gigantes quisticos).
Osteosarcoma | Formado por multiples espacios quisticos hemorragicos, sin
telangiectasico | masas solidas adyacentes, debido a que presenta poca
celularidad.
Presente minima cantidad de osteoide tumoral, con
abundantes células gigantes multinucleadas pleomérficas
Osteosarcoma Material osteoide maligno acompafiada de células pequefas.
de células Diagndstico complicado debido a similitud con otros tumores
pequefias como el sarcoma de Ewing
Se presenta con multiples lesiones sincrénicas
Osteosarcoma El prondstico es malo
multifocal Puede desarrollar otras lesiones afios después del
tratamiento (metacronico) principalmente el OS metacéntrico
Bajo
grado También llamados yuxtacorticales
Tienen buen prondéstico sin quimioterapia
Se subdivide en:
Osteosarcoma e Paraosteal: es una lesién superficial formada por los

fibroblastos de bajo grado que producen el hueso
laminar. Se presentan en pacientes adultos

Se origina en la cortical. Con el tiempo, puede invadir
la cortical y entrar en la cavidad endéstica. El
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tratamiento es quirdrgico y la supervivencia a largo
plazo es de 80% a 90%.

Osteosarcoma periostico: también llamado
osteosarcoma yuxtacortical. Es una lesion de
superficie, condroblastica, de moderado grado de
malignidad. Se presentan en pacientes adultos. El
riesgo de metastasis es alto.

Osteosarcomas yuxtacorticales de alto grado: es
de histologia similar a la del osteosarcoma al
convencional. Se diferencia del anterior por ser de
superficie.

10




Osteosarcoma Osteosarcoma Osteosarcoma
osteoblastico fibroblastico

Osteosarcoma Osteosarcoma
rico en células gigantes paraosteal telangiectasico

Figura 2. Variedades histologicas del osteosarcoma. Tinciones H&E. A. con hueso
neoplasico de tipo filigrana. B. OS condroblastico se observan areas grandes de matriz
condroide. C. OS fibroblastico, muestra grandes areas de diferenciacion fibroblastica con
osteoide. D. OS rico en células gigantes, presenta numerosas células gigantes. E. OS
parosteal, se observa diferenciacion fibro-6sea tipica. F. OS telangiectasico, caracterizado
por abundantes &reas hemorragicas, con fibrina y células tumorales pleomorficas.
Modificado de L. Chang, et. al .8
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El Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC, American Joint
Committee for Cancer) propuso el uso del sistema TGNM, el cual se utiliza para
sarcomas de tejidos blandos, y evalia el tamafio de la neoplasia primario (T=
tumor), el grado histopatologico (G = grado), ganglios linfaticos afectados (N =
nédulos) y la presencia de metastasis (M). Dicha clasificacién no es util para valorar
los osteosarcomas. En 1977 se propuso la clasificacion de Enneking (Tabla 2), que
tiene como objetivo estadificar los sarcomas musculoesqueléticos, principalmente
los localizados en el esqueleto axial, con el objetivo de planear un tratamiento
quirurgico, asi como establecer el prondstico. Esta clasificacion divide a los
sarcomas musculoesqueléticos en benignos y malignos. Los benignos a su vez se
subdividen en latentes, activos y agresivos. Mientras que los sarcomas malignos se
dividen de acuerdo al grado quirdrgico, la extension local y la presencia de

metastasis.1®

Tabla 2. Clasificacion de Enneking para tumores musculoesqueléticos malignos?*®.

ESTADIO GRADO SITIO METASTASIS
1A Bajo grado (G1) Intracompartimental (T1) No metéstasis (MO)
B Bajo grado (G1) Extracompartimental (T2) No metéastasis (MO)
A Alto grado (G2) Intracompartimental (T1) No metéastasis (MO)
1B Alto grado (G2) Extracompartimental (T2) No metéastasis (MO)
1] Cualquier (G) Cualquiera (T) Regionales o a distancia
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Tratamiento

El 80% de los pacientes con OS presenta una enfermedad localizada?, por lo que el
tratamiento definitivo es la reseccion quirdrgica del tumor, asegurandose de dejar
margenes libres de células tumorales. Dependiendo de la evolucion del
osteosarcoma, se tiene la opcién de una cirugia conservadora, donde se realiza la
reseccion del tumor junto con la reconstruccidon mediante una protesis. El otro
extremo, es la amputacion o la desarticulacion del hueso afectado. El tratamiento
meédico, consta de la quimioterapia, la cual se clasifica en neoadyuvante y
adyuvante. La quimioterapia neoadyuvante, es aquella que se administra previo a
la cirugia, esperando que el tumor responda adecuadamente. Los farmacos
guimioterapéuticos que se utilizan son doxorrubicina, cisplatino, metotrexato e
ifosfamidal. Se ha comprobado que el uso combinado de doxorrubicina vy
metotrexato tiene una tasa libre de enfermedad de 60%°. Posterior a la cirugia se
evalla el grado de necrosis tumoral en la pieza quirdrgica. Lo que permite ajustar
los farmacos durante la quimioterapia adyuvante. De acuerdo con los criterios de
Huvo?%-22, se considera buena respuesta cuando la necrosis tumoral es >90%. Esta
respuesta es frecuente en las variantes condroblasticas y osteoblasticas®. Esta
evaluacion tiene valor prondstico en la evolucion de la enfermedad. Contrariamente
a otras neoplasias, se ha visto que el osteosarcoma no responde a la radioterapia,

motivo por el cual no se implementa en el tratamiento.

Mortalidad vs. Supervivencia

La mortalidad del OS es de 0.15 casos/100, 000 individuos al afio!®. La
supervivencia a 5 afos, en ausencia de metastasis, es de 70%. El OS es un tumor
gue genera metastasis rapidamente. Algunos autores consideran que el 80% de los
pacientes tienen micrometastasis al momento del diagnéstico® y solo del 10-20% de
los pacientes tienen evidencia de metastasis macroscoépicas. En presencia de éstas,
la supervivencia a 5 afios no supera el 20%. Las recaidas ocurren en los primeros

dos afios del tratamiento inicial, el 80-90% de los casos presentan diseminacion
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hematdgena de las células neoplasicas produciendo metastasis en pulmén. Los
pacientes que tienen mejor prondstico son aquellos que tienen menos de 3 nddulos
metastasicos y son unilaterales®. Existen otro tipo de metastasis denominadas
saltatorias, éstas representan eventos locales afectando el mismo hueso que fue
afectado por el tumor primario, también conocidas como recaidas. Las recaidas se
presentan en 1-2% de los afectados después de los 5 afios del tratamiento!®,
Ademas, se ha observado resistencia a la quimioterapia en el 35% de los casos, lo
que impacta en la supervivencia. La supervivencia a 5 afios en casos de recaida no
supera el 20%. A pesar de todos estos esfuerzos recientes no se ha logrado
modificar la supervivencia a largo plazo de estos pacientes durante los ultimos 25
afos. En parte se debe a la carencia de marcadores especificos para el diagndstico

y evolucion de la enfermedad.
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MicroRNAS

Como ya se menciond previamente hay algunos genes (RB, p53), rearreglos
cromosomicos que conllevan a ganancia o pérdida de segmentos cromosomicos, 0
incluso cambios epigenéticos involucrados en el desarrollo del osteosarcoma. Se
han realizado diversos esfuerzos para encontrar marcadores especificos de esta
enfermedad mediante metodologias gendmicas, dentro de ellos destacan los
microRNAs (miRNASs). Los primeros miRNAs fueron descubiertos en la década de
los 90 en experimentos con Caenorhabditis elegans y fueron involucrados en el
control del desarrollo temprano de este organismo. Afos posteriores, se
encontraron codificados en el genoma humano. Hasta la fecha se conocen

aproximadamente 1,000 miRNAs en el humano?3,

Los miRNAs han surgido como moléculas clave en la regulacion de la expresion
génica. El 30-80% de los genes son regulados por miRNAs?4, ademas tienen la
peculiaridad de que un solo miRNA puede regular cientos de genes y un gen puede
estar regulado por diferentes miRNAs. Los microRNAs son moléculas pequefias de
RNA no codificantes de 22 a 24 nucledtidos. Estas moléculas de RNA son
transcritos en el nucleo por la RNA polimerasa Il en su mayoria, aunque algunos
pocos MiRNAs por la RNA polimerasa lll, como moléculas largas de RNA (3-4 Kb)
llamados microRNAs primarios (pri-miRNAS). Los pri-miRNAs son procesados por
Drosha, una ribonucleasa 11123, dando origen a moléculas de 60-70 nucle6tidos
llamados pre-miRNAs. Los pre-miRNAs son exportados al citoplasma por Exportina-
5. Unavez en el citoplasma los pre-miRNAs son procesados por Dicer, quien elimina
el asa que une ambas cadenas de los pre-miRNAs, originando una molécula de
RNA de doble cadena de 22-24 nucleétidos. Dicer se asocia al complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC) para llevar a cabo el silenciamiento génico
post-transcripcional mediado por miRNA junto con la proteina de unidbn a RNA
sensible a la transactivacion (TRBP) que mejora la fidelidad de la escision y recluta
a la proteina Argonauta (AGO). AGO lleva al miRNA maduro, mientras que la
cadena complementaria se disocia y degrada, lo que da como resultado un miRNA

completamente activo. La union de RISC al RNAm esta mediada por la secuencia

15



semilla, compuesta de 2-8 nucledtidos localizada en el extremo 5 del miRNA
maduro.?® Los microRNAs tienen la capacidad de regular la vida media del RNAm
al unirse por complementariedad de bases a su extremo 3 UTR y promover su
degradacion o mediante la represion de la traduccion del RNAm (Figura 3). El prefijo
3’ 0 5" en el nombre de estas moléculas indican el extremo del que se originaron a
partir del pre-miRNA (Tabla 3).

Nicleo

Citoplasma
4sp A
> RNAm
RISC ==
5 w43 7 \/“:\
Escisién del RNAm
Ago . /
- -
Pre-miRNA miRNA o .
diplex T~ o
Degradacién RISC
5 T 3

ORF RNAmM

Represion transcripcional

Figura 3. Biogénesis, procesamiento y mecanismo de accion de los miRNAs
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Tabla 3. Nomenclatura de los miRNAs?*

Acrénimo Significado Ejemplo
. hsa (Homo sapiens)
Prefijo de 3 L _ -~
Identificacion de la especie cel (Caenorhabditis
letras
elegans)
pri-mir L . o
o Transcrito primario de miRNA pri-mir-1
(“r” minascula)
pre-mir Transcrito precursor del miRNA resultando _
o ] pre-mir-1
(“r’ minascula) del procesamiento por Drosha
miR _ )
) miRNA maduro hsa-miR-1
(“r” mayuscula)
3 c MiRNA maduro originado del extremo 3’ o hsa-miR-10-3p
- Or -
P P 5'del pre-miRNA, respectivamente hsa-miR-10-5p
0 Variantes del miRNA maduro (ej. Difieren hsa-let 7a
ao
por un nucleétido) hsa-let 7b
1o Secuencias Idénticas de miRNA maduro hsa-miR-9-1
- O -
gue se originan de diferente loci hsa-miR-9-2
R “cadena pasajera” es decir que se
mi
_ encuentra en baja concentracion, hsa-miR-9*
(miR-star)
frecuentemente degradado
miR, MiRNA, o . )
) Términos equivalentes de miRNA maduro
microRNA
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El transporte extracelular de los miRNAs es mediado por las proteinas AGO y por
microvesiculas extracelulares derivadas de los exosomas o endosomas, lo que
permite su estabilidad en el torrente sanguineo. Esta caracteristica les ha permitido
ser utilizados como marcadores no invasivos. Ha sido posible correlacionar cambios
en los patrones de expresion de miRNAs con distintas enfermedades, como
cancer?®, enfermedades autoinmunes?”?8, cardiovasculares?®-3!, infecciosas3?33
solo por mencionar algunas. Referente a osteosarcoma existen varios articulos en
los que se han logrado identificar algunos miRNAs expresados a alta o a la baja, y
algunos de ellos proveen un factor de riesgo o protector. Sin embargo, el papel
individual de los miRNAs involucrados en la progresion del osteosarcoma aun no
estad completamente dilucidado (Tabla 4). Por ejemplo, el miR-505 se han expresado
a la baja en el osteosarcoma y esté relacionado con la proliferacion, migracion e
invasion celular teniendo como gen blanco a HMGB1 (high-mobility group box 1)34.
La expresion a la baja de miR-182 y miR-183 se han correlacionado con el estadio
clinico (TNM), la presencia de metastasis, la recurrencia del osteosarcoma y
también con una pobre supervivencia de estos individuos®®. El miR-328-3p, también
se han expresado a la baja, y se ha comprobado que la sobreexpresién de este
mMiRNA, inhibe la proliferacién celular, promoviendo la apoptosis mediante el
aumento de la radiosensibilidad del osteosarcoma a través de H2AX36, miR-564
esta expresado a la baja en pacientes y lineas celulares de osteosarcoma. Su
expresion al alta de miR-564 regula negativamente a Akt, lo que induce a la
disminuciéon de la glucolisis y la proliferacion celular®’. Sin embargo, los resultados
obtenidos en diferentes estudios no siempre son concordantes por lo que es
necesario identificar aquellos miRNAs que tengan una mayor utilidad clinica.
Recientemente, se realizd un meta-analisis de los miRNAs relacionados al
osteosarcoma, en el cual se incluyeron 17 articulos acerca de los perfiles de
expresion de los miRNAs analizados en suero o plasma de humanos con
osteosarcoma. Se encontro 17 miRNAs sobreexpresados (miR-222; miR-27a; miR-
221; miR-199a-5p; miR-191; miR-195-5p; miR-199a-3p; miR-320a; miR-374a-5p;
miR-148a; miR-199b-5p/miR-124; miR-21; miR-25-3p; miR-17-5p; miR-300; miR-
451/miR-124; miR-181b/miR-124)b y ocho microRNAs expresados a la baja (miR-
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326; miR-223; miR-152; miR-195; miR-199a-3p; miR-143; miR-491-5p; miR-125b),
los cuales han sido asociados con las caracteristicas clinico-patolégicas del
osteosarcoma (Tabla 5)%. Estos miRNAs se podrian considerar como
biomarcadores, tanto como para diagndstico y un tratamiento dirigido a los
pacientes con osteosarcoma. Hasta la fecha, en México no se han realizado

estudios que analicen el perfil de miRNAs en pacientes con OS.
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Tabla 4. Estudios de perfiles de expresion de miRNAs y su relacion clinica con osteosarcoma. Modificado de Zhou, et. al.®®

RE I

Tipo de estudio

Técnica miRNA

Nivel de

Gen
blanco

Funcién

Osteosarcoma vs tejido normal

expresion

Reduce la viabilidad celular, promueve

201247

metéastasis pulmonar vs osteosarcoma
primario

gRT-PCR

Zhango etal. adyacente; linea cglular de gRT-PCR 143 a la baja BCL2 | apoptosis in vitro, suprime la
2010 osteosarcoma vs linea celular de PP . .
P tumorogénesis in vivo Metastasis
osteoblastica

Ziyan et al. o h | C > | al C d . ion/mi L
20114 steosarcoma vs hueso normal gRT-PCR 1 al alta RECK | Induce a invasion/migracion
;gjﬁazal' 2 | Osteosarcoma vs tejido no canceroso gRT-PCR 125b alabaja | STAT3 | Inhibe la proliferacion/migracién

(]

c

g let-7g,

g 142-5p, miR-451 tuvo una correlacion positiva

£ 16, 223, | alabaja a la respuesta a la quimioterapia
Jones, KB et al. E Osteosarcoma vs. hueso normal; linea Microarreglos; 26b, BCL2 | neoadyuvante.
201243 celular de osteosarcoma gRT-PCR 29b, 451 NFAT5

181, 27a al alta miR-27a es promueve las meta§ta_5|s
en OS y linea celulares osteoblasticas
382,
Thayanithy et al. Osteosarcoma vs. hueso normal; linea Microarreglos; 134, ala baia MYC El grupo miR-17-92 expresado a la
2012 44 celular de osteosarcoma vs osteoblastos gRT-PCR 369-3p, ! baja induce a apoptosis
544
Osaki et al. Linea celular metastésica vs linea celular | Microarreglos; . . . .
201145 no metastasica qRT—PCR 143 alabaja | MMP13 | Suprime las metastasis pulmonares
Huang et al. 2 Expr,e5|or_1 celular baja de.',:AS en Microarreglos; Disminuye la sensibilidad a FASLG,
5 & | metastasis vs alta expresion celular de 20a al alta FAS . .

2012 £ . . gRT-PCR promueve metastasis pulmonares

& | FAS en no metastasis

o - -

S | Linea celular de osteosarcoma y cultivo

- primario de osteosarcoma o Incrementa la proliferacion celular/
Montanini et al. ) Secuenciacion; . -
vs osteoblastos normales; 93 al alta - invasion

Resistencia a tratamiento
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Nivel de Gen

Referencia Tipo de estudio Técnica ) Funcion
expresion blanco
Zhang et al. 133b, . Osteosarcoma de alto grado,
5014% Osteosarcoma vs hueso normal y suero gRT-PCR 506 a la baja presencia de metéstasis y recurrencia
0
g 196 Ost de alt d
Zhang et al. 7 . a, steosarcoma de alto grado,
20144 % Osteosarcoma vs hueso normal y suero gRT-PCR 196b al alta presencia de metéstasis y recurrencia
=
Ma et al. . Tamafio del osteosarcoma, presencia
20145 Suero en pacientes con osteosarcoma gRT-PCR 148 al alta de metastasi
Osteosarcoma tratado con doxorubicina,
ggggsft al. o | cisplatino y ifosfamida xenoinjertos vs gRT-PCR 11%11% al alta
*g xenoingertos no tratados
£
8
m .
He et al. S | Tratamiento con adriamicina e irradiacion 34a, Induce ?l arresto de G1y apoptosis
200952 g VS no tratados gRT-PCR 34b. 34c al alta dependiente de
S ’ TP53
o
b 92a,
a 99b, lal
Gougelet et al. @ |Buena respondedores vs TLDA 193a-5p, | 2 alta
201158 malos respondedores a ifosfamida 421a
132 a la baja
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Tabla 5. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los perfiles de expresion de miRNAs de

suero/plasma de pacientes con osteosarcoma. Tomado de Hong et al®.

Caracteristicas

clinico-patoldgicas

Expresion de miRNAs

Tiempo de supervivencia

miR-195, miR-27a, miR-221, miR-326, miR-148a,
miR-152, miR-222, miR-223, miR-191, miR-491- 5p,
miR-300

Tamano del tumor

miR-148a, miR-222, miR-191

Diferenciacioén celular

miR-326

miR-195, miR-27a, miR-221, miR-326, miR-222,

Estadio TNM . _ . _
miR-223, miR-191, miR-491-5p, miR-300
miR-195, miR-27a, miR-221, miR-326, miR-21, miR-
Metastasis 143, miR-148a, miR-222, miR-223, miR-191, miR-

195-5p, miR-199a-3p, miR-491-5p, miR-300

Invasion tumoral

miR-326, miR-223

Subtipo histolégico

miR-21, miR-143, miR-199a-3p, miR-199a-3p, miR-
320a

Radioterapia/

guimioterapia

miR-27a una alta expresion se relaciona con una

pobre respuesta a la quimioterapia
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Planteamiento del problema

El osteosarcoma es el tumor maligno de hueso mas comun, afectando
principalmente a nifios y adolescentes. El diagnéstico se basa en la sintomatologia,
en estudios de imagen y se corrobora mediante biopsia. Un alto porcentaje de casos
terminan en amputacion de la extremidad, debido a un diagnéstico tardio,
presentando una mortalidad de 0.15 casos/100, 000 individuos al afio. Uno de los
factores que ha impedido mejorar la tasa de supervivencia en los ultimos 25 afios,
es la carencia de métodos de deteccion oportuna y de marcadores tumorales
especificos. Los perfiles diferenciales de expresiéon de miRNAs, han contribuido al
conocimiento sobre la biogénesis de diversas neoplasias. Al tener un conocimiento
mas amplio del andlisis de miRNA en osteosarcoma, se puede comprender mejor
la biogénesis y mecanismo de resistencia, para que en un futuro proximo puedan
utilizarse como biomarcadores especificos de forma que permita un diagnostico
oportuno y brindar un tratamiento personalizado de los pacientes con

osteosarcoma.
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Pregunta de investigacion

¢Existe un patréon diferencial de expresion de miRNAs en suero de pacientes

mexicanos con osteosarcoma primario en comparacion con individuos sanos?
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Justificacion

El osteosarcoma (OS), es un tipo de cancer comun que afecta principalmente a
nifios y adolescentes. En México representa el 6.3% del total de las neoplasias
segun el INEGI y es la segunda causa de cancer en pacientes de 10 a 14 afios,
segun el Registro Histopatologico de Neoplasia Malignas (RHNM). El osteosarcoma
tiene una tasa de mortalidad muy alta, en parte debido a que no se diagnostica ni
se trata en etapas iniciales ya que se carece de métodos de deteccion oportuna, asi
como de marcadores tumorales. De este modo si se investigan los perfiles de
expresion de miRNAs en este tipo de pacientes, podremos establecer la base para
una herramienta de apoyo diagndstico y ofrecer una atencién oportuna a fin de
mejorar la calidad de vida de los afectados. Esto permitira optimizar los recursos
humanos y materiales que se destinan al manejo de los individuos afectados.
Ademas, este conocimiento contribuirdA a entender mejor los mecanismos

moleculares que llevan al desarrollo del tumor.
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Hipotesis

Existe un patron de diferencial de expresion de miRNAs en suero de pacientes

mexicanos con osteosarcoma primario, en comparacion con individuos sanos.
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Objetivos

Objetivo general

e Determinar si existe un patron de expresion diferencial de miRNAs en suero
de pacientes mexicanos con osteosarcoma primario en comparacion con

individuos controles sanos.

Objetivos especificos

¢ |dentificar y validar los miRNAs que muestren una expresion diferencial entre
pacientes y controles y que tengan una potencial aplicacion como
herramienta de apoyo al diagnostico.

e I|dentificar los genes blanco y las vias metabdlicas involucradas reguladas
por los miRNAs con expresion diferencial.

e Contribuir con el conocimiento de las bases moleculares que llevan a la

transformacioén celular del osteosarcoma.
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Metodologia

Tipo de estudio: analitico, observacional, transversal.

Poblacion de estudio

Mediante un muestreo a conveniencia, se reclutaron pacientes con diagnéstico de
osteosarcoma tratados en el servicio de Tumores Oseos del Instituto Nacional de
Rehabilitacion, Luis Guillermo Ibarra Ibarra, en un periodo comprendido entre abril
2015 a febrero 2017. Una vez confirmado el diagndstico de osteosarcoma mediante
biopsia, los pacientes fueron invitados a participar de manera secuencial conforme

asistieron a la consulta del servicio de Tumores 6seos.

Adicionalmente, se constituy6é un grupo control, con individuos clinicamente sanos,
mediante la realizacion de la historia clinica completa pareados por edad y sexo a
los individuos con OS, de los cuales se tom6 una muestra sanguinea periférica para

la obtencién de suero.
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Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

CASOS:

¢ Individuos mexicanos de sexo femenino o masculino, que tengan diagndstico
clinico de osteosarcoma.

¢ Individuos de entre10-40 afios con diagndstico de osteosarcoma.

e Individuos en que el diagnostico de osteosarcoma sea confirmado
histopatolégicamente mediante biopsia.

¢ Individuos con osteosarcoma valorados y tratados por el servicio de Tumores
0seos del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

¢ Individuos con osteosarcoma que reciban tratamiento de quimioterapia y/o

tratamiento quirdrgico en el Instituto Nacional de Rehabilitacion.
CONTROLES:

¢ Individuos clinicamente sanos, pareados por edad y sexo con los individuos

con osteosarcoma.

Criterios de exclusion:

¢ Individuos con osteosarcoma secundario o asociado a enfermedad de Paget.
¢ Individuos con osteosarcoma asociado a un sindrome de cancer hereditario
o Sindrome de Li-fraumeni
o Sindrome de Werner

o Sindrome de Rothmund- Thomson
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o Sindrome de Bloom

o Retinoblastoma

Criterios de eliminacioén

¢ Individuos en los que la muestra de suero sea insuficientes o inadecuadas

para la extraccion de RNA.
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Descripcion de variables

Definicion Definicion Tipo de Escala de
conceptual operacional variable medicién
Variable | Osteosarcoma Tejido estromal Cualitativa Enfermo
independiente neoplasia maligno sarcomatoso  nominal No enfermo
maligna primaria  asociado con la Dicotémica

Variable
dependiente

de hueso

miRNAs

RNAs no
codificantes de
19-20

nucleétidos

produccion osteoide
tumoral

Niveles de expresién
de miRNAs

Cuantitativa de

intervalo

Expresion relativa
mediante AACt

comparativo
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Descripcion de los procedimientos

Se reclutaron pacientes con osteosarcoma primario, tratados en el servicio de
Tumores Oseos en el Instituto Nacional de rehabilitacién (INR) desde febrero de
2015 hasta abril de 2017. Aquellos individuos que cumplian con los criterios de
inclusion, se les invitd a participar en la investigacion. Se firmo el consentimiento

informado y posteriormente s obtuvieron las muestras sanguineas.

Toma de muestras de sangre periférica

Se limpié con una torunda alcoholada la zona a puncionar para desinfectar. Con

una jeringa estéril se tom6 una muestra de 10 ml de sangre y se colocaron 5ml

de sangre en cada tubo amarillo (SST marca BD Vacutainer®). En total se

obtuvieron 2 tubos amarillos por cada paciente y control. El procesamiento de

las muestras de sangre se hizo en las primeras dos horas posteriores a la toma

de la muestra de sangre. Se centrifugaron en dos ocasiones ambos tubos, la

primera a 1,200 rpm por 10 minutos y la segunda a 5,000 rpm por 10 minutos,

ambas a temperatura ambiente Posteriormente se recuperd el suero con una

pipeta y se trasfirieron 700 pl a cada tubo eppendorf de 1.5 ml, previamente

rotulados. Se almacenaron a temperatura de -80°C hasta el procesamiento del

suero.

Extraccion de RNA

Los microRNAs se purificaron a partir 200 yl de suero mediante el kit de suero o

plasma miRNeasy (QIAGEN, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Se

tomaron 200 pl de suero en un tubo de 1.5 ml, se adicionaron 750 pl de TRIzol LS

Reagent y mezclaron con vortex. Se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente,

para posteriormente adicionar 200 ul de cloroformo y se mezclo por inversion

durante 15 segundos. Se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente y se
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centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se recupero la fase acuosa
en un tubo de 1.5 ml nuevo (~600 pl). Se adicionaron 1.5 volumenes de isopropanol
al 100% (~900 pl).Se mezclaron los tubos por inversion. Se incubaron a temperatura
de -20°C durante 20 minutos. Se agregaron 700 ul a una columna de purificacion.
Se centrifugaron a 12,500 rpm durante 1 minuto. Se descarto el filtrado. Se repitid
los pasos 12 y 13, hasta pasar toda la muestra. Se lavo con 700 pl de buffer RWT,
y centrifug6 a 12,500 rpm 1 minuto. Se lavo con 500 ul de buffer RPE, y se centrifugo
a 12,500 rpm 1 minuto. Se lavé con 500 ul de EtOH 75%, y centrifugd a 12,500 rpm
1 minuto. Se colocaron las columnas en tubos de coleccion limpios y se
centrifugaron durante 3 minutos a 12,500 rpm con la tapa abierta. Se colocaron las
columnas en tubos de coleccion limpios (tubos de 1.5 ml). Se adicionaron 20 pl de
H20 (se precalentd a 42°C) en el centro de la columna. Se incubaron 3 minutos a
T.A y se centrifugdb a 12,500 rpm. Se cuantificaron en el espectrofotometro
NanoDrop (ThermoFisher, Inc.), por lo general, el rendimiento fue de 20-50 ng/uL.

Y finalmente, las muestras se almacenaron a temperatura de -70°C.

Perfiles de microRNAs

La cuantificacion global de miRNAs en suero, se realiz6 mediante los arreglos
TagMan de baja densidad v2.0 (TLDAs, Applied Biosystems), que incluyen dos
cartuchos (A y B). El cartucho A contiene 384 sondas TagMan de miRNAs
permitiendo la cuantificacion simultanea de 377 miRNAs maduros humanos y 7
controles endogenos. El cartucho B contiene 290 sondas TagMan de miRNAs

maduros humanos y 7 para controles enddgenos.

Las muestras se agruparon por edad de los participantes en individuos menores y
mayores de 18 afos, con base a la presencia del OS (pacientes y controles). Se
incluyeron 5 muestras en cada pool, por lo que se prepararon 4 pools de RNA total:
los menores de edad con OS, adultos con OS, menores-control y los adultos-control.
Se tomaron 3 ul de RNA de cada pool (Tabla 6), para posteriormente hacer la

retrotrascripcion (RT, Figura 4). Se hizo la sintesis de cDNA utilizando primers
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Megaplex RT de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante (Applied
Biosystems) Tabla 7. Las reacciones se mezclaron por inversion y se centrifugaron.

Se tomaron 4.5 pl de cada mezcla (A 'y B) en 4 tubos para PCR (8 tubos en total) y
finalmente se agregaron 3 ul de RNA (30ng).
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Tabla 6. Estratificacién de las muestras de acuerdo con la edad de los participantes, en

menores y mayores de 18 afios, para la formacion de los pools.

10ng/ul

Pool RNA Vol. para
controles (ng/pl) 100n
Menores 9'M 9
COS-6 18.1 5.5
COSs-10 22.8 4.4
COs-14 12.1 8.3
COsS-18 16.7 6.0
COs-19 17.9 5.6

Vol. total de RNA 29.7

Vol. de H20 para

10ng/ul 20.3
Pool OS RNA Vol. para
menores | (ng/ul) 100ng
0S-6 17 5.9
0s-10 15.6 6.4
0s-14 9.1 11.0
0Ss-18 13.6 7.4
0S-19 15.7 6.4

Vol. total de RNA 37.0

Vol. de H0 para 13.0

Pool RNA Vol. para
controles (ng/ul) 100n
Mayores 9'u 9
C0OS-4 14.8 6.8
COS-8 13.13 7.6
COos-11 13.5 7.4
COS-12 18.4 5.4
COS-16 11.7 8.5

Vol. total de RNA 35.8

Vol. de Hx0 para

10ng/pl 14.2
Pool OS RNA Vol. para
mayores | (ng/ul) 100ng
0Ss-4 17.2 5.8

0S-8 41.7 2.4
0Ss-11 33.4 3.0
0S-12 37.4 2.7
0S-16 18.8 5.3

Vol. total de RNA 19.2

Vol. de H0 para 308

10ng/ul
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Tabla 7. Componentes de la transcripcion reversa de acuerdo con el protocolo de Applied
Biosystems.

Volumen para
una muestra

Componentes para lareaccion

Volumen para 4.5

de RT Mix muestras (pL
(uL) (ML)
MegaplexTM RT Primers (10X) 0.8 3.6
dNTPs con dTTP (100 mM) 0.2 0.9
MultiScribeTM Transcriptasa
Reversa (50 U/uL) 1.5 6.75
10X Buffer RT 0.8 3.6
MgClz (25 mM) 0.9 4.05
Inhibidor de RNasa (20 U/pL) 0.1 0.45
Agua libre de nucleasa 0.2 0.9
4.5 20.25
85°C
| |
5:00 min "-‘
50°C | | ".‘
azc / 0:01 min "‘I
1:00 min
16°C
2:00 min
4°C
40 ciclos co

Figura 4. Fases de la trascripcion reversa (RT), segun las indicaciones del fabricante.
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Posteriormente, los productos de RT Megaplex fueron pre-amplificados usando
primers PreAmp Megaplex y el Master Mix preamplificador TagMan (Applied
Biosystems). Las cantidades utilizadas se muestran en la tabla 8. Las reacciones
se mezclaron por inversion y se centrifugaron, se tomaron 22.5 ul de cada mezcla
(Ay B) en 4 tubos para PCR (8 tubos en total). Se agregaron 2.5 ul del producto de
RT y se agregaron 75ul de agua a cada tubo. Las condiciones del ciclo de pre-
amplificacion esta descritos en la Figura 5. El resto de las reacciones se

almacenaron a -20° C.

Tabla 8. Componentes de la Pre-Amplificacién de acuerdo con el protocolo de Applied
Biosystems.

Componentes para lareaccion Volumen para  Volumen para 4.5

de PreAmp Mix una muestra (pl) muestras (pl)

TagMan® PreAmp Master Mix 125 56.25
(2X)

(I\i:g(a)plexTM PreAmp Primers 25 11.25
Nuclease-free water 7.5 33.75
Total 22.5 101.25
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99.9°C

95°C 95°C
72°C . ) . I"‘.
10:00 min 0:15 min \ 60°C 10:00 min
55°C .00 m .
wrmin 4:00 min
2:00 min
12 ciclos 4°C

Figura 5. Fases de la pre-amplificacion, de acuerdo las indicaciones del fabricante.

El cDNA pre-amplificado fue diluido con agua destilada en una proporcién 1:8, se
distribuyd en los 384 pozos por centrifugacion segun instrucciones del fabricante
(Tabla 9). Los parametros de la gqPCR fueron 95 °C durante 10 min, seguido por 40
ciclos a 95 °C por 15 sy a 60 °C durante 1 minuto. Los TLDASs se realizaron en un
QuantStudio 7 (Applied Biosystems). S6lo los miRNAs con un valor de Ct menor a
35 fueron considerados para el analisis de expresién. Se calculé las veces de
cambio (FC, fold change) mediante el método 2722CT  Se utilizd el valor de la

expresion media global de todos los miRNAs como el factor de normalizacion 4.

El -284CT se calcula de la siguiente forma:

. ACt (muestra OS) = Ct (gen de interés, muestra OS) — Ct (gen de referencia, muestra OS)
ACt (control) = Ct (gen de interés, muestra control) — Ct (gen de referencia, muestra control)

AACt =Ct (muestra OS) - Ct (muestra control)
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Tabla 9. Componentes de las reacciones para los TLDAs, de acuerdo con el protocolo de
Applied Biosystems.

Volumen para

Componentes un TLDA (ul) 1
TagMan® Universal PCR Master Mix, No 450
AmpErase® UNG, 2X
Producto de cDNA pre-amplificado diluido 9
Agua libre de nucleasa 441
Total 900

T Incluir un volumen del 12.5% extra por los errores al pipetear.
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Validacion de microRNAs por RT-gPCR.

Se utilizaron 3 pl de RNA como templado para la transcripcion reversa usando el kit
de MicroRNA transcripcion reversa de microRNAs mediante TagMan (Applied
Biosystems). Posteriormente, cada reaccion de transcripcion fue diluida a 100 pl con
agua libre de RNAasa. Se usaron 5 ul de cada reaccion ya diluida para la validacion
de los miRNAs mediante gPCR utilizando ensayos TagMan especificos para cada
MIRNA (miR-215-5p, miR-320a, miR-376c¢-3p, miR-642a-5p, miR-99b-5p y miR-
655-3p) en todos los integrantes de cada grupo (Tabla 10). Las reacciones de gPCR
se realizaron por triplicado en QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems). Se
normalizaron usando RNAUG. La expresion relativa de los miRNAs de cada muestra

fue determinada mediante el método 2 -2ACt,

Tabla 10. Sondas TagMan usadas para la validacion de miRNAs diferencialmente
expresados en los TLDAs.

Sondas de miRNAs No. De catalogo
solicitadas (Applied Biosystems)
hsa-miR-99b-5p 000436
hsa-miR-215-5p 000518
hsa-miR-320a 002277
hsa-miR-376c¢-3p 002122
hsa-miR-642a-5p 001592
hsa-miR-655-3p 001612

Estadistica

En el caso de los TLDAs, la expresion diferencial miRNAs entre los grupos
estudiados fue evaluada mediante la prueba de t de student utilizando el software

Expression Suite v1.0.3 (Life Technologies). Aquellos miRNAs con un valor de p
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<0.05 y una razén de cambio de +1.5 se consideraron como diferencialmente
expresados.

Para el analisis de la validacion (RT-gPCR) se analizaron las muestras mediante la
prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes, para comparar las
razones de cambio de las muestras de los individuos con osteosarcoma en
comparacion con los individuos sanos. Los valores extremos de cada miRNA fueron
detectados y eliminados mediante la prueba ROUT usado el software GraphPad

Prism 7.

Prediccion de blancos y analisis de enriguecimiento de los genes.

El analisis de genes blanco y vias celulares se realizo en el software miRSystem
(http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/)®°. Este incluye siete algoritmos para predecir los
blancos de los miRNAs: DIANA-microT, miRanda, mirBridge, PicTar, PITA, rna22y
TargetScan; e incluye dos bases de datos experimentales validadas: TarBase y
miRecords. Se incluyé en el analisis los genes blancos que fueron predichos al
menos por 3 bases de datos. Para obtener las funciones bioldgicas y las vias
canbdnicas de los genes blancos, se us6é la base de datos miRNet
(http://www.mirnet.ca/)®®, la cual utiliza los algoritmos de las bases de datos Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y Reactome. Para el analisis se

seleccionaron las vias metabdlicas con un valor de p significativo (< 0.001).
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Resultados

Datos clinicos

Se recolectaron 15 muestras de suero de individuos con osteosarcoma, las cuales
fueron pareadas por edad y sexo con el suero de 15 individuos sanos. Fueron 9
hombres y 6 mujeres con osteosarcoma, con una relacion hombre-mujer de 1.5:1.
De acuerdo con el lugar de origen, dos pacientes provenian del norte, siete del
centro, cinco del este y uno del sur de México. El rango de edad fue de 10 a 36
afos, la media de edad fue de 20 afios. El sintoma mas frecuente fue el dolor
(93.3%), algunos pacientes lo relacionaban con el antecedente de traumatismo
previo al diagndstico. Algunos pacientes describieron el dolor como urente e
intermitente (33.3%). La localizacion mas comun fue el fémur distal (53.3%), seguido
de la tibia proximal (13.3%), siendo el lado derecho el mas afectado. De acuerdo
con la clasificacion de Ennking, dos pacientes estuvieron en el estadio IIA, dos en
el 1IB and el resto en la etapa Ill. La limitacién en el movimiento de las articulaciones
se observo en 12 pacientes (80%) y solo dos presentaron fracturas patoldgicas
(13.3%). Referente a la histologia del osteosarcoma, la variedad osteoblastica se
encontrd en seis pacientes, en tres de ellos se observd otro componente ademas

del osteoblastico. Los datos clinicos se resumen en la Tabla 11 y Tabla supl. 1.
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Tabla 11. Caracteristicas clinicas de los pacientes con osteosarcoma.

Variable Oste((:]s;alrsc)oma
No. %
Edad (afios)
<18 8 53.3
> 18 7 46.7
Hombres 9 60
Mujeres 6 40
Localizacion
Fémur distal 8 53.3
FemL_Jr distal y tibia 1 6.7
proximal
Tibia proximal 2 13.3
Tibia distal 1 6.7
HlUmero proximal 2 13.3
Peroné 1 6.7
Subtipo de OS
Osteoblastico 3 20
Osteoblastico mixto 3 20
Otros 9 60
Si 13 86.7
No 2 13.3




Analisis de expresion de miRNAs

Se obtuvieron quince miRNAs sobreexpresados con un valor de p < 0.05 (Tabla 12)
y ninguno infraexpresado. Los microRNAs con expresion diferencial se resumen en
la Figura 6. Se realiz6 un analisis in silico usando miRSystem para encontrar los
genes blanco relacionados con el ciclo celular de los miRNAs con expresion
diferencial (Tabla supl. 2). Con base en los genes blanco, se seleccionaron seis
mMiRNAs, para validacion de manera individual en todos los participantes mediante
ensayos TagMan especificos. Estos fueron miR-99b-5p, miR-215-5p, miR-320a,
miR-376¢-3p, miR-642a-5p y miR-655-3p.

A Volcano Plot (P-Value vs Fold Change) B Volcano Plot (P-Value vs Fold Change)
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Figura 6. Gréafica de volcan del analisis mediante TLDAs de sueros de pacientes con
osteosarcoma e individuos sanos. Se analizaron 384 y 290 miRNAs diferentes en el
cartucho A y B respectivamente.
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Tabla 12. Expresion diferencial de miRNAs de muestras de suero mediante arreglos de baja
densidad (TLDAs). Se muestran los miRNAs con un valor de p estadisticamente
significativo y su razén de cambio en muestras de suero individuos con osteosarcoma.

Expresion diferencial de  Valor Razon de
MiRNAS dep cambio

hsa-miR-99b-5p 0.03 2.5
hsa-miR-126-3p 0.036 2.6
hsa-miR-150-5p 0.016 1.8
hsa-miR-215-5p 0.04 3.3
hsa-miR-224-5p 0.002 6.3

hsa-miR-320a 0.046 3.6
hsa-miR-324-5p 0.01 3.58
hsa-miR-376¢-3p 0.001 9.0
hsa-miR-454-3p 0.001 3.9
hsa-miR-576-3p 0.038 2.6
hsa-miR-584-5p 0.022 3.9
hsa-miR-628-5p 0.036 3.3
hsa-miR-642a-5p 0.014 3.4
hsa-miR-655-3p 0.047 1.6

hsa-miR-720 0.027 4.6

Validacion de los miRNAs mediante RT-qPCR.

Se validaron dos miRNAs diferencialmente sobreexpresados, miR-215 y miR-642,
con valores de p de 0.0051 and 0.0229, respectivamente. Mientras que los miR-
320a, miR-99b-5p, MiR-376¢c-3p y mMIR-655-3p no presentaron un valor de p
significativo (0.0592, 0.1139, 0.7984, >0.9999), a pesar de que muestran una

tendencia a la sobreexpresion en las muestras de osteosarcoma (Figura 7).

45



>

Expresion relativa
»

@

miR-215-5p
(p = 0.0051)

!

-

Expresion relativa
~N

w

miR-642a-5p
(p = 0.0229)

!

Expresion relativa
-
=]

miR-320a
(p = 0.0592)

T

2 14 0.5
0 T O_L 0.0 r
Control 0s Control 0s Control 0s
miR-99b-5 miR-376¢-3p miR-GSS-Zig
(p=0.1139) (p = 0.7984) (p=>0.9999)
1.0 15 1.5
%‘ 0.8 g 3
] | T 104
© 0.6+ ‘ 3™ 3"
c c =
° 04 N ig
" $os 9 054
3 g s
ui 0.2 ui ]
0.0- 0.0 0.0-
Control 0s Control 0s Control 0s

Figura 7. Expresion relativa de los seis miRNAs seleccionados para validacion mediante
ensayos TagMan en todos los individuos. La expresion diferencial de A: miR-215-5p, B:
miR-642-5p fueron validados mientras que C: miR-320a, D: miR-99b-5p, E: mir-376¢c-3p y
F: miR-655-3p no mostraron una expresion diferencial estadisticamente significativa
después de la validacion.

Analisis de enriquecimiento

Se construy6 un modelo de interaccién de genes y vias metabdlicas relacionadas
con los seis miRNAs que mostraron una expresion diferencial en los TLDAs usando
miRNet (Figura 8). En la interaccién de los miR-215-5p, miR-642-5p, miR-320a,
miR-99b-5p, miR-376¢ y miR-655-3p, encontramos 21 vias con un valor de p < 0.05.
Se representan las vias que estaban relacionadas con cancer como la via de
regulacion de pluripotencialidad de las células madres, ciclo celular, cancer
colorectal, desregulacion transcripcional en cancer, via en cancer, via de

sefalizacion de p53, via de sefalizacion de Wnt (Tabla 13) (http://www.mirnet.ca)
56
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Figura 8. Se muestra la interaccion de los blancos de las vias de sefializacion donde
participan los 6 miRNAs diferencialmente expresados en los ensayos TLDAs en suero de
pacientes con osteosarcoma. Via de regulacién pluripotencialidad (rojo), ciclo celular
(naranja), cancer colorectal (magenta), desregulacion transcripcional en cancer (verde), via
en cancer (azul aqua), via de sefalizacion de p53 (azul), via de sefializacion de Wnt
(violeta).
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Tabla 13. Vias metabdlicas con un valor de p < 0.05 en el andlisis de interaccion de los
seis MiRNAs validados por qPCR.

Vias metabdlicas Valor de p

Via de regulacion pluripotencialidad de las células madres | 0.0000142
Ciclo celular 0.0000752
Infeccion de HTLV-I 0.0000752
Proteoglicanos en cancer 0.0000897
Via de sefializacion de neurotrofina 0.00159
Céancer colorrectal 0.00159
Desregulacion transcripcional en cancer 0.00162
Via en cancer 0.00601
Shigellosis 0.00723
Uniones adherentes 0.00857
Via de sefalizacion de p53 0.00956
Via de sefalizacion de Hippo 0.00956
Via de sefializacion de Wnt 0.0112
Pertusis 0.0254
Meiosis del ovocito 0.0263
Via de sefalizacion de hormonas tiroideas 0.0407
Carcinoma de células renales 0.0407
Céancer pancreatico 0.0407
Leucemia mieloide crénica 0.0407
Proteinas de procesamiento en el reticulo endoplasmético | 0.0498
Céancer de vejiga 0.0498

48



Discusion

El osteosarcoma es la neoplasia maligna de hueso mas comun. Actualmente el
tratamiento se basa en la quimioterapia y en el procedimiento quirdrgico. Sin
embargo, la tasa de supervivencia no ha mejorado en los ultimos 20 afios. Una de
las principales razones, es la falta de biomarcadores con métodos no invasivos que
permitan hacer un diagndstico oportuno. Recientemente, los miRNAs han sido
investigados como biomarcadores en diversas enfermedades, convirtiéndolos en
candidatos ideales, debido a que estan presentes en diversos fluidos corporales.

En este trabajo, se presentan las caracteristicas clinicas y los perfiles de expresion
de 15 individuos mexicanos con osteosarcoma. De acuerdo con la clasificacion de
Enneking, el 73.3% de los pacientes fueron clasificados en el estadio Ill, esto debido

a la ausencia de un diagnéstico oportuno.

A partir de los perfiles de expresion de miRNAs de los pools de sueros de pacientes,
se identificaron 15 diferencialmente expresados. Posteriormente a la validacion en
cada individuo mediante RT-qPCR, se confirmé que los miR-215 y miR-642 estaban
sobreexpresados en individuos con OS en comparacion con sujetos controles. A
pesar de que los miIRNAs miR-320, miR-99b-5p, miR-376¢-3p y miR-655-3p no
alcanzaron un valor de p estadisticamente significativo, se observa una tendencia a
la sobreexpresion en individuos afectados.

Los dos miRNAs con valor de p significativo previamente mencionados, habian sido
reportados como importantes participantes en diferentes tipos de cancer. Datos
experimentales previos, han encontrado que miR-215 estd sobreexpresado en
diferentes tipos de cancer como el cancer gastrico y glioma. En esos tumores, miR-
215 promueve la progresion a través de la unién al 3'UTR de RB1°%7°8, RB1 es uno

de los genes constantemente mutados en el osteosarcoma®®. Los estudios en lineas
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celulares derivadas de osteosarcoma y cancer de colon han demostrado que la
sobreexpresion de miR-215 se asocia con resistencia a quimioterapia,
especialmente metotrexato. Este efecto, parece estar relacionado con la reduccion
de la tasa de proliferacion celular debido a la detencién del ciclo celular®®. Trabajos
previos han demostrado que las células madre de cancer que proliferan lentamente
son mas resistentes a los farmacos quimioterapéuticos®®. Los pacientes
presentados aqui fueron tratados con un esquema multidrogas que siempre incluia
metotrexato. La evaluacion clinica después de la quimioterapia revel6 una
respuesta deficiente en todos los pacientes. miR-215 podria ser un recurso muy Util
para planificar la quimioterapia en pacientes con cancer. Hasta la fecha, con
respecto a los biomarcadores de cancer, los niveles séricos de miR-215 solo se han
propuesto como biomarcador potencial para el carcinoma hepatocelular®®. Sus
blancos y funciones conocidos lo convierten en un candidato atractivo para futuras
investigaciones.

De igual forma, identificamos la sobreexpresion de miR-642. La expresion a la baja
de este miRNA ha sido reportada en tejido de cancer de vejiga. La regulacién a la
baja de miR-642 en lineas celulares de cancer de vejiga resulté en viabilidad celular
disminuida. Las muestras clinicas de pacientes con cancer gastrico mostraron
sobreexpresion de miR-642, apoyando el potencial oncogénico de este miRNA®2,
Trabajos previos con lineas celulares de cancer de ovario identificaron que la
sobreexpresion de miR-642, que se relacionaba con resistencia a cisplatino.
Interesantemente, algunos de los genes blancos propuestos para miR-642 también

estan involucrados en las vias de sefializacion de MAPK y TGF-beta®:.

Ademas, encontramos que el miR-320 en el suero de nuestros pacientes mostro un
valor de p de 0.0592. Este valor muestra una clara tendencia a una expresion
diferencial. Lo consideramos importante debido a que muchos de sus genes blanco
se han reportado relacionados a vias de cancer. miR-320 ha sido descrito como un
miRNA supresor de tumores, principalmente en osteosarcoma®*. Los andlisis de
expresion en tejidos como cancer de mama, cancer de colon y leucemia mieloide

aguda han mostrado una regulacién a la baja de miR-320 comparado con muestras
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controles.®5-67 Este miRNA, es capaz de suprimir la proliferacién celular a través del
receptor 1 de la transferrina (TFRC) en células humanas de leucemia®. Por el
contrario, en muestras de cancer de ovario, fue uno de los principales miRNAs
sobreexpresados. Ademas, la sobreexpresion de miR-320 parece correlacionarse
con mal prondstico y alto riesgo de metastasis. El andlisis bioinformatico sugiere
qgue los objetivos de miR-320 pueden estar implicados en la via de sefializacion
MAPK, via de sefalizacion TGF-beta y via de sefializacién de neutropina®. Los
andlisis de expresion de miR-320a en diferentes lineas celulares de osteosarcoma,
se observo una disminucién estadisticamente significativa en dos de cuatro lineas
celulares, donde la sobreexpresiéon de miR-320 se relaciond con la inhibicion del
crecimiento celular. Estos investigadores propusieron que la disminucion de la
proliferacion celular se produce por la orientacion de E2F184. Muy pocos estudios
han analizado la expresion de miRNAs en suero de pacientes con osteosarcoma.
Lian F et al, encontraron sobreexpresion de miR-320 en suero de pacientes antes
del tratamiento. De manera interesante, la sobreexpresion disminuia después de la
reseccion del tumor. Ademas, miR-320 podria ser util para discriminar entre
osteosarcomas con componente osteoblastico de aquellos con componente
condroblastico®. Este hallazgo apoya la posibilidad de qgue miR-320 podria ser un
potencial biomarcador para el osteosarcoma. Sin embargo, se debe que considerar
que la mayoria de estos pacientes desarrollaron metéstasis y la mitad de ellos
tenian recaida. Se necesitan mas investigaciones para buscar una posible relacién
entre miR-320 y el prondéstico, como se ha sugerido en pacientes con cancer de

ovario.

Los miR-655-3p, miR-376¢c-3p y mMIiR-99b-5p mostraron una tendencia a la
sobreexpresion en este estudio, sin embargo, su valor de p estuvo lejos de la
significancia estadistica. Hay pocos reportes acerca de miR-655-3p y su
participacion en la biologia del cancer. miR-655-3p ha sido estudiado en el
carcinoma hepatocelular (HCC). Este miRNA ha mostrado una expresion a la baja
en tejido del carcinoma hepatocelular carcinoma. Estudios funcionales sugieren que

la sobreexpresion del miR-655-3p podria estar relacionada con la disminucion de la
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proliferacion celular, migracion e invasion en el HCC. Esta funcion como supresor
de tumor ha sido directamente relacionada con ADAM10 e indirectamente con la via
de B-catenina’®. El nivel de expresion de miR-655-3p ha presentado una correlacién
estadisticamente significativa con las caracteristicas clinicas del HCC (invasién
microvascular, estadio tumoral y metéstasis a ganglios). También se ha relacionado
qgue los pacientes que tuvieron una menor sobrevida fueron quienes presentaron
una expresion alta de miR-655-3p’t. Asi mismo, miR-655-3p se ha encontrado
expresado a la baja en el carcinoma epidermoide de es6fago (ESCC)?2,y el cancer
de mama triple negativo (TNBC). La expresion a la baja de miR-655-3p ha sido
relacionada con metastasis a ganglios linfaticos y es usada para la clasificacion

molecular en los TNBC 3.

miR-99b-5p ha sido descrito en osteosarcoma’, encontrandose sobreexpresado en
individuos que tiene buena respuesta a la ifosfamida 3. De forma similar, los niveles
altos de miR-99b-5p se ha relacionado con una mejor supervivencia de pacientes
con cancer colorectal”. Se ha asociado la sobreexpresion de miR-99b-5p, let-7e y
miR-125a con los estadios avanzados del ESCC. Este grupo conformado por miR-
99h-5p/let-7e/miR-125a, son regulados por ZEB1, el cual es un activador de la
transicion epitelial a mesénquima en varios tipos de cancer. La expresion de este
grupo de miRNAs, mediado por ZEB1, regula a la baja la expresion de ARID3A.
ARID3A es indispensable para la migracion celular e invasion en el ESCC inducido
por grupo mMiR-99b-5p/let-7e/miR-125a’®. Existen reportes previos de miR-99b-5p
donde su expresion se ha visto desregulada en otros tipos de cancer como gliomas,
cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de pancreas y cancer de

endometrio’’.

La sobreexpresion de miR-376c¢-3p disminuye la proliferacion, suprime la viabilidad,
migracion e invasion celular, ademas de inducir el arresto en G1/GO0 y la apoptosis
en lineas celulares de cancer escamoso de cavidad oral mediante HOXB778. En el
adenocarcinoma gastrico promueve la apoptosis celular in vitro e inhibe el

crecimiento tumoral in vivo 7°. La sobreexpresion de estos miRNAs promueve la
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viabilidad celular y limita la apoptosis en el cancer colorectal, posiblemente debido
a la modulacién de la expresion de Ki-67, Bcl-2, Fas y el efecto supresor de
LINC00152 (RNAs largos no codificantes)®.
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Conclusiones

En nuestro estudio, se identifico un perfil de sobreexpresion de los miRNAs en los
sueros de individuos con osteosarcoma, donde miR-215-5p y miR-642-5p fueron
estadisticamente significativos (p = 0.0051 y 0.0229, respectivamente). Es
importante mencionar que de estos dos miRNAs, solo miR-215-5p se ha relacionado
previamente en el osteosarcoma. Otros microRNAs sobreexpresados que tuvieron
un valor de p no significativo, fueron miR-320a y, miR-99b-5p (p = 0.0592 y 0.1139
respectivamente) han sido reportados previamente en esta neoplasia.
Relacionandose miR-215-5p con la resistencia de metotrexato, miR-320a con la
presencia del tumor y la diferenciacion de osteosarcoma osteoblastico del
condroblastico y miR-99b-5p con una buena respuesta al tratamiento con
ifosfamida. Sin embargo, también encontramos sobreexpresados a miR-642-5p,
mMiR-376¢-3p (p = 0.7984) y miR-655-3p (p = >0.9999), los cuales han sido
relacionados en la progresion, metastasis y resistencia a la quimioterapia en otros

tumores.

Los mecanismos que regulan el comportamiento bioldgico de los tumores adn no
han sido completamente dilucidados. El andlisis de expresion de miRNAs es una
poderosa herramienta para identificar genes y vias metabdlicas involucradas en la
progresion de los tumores. Los genes y vias metabdlicas relacionados con estos 6
mMiRNAs, se han relacionado con ciclo celular, desregulacién transcripcional en
cancer, via en cancer, via de sefalizacion de p53, contribuyen con el conocimiento
del osteosarcoma. Sin embargo, es necesario validar los genes blancos y disefiar
estudios funcionales para encontrar blancos moleculares utiles en el tratamiento del

osteosarcoma a fin de mejorar la sobrevida de los pacientes.
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Expectativas

Este estudio junto con los previamente realizados en osteosarcoma, daran la base
para que los miRNAs identificados, sirvan como nuevos biomarcadores de
osteosarcoma, lo que permitiria reducir el retraso en el diagnéstico, asi como dar un
tratamiento oportuno y personalizado a cada paciente con el fin de mejorar la

supervivencia y calidad de vida de estos individuos.
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Tabla suplementaria 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con osteosarcoma.

Quimioterapia

Respuesta

Cuadro clinico
Edad de
obtencion Sexo Edad Anteced Aumento Limitacién
de muestra inicio de de de Dolor de

. . L. venosa
sintomas trauma volumen articulacion

/ adyuvante

Red Neoadyuvante

Farmacos

EETIVEIE]

de

necrosis

tumoral

Farmacos
adyuvantes

Reporte de
patologia

VEESESHS

Neoadyuv desc desc OS parosteal
OS con
0S-6 15 M 14 si Si Si Si no no Neoadyuv / C|§plat!np mala desconoce componente pulmon
adyuv doxirrubicina condrobléastico y
osteobléstico
Neoadvuy / agirslar;;icr;r;a etoposido e OS fibroblastico,
0s-8 23 M 22 si Si Si Si no no ad L)J/v doxo?rubicino mala ifosfamida, condroblastico y pulmén
y rrubI carboplatino osteoblastico
y cisplatino
. . ifosfamida OS fibroblastico,
0Ss-10 16 F 16 no Si Si Si no no Neoadyuv / C|splat|‘n<_3 mala metotexato condrobléastico y pulmon
adyuv doxorrubicina . P
etoposido telangiectasico
0s-11 20 F 16 Si Si Si no no Neoadyuv / ad_naml_cma - |fosfam_|da Osteosarcoma pulmén
adyuv cisplatino etoposido
0Ss-12 28 F 28 no Si Si Si no no Adyuvan - buena ci;plat!n_o OS fibroblastico pulmén
doxirrubicina
i . . Neoadyuv / cisplatino ifosfamida oS )
0S-14 16 M 15 no Sl Sl no no no adyuv doxirrubicina mala etoposido condroblastico pulmon
. . . . ifosfamida oS )
0S-16 36 M 32 no Si no Si Si Si Neoadyuv etoposido mala - telangiectsico pulmén
. ) . . OS fibroblastico,
0s-18 15 F 14 no si si no no no | Neoadyuv/ cisplatino mala ifosfamida condroblasticoy | Pulm 6n
adyuv doxirrubicina etoposido P
osteoblastico
cisplatino pulmon/
0S-19 17 M 16 si si si si no si Adyuv - mala splatin OS osteobléastico ganglios
doxirrubicina -
axilares
05-20 16 M 16 no si si si no | no | Neoadyuv/ | cisplatino mala ffosfamida | g ogteoblastico .
adyuv doxirrubicina etoposido
0s-21 10 M 10 no Si Si Si Si no Neoadyuv C'.Sp'aF"?O mala - OS osteobléastico pulmén
epirrubicina
0S-22 24 F 23 no Si Si Si no no Neoadyuv C|§plat!np mala - QS L. pulmén
doxirrubicina telangiectasico
. . . . metotrexato OS de células
0S-23 13 F 12 no Si Si Si Si no Neoadyuv cisplatino mala - pequefias -
0Ss-24 31 M 30 Si Si Si Si no no Neoadyuv |fosfam!da y mala - OS fibroblastico pulmén
etoposido /
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cisplatino y
doxorrubicina

Fx. Fracturas
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Tabla suplementaria 2. Genes blanco de los miRNAs diferencialmente expresados entre
los pacientes e individuos sanos mediante arreglos TagMan de baja densidad (TLDAS). Los
genes blancos fueron escogidos en funcion a su participacién en el ciclo celular mediante
un analisis in silico usando miRSystem.

Genes blancos
HS3ST2 heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 2
HS3ST3B1 heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3B1

o
E SMARCA5 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
=2 regulator of chromatin, subfamily a, member 5
na| CDC25A cell division cycle 25A
= ST5 suppression of tumorigenicity 5
g MYCBP MYC binding protein
= RAP1B RAP1B, member of RAS oncogene family
TARDBP | TAR DNA binding protein
THAP2 THAP domain containing, apoptosis associated protein 2

hsa-miR-126-3p |
Genes blancos
CRK v-crk avian sarcoma virus CT10 oncogene homolog

RGS3 regulator of G-protein signaling 3

Genes blancos

EGR2 early growth response 2

MYB v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog

CACNA1G  calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G
subunit

ELK1 ELK1, member of ETS oncogene family

GTF3C2 general transcription factor IlIC, polypeptide 2, beta 110kDa

| MAP3K12 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12

g AKT3 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3

| CAMK2G calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il gamma

@

= EBF3 early B-cell factor 3

o HRASLS HRAS-like suppressor

8 NR2F2 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2
PA2G4 proliferation-associated 2G4, 38kDa
PDCD4 programmed cell death 4 (neoplastic transformation

inhibitor)

SMARCD1 | SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily d, member 1

SYNGAP1  synaptic Ras GTPase activating protein 1

TSC22D3 TSC22 domain family, member 3
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CBL Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase

CCND2 cyclin D2

CDC73 cell division cycle 73

E2F3 E2F transcription factor 3

EGR1 early growth response 1

MAP3K11 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 11
MAP3K3 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3

MAPK9 mitogen-activated protein kinase 9

MAPKAPK3 mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 3
PHTF2 putative homeodomain transcription factor 2

SMARCD2  SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily d, member 2

TCF12 transcription factor 12
TP53INP1 tumor protein p53 inducible nuclear protein 1
CCNE1 cyclin E1

Genes blancos

DHFR dihydrofolate reductase

RAB2A RAB2A, member RAS oncogene family

KHDRBS3  KH domain containing, RNA binding, signal transduction
associated 3

PHAX phosphorylated adaptor for RNA export

RB1 retinoblastoma 1

SMARCAD1 SWI/SNF-related, matrix-associated actin-dependent
regulator of chromatin, subfamily a, containing DEAD/H box

Q 1
E BLCAP bladder cancer associated protein
S8 RPRD1B regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 1B
2 H3F3B H3 histone, family 3B (H3.3B)
g KIAA1033 KIAA1033
N ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule
CADM1 cell adhesion molecule 1
MGEAS meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase)
SCN3A sodium channel, voltage-gated, type Ill, alpha subunit
CCNT2 cyclin T2
MAP3K1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1, E3
ubiquitin protein ligase
SOCS6 suppressor of cytokine signaling 6
CDON cell adhesion associated, oncogene regulated
RICTOR RPTOR independent companion of MTOR, complex 2
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BCL11B B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc finger protein)
CBL Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase

Genes blancos

CASC3 cancer susceptibility candidate 3
CBL Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase
CDC27 cell division cycle 27

2?_ MAP3K7 | mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7

N CDCA42 cell division cycle 42

e CDK6 cyclin-dependent kinase 6

'=1 CDK9 cyclin-dependent kinase 9

$8 DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3

= FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B

MAP4K4 | mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4

SPTY2D1 SPT2, Suppressor of Ty, domain containing 1 (S.
cerevisiae)

Genes blancos
CDK6 cyclin-dependent kinase 6
MAX MYC associated factor X
GSPT1 G1 to S phase transition 1
TNFRSF21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21
CAPRIN1  cell cycle associated protein 1
RAP2C RAP2C, member of RAS oncogene family
RASA1 RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1
RAP2B RAP2B, member of RAS oncogene family

§ RAP1A RAP1A, member of RAS oncogene family
o BMP6 bone morphogenetic protein 6
= BMIL BMI1 polycomb ring finger oncogene
E WRNIP1 Werner helicase interacting protein 1
S MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14
MTSS1 metastasis suppressor 1
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
RAPH1 Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology
domains 1

SUGT1 SGT1, suppressor of G2 allele of SKP1 (S. cerevisiae)
CDK5R1 cyclin-dependent kinase 5, regulatory subunit 1 (p35)
CCND2 cyclin D2

TP53INP1 | tumor protein p53 inducible nuclear protein 1

TPD52 tumor protein D52
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TRIAP1 TP53 regulated inhibitor of apoptosis 1
XRRA1 X-ray radiation resistance associated 1
PTEN phosphatase and tensin homolog

hsa-miR-324-5p
Genes blancos
FANCA Fanconi anemia, complementation group A

Genes blancos
RASAL2  RAS protein activator like 2
SET SET nuclear oncogene
MAP2K4  mitogen-activated protein kinase kinase 4
MAP4K3 | mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3
MORF4L2 mortality factor 4 like 2
NKTR natural killer-tumor recognition sequence

hsa-miR-376¢-3p

Genes blancos

TP53INP1  tumor protein p53 inducible nuclear protein 1
GADD45A | growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
TNFRSF1B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B

TP63 tumor protein p63
ST18 suppression of tumorigenicity 18 (breast carcinoma) (zinc
finger protein)
RAB5B RAB5B, member RAS oncogene family
RAB5A RAB5A, member RAS oncogene family
BMPR2 bone morphogenetic protein receptor, type Il
(serine/threonine kinase)
MYB v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog
=5 MET met proto-oncogene
g‘ MAP3K9 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 9
> MAP3K12 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12
2 MAF v-maf avian musculoaponeurotic fiborosarcoma oncogene
£ homolog
&
=

TNF tumor necrosis factor

SOCSS5 suppressor of cytokine signaling 5

MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1

RASA1 RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1
PAKG6 p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 6

BMP6 bone morphogenetic protein 6

PRKAA2 protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic subunit
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hsa-miR-576-3p

hsa-miR-584-5p

CDKL2
WEE1
SOCS6

ADAMTSL3
ARHGAP15
CBX1
CCNT2
CCPG1
CDKS8
CHCHD3
CHSY1
COL1A2
CREBBP
CSNK1A1L
CTGF
DEK
DIDO1
FNDC3A
FNDC4
FOS
HS2ST1
MAP2K4
RAP2B
SMARCD2

TPD52
XPO5
ZYG11B

CAPRIN1
COL1A2
GADDA45A
RABS5A
RAP2A
RAP2B

cyclin-dependent kinase-like 2 (CDC2-related kinase)
WEE1 G2 checkpoint kinase
suppressor of cytokine signaling 6

Genes blancos
ADAMTS-like 3

Rho GTPase activating protein 15

chromobox homolog 1

cyclin T2

cell cycle progression 1

cyclin-dependent kinase 8
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 3
chondroitin sulfate synthase 1

collagen, type I, alpha 2

CREB binding protein

casein kinase 1, alpha 1-like

connective tissue growth factor

DEK oncogene

death inducer-obliterator 1

fibronectin type 11l domain containing 3A
fibronectin type Il domain containing 4

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1
mitogen-activated protein kinase kinase 4

RAP2B, member of RAS oncogene family

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily d, member 2
tumor protein D52

exportin 5
zyg-11 family member B, cell cycle regulator

Genes blancos
cell cycle associated protein 1

collagen, type I, alpha 2

growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
RAB5A, member RAS oncogene family

RAP2A, member of RAS oncogene family
RAP2B, member of RAS oncogene family
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Genes blancos

BLM Bloom syndrome, RecQ helicase-like
5 DEK DEK oncogene
Q MAP3K7 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
i MAX MYC associated factor X
= RCOR1 REST corepressor 1
+p RCOR3 REST corepressor 3
4 SMARCAD1 SWI/SNF-related, matrix-associated actin-dependent

regulator of chromatin, subfamily a, containing DEAD/H box
1

Genes blancos

ACIN1 apoptotic chromatin condensation inducer 1
BMP1 bone morphogenetic protein 1

BMPR2 bone morphogenetic protein receptor, type Il
(serine/threonine kinase)
CCND3 cyclin D3

CDC14A  cell division cycle 14A

HIC2 hypermethylated in cancer 2

MAP3K2  mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2
RAP2A RAP2A, member of RAS oncogene family
UVRAG UV radiation resistance associated

hsa-miR-642a-5p

Genes blancos

ATMIN ATM interactor
BCAS1 breast carcinoma amplified sequence 1
BMPR2 bone morphogenetic protein receptor, type Il
(serine/threonine kinase)
= CASC4 cancer susceptibility candidate 4
g CBL Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase
2 CCND1 cyclin D1
el CCNE2 cyclin E2
I=8 CCPG1 cell cycle progression 1
#8 CDC42 cell division cycle 42
<

CDKN1C cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)
CDKN2AIP CDKNZ2A interacting protein

GAS1 growth arrest-specific 1

GAS7 growth arrest-specific 7

MAFB v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog B
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MAP2K4
MAP4K3
MAP4K4
MAPK9
RAB10
RAB11A
RAB2A
RAB3GAP1
RAB3GAP2
RAB5A
RABS5B
SOCS6
TP53INP1

mitogen-activated protein kinase kinase 4
mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3
mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4
mitogen-activated protein kinase 9

RAB10, member RAS oncogene family

RAB11A, member RAS oncogene family

RAB2A, member RAS oncogene family

RAB3 GTPase activating protein subunit 1 (catalytic)
RAB3 GTPase activating protein subunit 2 (non-catalytic)
RAB5A, member RAS oncogene family

RAB5B, member RAS oncogene family

suppressor of cytokine signaling 6

tumor protein p53 inducible nuclear protein 1
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Recursos materiales

Este protocolo forma parte de un proyecto mayor, que cuenta con financiamiento
del Fondo Sectorial para Instituciones de Seguridad Social (FOSISS) CONACYT
namero 261525, convocatoria S0008-2015-2 y el monto otorgado es $ 550,000.

Aspectos éticos y de bioseguridad

Este proyecto forma parte de una investigacién mayor, el cual fue aprobado a los
Comités de Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Rehabilitacion, Luis

Guillermo Ibarra Ibarra.

Este proyecto es de riesgo minimo
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@ Instituto Nacional
SA LUD ) de Rehabilitacion
SECRETARIA DE SALUD ¥ ?I [Rl Luis Guillermo Ibarra Ibarra

Carta de Consentimiento Informado (Pacientes mayores de 18 afios)

Fecha Numero de registro

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre (s) Sexo

Carta de consentimiento informado para la participacion voluntaria en el proyecto de
investigacion médica titulado: “Identificacion de miRNAs como marcadores biol6gicos
para la respuesta al tratamiento y/o desarrollo de metastasis en tumores 6seos”, que se
realizara en el servicio de Genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis
Guillermo Ibarra Ibarra”.

Justificacion del estudio:

El osteosarcoma de alto grado tiene una tasa de sobrevida a 5 afios del 70% y no ha sido
posible mejorarla en los ultimos 20 afios. Esto se debe, en gran medida, a la capacidad
que tiene el tumor de generar metastasis rapidamente, es decir propagarse a través de
la sangre a otras partes del cuerpo, y a que en un numero considerable de casos los
medicamentos administrados no tienen el efecto deseado, porque el tumor es resistente
a su accion. Los estudios de laboratorio con los que se cuenta actualmente para manejar
estos dos aspectos del comportamiento del tumor son limitados, y no han logrado mejorar
la sobrevida. El manejo de los pacientes representa actualmente una gran inversion de
recursos humanos y econémicos para el sistema de salud. Se sabe que cuando existen
algunas enfermedades el cuerpo produce sustancias o elementos que pueden ser
detectadas en liquidos corporales, como la sangre o la orina, estas sustancias pueden
ser Utiles para diagnosticar la enfermedad o conocer la etapa en la que se encuentra.
Estas sustancias son llamadas marcadores biolégicos por su capacidad de relacionarse
a una enfermedad. Es necesario descubrir nuevos marcadores bioldgicos que puedan
asociarse con la respuesta al tratamiento, o a la presencia de metastasis en los pacientes
con osteosarcoma. La evidencia actual sugiere que los miRNAs (elementos generados
por el cuerpo bajo condiciones normales o de enfermedad que pueden ser liberadas a la
sangre) tienen el potencial de ser utilizados como marcadores biol6gicos. Ademas, son
elementos que pueden obtenerse por metodos de minima invasion, como una extraccion
de sangre. La magnitud de este estudio es que puede ayudar a desarrollar nuevas
herramientas podrian tener un efecto positivo en la calidad de vida de los pacientes y
contribuirian a mejorar la tasa de sobrevida. También se lograria un mejor uso de los
recursos humanos y econdémicos destinados al tratamiento de estos pacientes. Ademas
de ser utiles como biomarcadores, estos elementos nos pueden ayudar a comprender
mejor el comportamiento del tumor, lo cual puede sentar las bases para nuevas
estrategias de tratamiento.
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SECRETARIA DE SALUD ¥ ?I [Rl Luis Guillermo Ibarra Ibarra

Consentimiento:

Se le invita a participar de manera completamente voluntaria en el proyecto de
investigacion a cargo del Dr. Alberto Hidalgo Bravo, investigador del Instituto Nacional de
Rehabilitacion (INR) adscrito al servicio de genética. El objetivo de la investigacion es
encontrar factores utiles como herramienta de diagndstico para la conocer el desarrollo
de metastasis y respuesta al tratamiento en pacientes con osteosarcoma.

Su participacién consiste en lo siguiente: durante la cirugia programada para el
tratamiento del tumor, se tomara una muestra de tejido proveniente del tumor y otra
muestra de tejido sano de la region adyacente al tumor. La toma de tejido sera solo en
una ocasion y no implica un riesgo extra durante el procedimiento quirargico. Ademas,
entre 12 y 24 horas antes de la cirugia se realizara una toma de muestra de sangre
venosa (20 mililitros), con el propésito de obtener el suero de la sangre periférica, para
posteriormente extraer el RNA. La toma de la muestra de sangre puede ser incomoda y
en ocasiones puede resultar en un pequefio moretdn en el sitio de puncioén y en raras
ocasiones, puede ocurrir una infeccion. La muestra de sangre se tomara sélo en una
ocasion. Aunque no se le soliciten nuevas muestras, los médicos que participan en la
investigaciéon dardn seguimiento a la evolucion de su enfermedad para conocer la
respuesta a su tratamiento, o saber si hubo desarrollo de metastasis. Este seguimiento
se hara consultando su expediente clinico y hasta que usted sea dado de alta.

El tratamiento que usted reciba o tenga programado en esta Institucion no se vera
modificado en ningan sentido si usted decide no participar en la investigacion. También
le informamos que los procedimientos que se realicen para este estudio no le generaran
ningun costo extra. Debido a que este estudio no implica procedimientos extras, a los ya
programados para su manejo, no se ofrece un tratamiento médico o indemnizacién por
dafos derivados de su participacion en este estudio.

Su confidencialidad sera protegida dentro de la ley y sera mantenida por asignacion de
un codigo de numeros para toda su informacién. La clave de este cédigo sera bloqueado
y solo algunos miembros autorizados del equipo de investigacion tendra acceso al codigo
de identificacion.

Usted no recibird ningan tipo de remuneracion por su participacion en el estudio. Los
diferentes resultados de los analisis moleculares podran ser publicados de manera
anonima en revistas de difusién cientifica y que de momento no tienen utilidad en la
asistencia médica. Los resultados de esta investigacion pueden no representar un
beneficio inmediato para el manejo de su enfermedad, sin embargo, es posible que sirvan
como base para el desarrollo de futuros métodos de diagndstico y/o seguimiento para
personas con la misma condiciéon médica. Si usted desea conocer los resultados de la
investigacion puede consultarlos con el investigador responsable.
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SA LUD ) de Rehabilitacion

SECRETARIA DE SALUD INR Luis Guillermo Ibarra Ibarra
LLGII

Confirmé que se me ha explicado en detalle en que consiste el estudio y que he tenido
tiempo de aclarar mis dudas acerca del mismo. Se me han explicado los riesgos de la
participacion en el estudio y que solo el personal involucrado en el estudio tendra acceso
a mis datos personales y a las muestras que sean colectadas,

Al firmar esta carta de consentimiento acepto de participar voluntariamente y comprendo
que por mi participacién no recibiré beneficio econdmico ni de ningun otro tipo y se me
ha informado que puedo declinar la invitacion a participar en cualquier momento y esto
no afectara la calidad de atencion que recibo en el instituto.

Si usted tiene algun problema, pregunta, duda y aclaracion o reclamacion acerca de la
investigacién, no dude en ponerse en contacto con el Dr. Alberto Hidalgo Bravo del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (tel. 59991000 ext. 19405. En caso de duda sobre
sus derechos, el participante puede consultar al Comité de Etica en Investigacion del INR,
teléfono 59991000 ext. 18342.

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Domicilio

Teléfono (s)

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el participante del estudio Relacion con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra
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@ Instituto Nacional

SALUD ) de Rehabilitacion

SECRETARIA DE SALUD 2 INR Luis Guillermo Ibarra Ibarra
LLGII

Consentimiento pararesguardo de muestras y uso en futuros estudios

Se propone que las muestras colectadas formen parte de un banco de muestras
resguardado en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. Estas muestras podran ser
utilizadas por los investigadores involucrados en el proyecto, en futuros estudios que
persigan una meta en comuan al presente estudio.

Acepto que las muestras queden bajo resguardo de los investigadores involucrados en
el presente proyecto y sean utilizadas en estudios con objetivos comunes al presente
estudio. Se me ha explicado que en caso de no acceder al resguardo de las muestras
estas no podran ser utilizadas en nuevos estudios y serdn destruidas al concluir el
presente estudio.

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el participante del estudio Relacion con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de
muestra

Este documento se genera por duplicado, uno se conserva en el expediente de la
investigacion y el otro se entrega al participante.
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@ Instituto Nacional
SA LUD ) de Rehabilitacion
SECRETARIA DE SALUD ¥ ?I [Rl Luis Guillermo Ibarra Ibarra

Carta de Consentimiento Informado (Pacientes menores de 18 afios)

Fecha NuUmero de registro

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre (s) Sexo

Carta de consentimiento informado para la participacion voluntaria en el proyecto de
investigacion médica titulado: “Identificacion de miRNAs como marcadores bioldgicos
para la respuesta al tratamiento y/o desarrollo de metastasis en tumores 6seos”, que se
realizara en el servicio de Genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis
Guillermo Ibarra Ibarra”.

Justificacién del estudio:

El osteosarcoma de alto grado tiene una tasa de sobrevida a 5 afios del 70% y no ha sido
posible mejorarla en los ultimos 20 afios. Esto se debe, en gran medida, a la capacidad
que tiene el tumor de generar metastasis rapidamente, es decir propagarse a través de
la sangre a otras partes del cuerpo, y a que en un nimero considerable de casos los
medicamentos administrados no tienen el efecto deseado, porgque el tumor es resistente
a su accion. Los estudios de laboratorio con los que se cuenta actualmente para manejar
estos dos aspectos del comportamiento del tumor son limitados, y no han logrado mejorar
la sobrevida. EI manejo de los pacientes representa actualmente una gran inversion de
recursos humanos y econémicos para el sistema de salud. Se sabe que cuando existen
algunas enfermedades el cuerpo produce sustancias o elementos que pueden ser
detectadas en liquidos corporales, como la sangre o la orina, estas sustancias pueden
ser Utiles para diagnosticar la enfermedad o conocer la etapa en la que se encuentra.
Estas sustancias son llamadas marcadores biolégicos por su capacidad de relacionarse
a una enfermedad. Es necesario descubrir nuevos marcadores bioldgicos que puedan
asociarse con la respuesta al tratamiento, o a la presencia de metastasis en los pacientes
con osteosarcoma. La evidencia actual sugiere que los miRNAs (elementos generados
por el cuerpo bajo condiciones normales o de enfermedad que pueden ser liberadas a la
sangre) tienen el potencial de ser utilizados como marcadores bioldgicos. Ademas, son
elementos que pueden obtenerse por métodos de minima invasion, como una extraccion
de sangre. La magnitud de este estudio es que puede ayudar a desarrollar nuevas
herramientas podrian tener un efecto positivo en la calidad de vida de los pacientes y
contribuirian a mejorar la tasa de sobrevida. También se lograria un mejor uso de los
recursos humanos y econdmicos destinados al tratamiento de estos pacientes. Ademas
de ser utiles como biomarcadores, estos elementos nos pueden ayudar a comprender
mejor el comportamiento del tumor, lo cual puede sentar las bases para nuevas
estrategias de tratamiento.
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Consentimiento:

Se invita a su hijo a participar de manera completamente voluntaria en el proyecto de
investigacion a cargo del Dr. Alberto Hidalgo Bravo, investigador del Instituto Nacional de
Rehabilitacion (INR) adscrito al servicio de genética. El objetivo de la investigacion es
encontrar factores Gtiles como herramienta de diagndéstico para la conocer el desarrollo
de metéstasis y respuesta al tratamiento en pacientes con osteosarcoma.

La participacion de su hijo consiste en lo siguiente: durante la cirugia programada para el
tratamiento del tumor, se tomara una muestra de tejido proveniente del tumor y otra
muestra de tejido sano de la regién adyacente al tumor. La toma de tejido serd sélo en
una ocasion y no implica un riesgo extra durante el procedimiento quirdrgico. Ademas,
entre 12 y 24 horas antes de la cirugia se realizar4 una toma de muestra de sangre
venosa (20 mililitros), con el propdsito de obtener el suero de la sangre periférica, para
posteriormente extraer el RNA. La toma de la muestra de sangre puede ser incomoda y
en ocasiones puede resultar en un pequefio moretén en el sitio de puncion y en raras
ocasiones, puede ocurrir una infeccién. La muestra de sangre se tomara solo en una
ocasion. Las muestras colectadas formaran parte de un banco de muestras resguardado
en el Instituto Nacional de Rehabilitacibn y que podran ser utilizadas por los
investigadores involucrados en el proyecto, en futuros estudios que persigan una meta
en comun al presente estudio. Aungque no se le soliciten nuevas muestras, los médicos
gue participan en la investigacion daran seguimiento a la evolucion de la enfermedad de
su hijo para conocer la respuesta a su tratamiento, o saber si hubo desarrollo de
metastasis. Este seguimiento se hara consultando el expediente clinico y hasta que su
hijo sea dado de alta.

El tratamiento que su hijo reciba o tenga programado en esta Institucion no se vera
modificado en ningun sentido si usted decide no que él no participe en la investigacion.
También le informamos que los procedimientos que se realicen para este estudio no le
generaran ningun costo extra. Debido a que este estudio no implica procedimientos
extras, a los ya programados para el manejo de su hijo, no se ofrece un tratamiento
médico o indemnizacién por dafios derivados de su participacion en este estudio.

La confidencialidad de su hijo sera protegida dentro de la ley y sera mantenida por
asignacion de un codigo de numeros para toda su informacion. La clave de este codigo
sera blogueado y sélo algunos miembros autorizados del equipo de investigacion tendra
acceso al cédigo de identificacion.

Su hijo no recibira ningun tipo de remuneracion por su participacion en el estudio. Los
diferentes resultados de los analisis moleculares podran ser publicados de manera
anonima en revistas de difusion cientifica y que de momento no tienen utilidad en la
asistencia médica. Los resultados de esta investigacion pueden no representar un
beneficio inmediato para el manejo de la enfermedad, sin embargo, es posible que sirvan
como base para el desarrollo de futuros métodos de diagndstico y/o seguimiento para
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SECRETARIA DE SALUD

personas con la misma condicion médica. Si usted desea conocer los resultados de la
investigacion puede consultarlos con el investigador responsable.

Confirmé que se me ha explicado en detalle en que consiste el estudio y la participacion
de mi hijo, y que he tenido tiempo de aclarar mis dudas acerca del mismo. Se me han
explicado los riesgos de la participacion de mi hijo en el estudio y que sélo el personal
involucrado en el estudio tendra acceso a los datos personales y a las muestras que sean
colectadas.

Al firmar esta carta de consentimiento acepto que mi hijo participe voluntariamente y
comprendo que por su participacion no recibiremos beneficio econémico ni de ningan otro
tipo. Se me ha informado que puedo declinar la invitacion a que mi hijo participe en
cualguier momento y esto no afectard la calidad de atencion que reciba en el instituto.

Si usted tiene algun problema, pregunta, duda y aclaracion o reclamacién acerca de la
investigacion, no dude en ponerse en contacto con el Dr. Alberto Hidalgo Bravo del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (tel. 59991000 ext. 19405. En caso de duda sobre
sus derechos, el participante puede consultar al Comité de Etica en Investigacion del INR,
teléfono 59991000 ext. 18342.

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Domicilio:

Teléfono (s)

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el participante del estudio Relacion con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra
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Consentimiento pararesguardo de muestras y uso en futuros estudios

Se propone que las muestras colectadas formen parte de un banco de muestras
resguardado en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. Estas muestras podran ser
utilizadas por los investigadores involucrados en el proyecto, en futuros estudios que
persigan una meta en comun al presente estudio.

Acepto que las muestras de mi hijo queden bajo resguardo de los investigadores
involucrados en el presente proyecto y sean utilizadas en estudios con objetivos comunes
al presente estudio. Se me ha explicado que en caso de no acceder al resguardo de las
muestras estas no podran ser utilizadas en nuevos estudios y seran destruidas al concluir
el presente estudio.

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el participante del estudio Relacion con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra

Este documento se genera por duplicado, uno se conserva en el expediente de la
investigacion y el otro se entrega al participante.
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¥ ?I [Rl Luis Guillermo Ibarra Ibarra

SECRETARIA DE SALUD

Carta de Consentimiento Informado (Controles mayores de 18 afios)

Fecha Numero de registro

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre (Ss) Sexo

Carta de consentimiento informado para la participacion voluntaria como individuo control
en el proyecto de investigacibn meédica titulado: “ldentificacion de miRNAs como
marcadores bioldgicos para la respuesta al tratamiento y/o desarrollo de metastasis en
tumores 6seos”, que se realizara en el servicio de Genética del Instituto Nacional de
Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”.

Justificacion del estudio:

El osteosarcoma de alto grado tiene una tasa de sobrevida a 5 afios del 70% y no ha sido
posible mejorarla en los ultimos 20 afios. Esto se debe, en gran medida, a la capacidad
que tiene el tumor de generar metastasis rapidamente, es decir propagarse a través de
la sangre a otras partes del cuerpo, y a que en un nimero considerable de casos los
medicamentos administrados no tienen el efecto deseado, porque el tumor es resistente
a su accion. Los estudios de laboratorio con los que se cuenta actualmente para manejar
estos dos aspectos del comportamiento del tumor son limitados, y no han logrado mejorar
la sobrevida. El manejo de los pacientes representa actualmente una gran inversion de
recursos humanos y econémicos para el sistema de salud. Se sabe que cuando existen
algunas enfermedades el cuerpo produce sustancias o elementos que pueden ser
detectadas en liquidos corporales, como la sangre o la orina, estas sustancias pueden
ser Utiles para diagnosticar la enfermedad o conocer la etapa en la que se encuentra.
Estas sustancias son llamadas marcadores biol6gicos por su capacidad de relacionarse
a una enfermedad. Es necesario descubrir nuevos marcadores bioldgicos que puedan
asociarse con la respuesta al tratamiento, o a la presencia de metastasis en los pacientes
con osteosarcoma. La evidencia actual sugiere que los miRNAs (elementos generados
por el cuerpo bajo condiciones normales o de enfermedad que pueden ser liberadas a la
sangre) tienen el potencial de ser utilizados como marcadores bioldgicos. Ademas, son
elementos que pueden obtenerse por métodos de minima invasion, como una extraccion
de sangre. La magnitud de este estudio es que puede ayudar a desarrollar nuevas
herramientas podrian tener un efecto positivo en la calidad de vida de los pacientes y
contribuirian a mejorar la tasa de sobrevida. También se lograria un mejor uso de los
recursos humanos y econdmicos destinados al tratamiento de estos pacientes. Ademas
de ser utiles como biomarcadores, estos elementos nos pueden ayudar a comprender
mejor el comportamiento del tumor, lo cual puede sentar las bases para nuevas
estrategias de tratamiento.
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Consentimiento:

Se le invita a participar de manera completamente voluntaria como individuo control en
el proyecto de investigaciéon a cargo del Dr. Alberto Hidalgo Bravo, investigador del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) adscrito al servicio de genética. El objetivo de
la investigacién es encontrar factores utiles como herramienta de diagnéstico para la
conocer el desarrollo de metastasis y respuesta al tratamiento en pacientes con
osteosarcoma.

Su participacion consiste en lo siguiente: se realizar4 una toma de muestra de sangre
venosa (20 mililitros), con el propdsito de obtener el suero de la sangre periférica, para
posteriormente extraer el RNA. La toma de la muestra de sangre puede ser incomoda y
en ocasiones puede resultar en un pequefio moretén en el sitio de puncién y en raras
ocasiones, puede ocurrir una infeccion. La muestra de sangre se tomara solo en una
ocasion.

Su confidencialidad ser& protegida dentro de la ley y sera mantenida por asignacion de
un cédigo de numeros para toda su informacion. La clave de este codigo sera bloqueado
y solo algunos miembros autorizados del equipo de investigacion tendra acceso al codigo
de identificacion.

Usted no recibira ningan tipo de remuneracién por su participacion en el estudio. Los
diferentes resultados de los analisis moleculares podran ser publicados de manera
anonima en revistas de difusion cientifica y que de momento no tienen utilidad en la
asistencia médica. Los resultados de esta investigacion pueden no representar un
beneficio inmediato para el manejo de la enfermedad, sin embargo, es posible que sirvan
como base para el desarrollo de futuros métodos de diagndstico y/o seguimiento para
personas con esta condicion médica. Si usted desea conocer los resultados de la
investigacién puede consultarlos con el investigador responsable.

Confirmé que se me ha explicado en detalle en que consiste el estudio y que he tenido
tiempo de aclarar mis dudas acerca del mismo. Se me han explicado los riesgos de la
participacion en el estudio y que soélo el personal involucrado en el estudio tendra acceso
a mis datos personales y a las muestras que sean colectadas,

Al firmar esta carta de consentimiento acepto de participar voluntariamente y comprendo
gue por mi participacién no recibiré beneficio econémico ni de ningun otro tipo y se me
ha informado que puedo declinar la invitacion a participar en cualquier momento.

Si usted tiene algun problema, pregunta, duda y aclaracion o reclamacion acerca de la
investigacién, no dude en ponerse en contacto con el Dr. Alberto Hidalgo Bravo del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (tel. 59991000 ext. 19405. En caso de duda sobre
sus derechos, el participante puede consultar al Comité de Etica en Investigacion del INR,
teléfono 59991000 ext. 18342.

86



£ @ Instituto Nacional
SALUD ) de Rehabilitacion
SECRETARIA DE SALUD } 2 INR Luis Guillermo Ibarra Ibarra
LLGII

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Domicilio

Teléfono (s)

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el participante del estudio Relacion con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra
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Consentimiento pararesguardo de muestras y uso en futuros estudios

Se propone que las muestras colectadas formen parte de un banco de muestras
resguardado en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. Estas muestras podran ser
utilizadas por los investigadores involucrados en el proyecto, en futuros estudios que
persigan una meta en comun al presente estudio.

Acepto que las muestras queden bajo resguardo de los investigadores involucrados en
el presente proyecto y sean utilizadas en estudios con objetivos comunes al presente
estudio. Se me ha explicado que en caso de no acceder al resguardo de las muestras
estas no podran ser utilizadas en nuevos estudios y seran destruidas al concluir el
presente estudio.

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el participante del estudio Relacion con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra

Este documento se genera por duplicado, uno se conserva en el expediente de la
investigacion y el otro se entrega al participante.
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Carta de Consentimiento Informado (Controles menores de 18 afios)

Fecha Numero de registro

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre (Ss) Sexo

Carta de consentimiento informado para la participacion voluntaria como individuo control
en el proyecto de investigacion médica titulado: “ldentificacion de miRNAs como
marcadores bioldgicos para la respuesta al tratamiento y/o desarrollo de metastasis en
tumores 6seos”, que se realizara en el servicio de Genética del Instituto Nacional de
Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”.

Justificacion del estudio:

El osteosarcoma de alto grado tiene una tasa de sobrevida a 5 afios del 70% y no ha sido
posible mejorarla en los ultimos 20 afios. Esto se debe, en gran medida, a la capacidad
que tiene el tumor de generar metastasis rapidamente, es decir propagarse a través de
la sangre a otras partes del cuerpo, y a que en un nimero considerable de casos los
medicamentos administrados no tienen el efecto deseado, porque el tumor es resistente
a su accion. Los estudios de laboratorio con los que se cuenta actualmente para manejar
estos dos aspectos del comportamiento del tumor son limitados, y no han logrado mejorar
la sobrevida. EI manejo de los pacientes representa actualmente una gran inversion de
recursos humanos y econémicos para el sistema de salud. Se sabe que cuando existen
algunas enfermedades el cuerpo produce sustancias o elementos que pueden ser
detectadas en liquidos corporales, como la sangre o la orina, estas sustancias pueden
ser Utiles para diagnosticar la enfermedad o conocer la etapa en la que se encuentra.
Estas sustancias son llamadas marcadores biol6gicos por su capacidad de relacionarse
a una enfermedad. Es necesario descubrir nuevos marcadores bioldgicos que puedan
asociarse con la respuesta al tratamiento, o a la presencia de metastasis en los pacientes
con osteosarcoma. La evidencia actual sugiere que los miRNAs (elementos generados
por el cuerpo bajo condiciones normales o de enfermedad que pueden ser liberadas a la
sangre) tienen el potencial de ser utilizados como marcadores bioldgicos. Ademas, son
elementos que pueden obtenerse por métodos de minima invasion, como una extraccion
de sangre. La magnitud de este estudio es que puede ayudar a desarrollar nuevas
herramientas podrian tener un efecto positivo en la calidad de vida de los pacientes y
contribuirian a mejorar la tasa de sobrevida. También se lograria un mejor uso de los
recursos humanos y econdmicos destinados al tratamiento de estos pacientes. Ademas
de ser utiles como biomarcadores, estos elementos nos pueden ayudar a comprender
mejor el comportamiento del tumor, lo cual puede sentar las bases para nuevas
estrategias de tratamiento.
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Consentimiento:

Se invita a su hijo a participar de manera completamente voluntaria como individuo control
en el proyecto de investigacion a cargo del Dr. Alberto Hidalgo Bravo, investigador del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) adscrito al servicio de genética. El objetivo de
la investigacion es encontrar factores utiles como herramienta de diagndstico para la
conocer el desarrollo de metastasis y respuesta al tratamiento en pacientes con
osteosarcoma.

La participacion de su hijo consiste en lo siguiente: se realizara una toma de muestra de
sangre venosa (20 mililitros), con el propésito de obtener el suero de la sangre periférica,
para posteriormente extraer el RNA. La toma de la muestra de sangre puede ser
incébmoda y en ocasiones puede resultar en un pequefio moreton en el sitio de puncién y
en raras ocasiones, puede ocurrir una infeccién. La muestra de sangre se tomara solo en
una ocasion. Las muestras colectadas formaran parte de un banco de muestras
resguardado en el Instituto Nacional de Rehabilitacién y que podran ser utilizadas por los
investigadores involucrados en el proyecto, en futuros estudios que persigan una meta
en comun al presente estudio.

La confidencialidad de su hijo sera protegida dentro de la ley y sera mantenida por
asignacion de un cédigo de nameros para toda su informacion. La clave de este codigo
sera blogueado y sélo algunos miembros autorizados del equipo de investigacion tendra
acceso al cédigo de identificacion.

Su hijo no recibird ningun tipo de remuneracion por su participacion en el estudio. Los
diferentes resultados de los analisis moleculares podran ser publicados de manera
anonima en revistas de difusion cientifica y que de momento no tienen utilidad en la
asistencia médica. Los resultados de esta investigacidon pueden no representar un
beneficio inmediato para el manejo de esta enfermedad, sin embargo, es posible que
sirvan como base para el desarrollo de futuros métodos de diagndstico y/o seguimiento
para personas con esta misma condicion médica. Si usted desea conocer los resultados
de la investigacién puede consultarlos con el investigador responsable.

Confirmé que se me ha explicado en detalle en que consiste el estudio y la participacion
de mi hijo como individuo control, y que he tenido tiempo de aclarar mis dudas acerca del
mismo. Se me han explicado los riesgos de la participacion de mi hijo en el estudio y que
so6lo el personal involucrado en el estudio tendra acceso a los datos personales y a las
muestras que sean colectadas.

Al firmar esta carta de consentimiento acepto que mi hijo participe voluntariamente y
comprendo que por su participacion no recibiremos beneficio econdmico ni de ningan otro
tipo. Se me ha informado que puedo declinar la invitacion a que mi hijo participe en
cualguier momento y esto no afectara la calidad de atencion que reciba en el instituto.
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Si usted tiene algun problema, pregunta, duda y aclaracion o reclamacion acerca de la
investigacion, no dude en ponerse en contacto con el Dr. Alberto Hidalgo Bravo del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (tel. 59991000 ext. 19405. En caso de duda sobre
sus derechos, el participante puede consultar al Comité de Etica en Investigacion del INR,
teléfono 59991000 ext. 18342.

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Domicilio

Teléfono (s)

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacién con el participante del estudio Relacién con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra
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Consentimiento pararesguardo de muestras y uso en futuros estudios

Se propone que las muestras colectadas formen parte de un banco de muestras
resguardado en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. Estas muestras podran ser
utilizadas por los investigadores involucrados en el proyecto, en futuros estudios que
persigan una meta en comuan al presente estudio.

Acepto que las muestras de mi hijo queden bajo resguardo de los investigadores
involucrados en el presente proyecto y sean utilizadas en estudios con objetivos comunes
al presente estudio. Se me ha explicado que en caso de no acceder al resguardo de las
muestras estas no podran ser utilizadas en nuevos estudios y seran destruidas al concluir
el presente estudio.

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del representante legal:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el participante del estudio Relacion con el participante del estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra

Este documento se genera por duplicado, uno se conserva en el expediente de la
investigacién y el otro se entrega al participante.
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