UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION LGl
CIENCIAS MEDICAS

DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA DE p53, p63, RANKL, IHH y CTSK
EN TEJIDO TUMORAL Y SANO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
TUMOR DE CELULAS GIGANTES OSEO

T E S I S

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA:
ERENDIRA GEORGINA ESTRADA VILLASENOR

TUTOR: Dr. Alberto Hidalgo Bravo
Instituto Nacional de Rehabilitacién LGlI
Comité Tutorial: Dra. Margarita Valdés Flores. INR LGlI

Dr. Antonio Miranda Duarte. INR LGII
Dra. Verdénica Moran Barroso. HIMFG

Cd. Mx septiembre 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TUTOR

Vo. Bo. DR. ALBERTO HIDALGO BRAVO

RESPONSABLE DE LA ENTIDAD ACADEMICA
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS UNAM

Vo. Bo. DRA. MARGARITA VALDES FLORES

ALUMNA

ERENDIRA GEORGINA ESTRADA VILLASENOR






Indice

1. INTRODUCCION ....coueiiiieiiiieiseieistieiseee st 1
CaracteristiCas ClINICAS: ....cooiiiieree et s 1
(07T = Tot =T 1 dToF [ g 11 o] (o= oF 13 TSR RRPNS 1
(@e]pa] o] a e=Taa V[T 0} ol o1 o] Loy ={ Tole FAu SRR 2
TratamiENTO . ..o 3
Clasificacion radioldgica de 10S TCG .......uiiiiiciiieeiiiiieccreee ettt e e etree e s e e s sbee e e s sbeeeessbeeeesssreaeassnns 3
Gradificacidn histoldgica de 105 TCG ......uiiiiiciiiiiiiiie ettt e e s e e s sbee e e s sreeeessreeeeseans 3
Expresidn génica en los tumores de Células giZantes: ......cccccvevecieiiiriiie e 4

411G PPNt 4
672 XC PPNt 7
CTSK ottt e e bbb e a et a bt b e b e a et ne e 11
RANKL ...ttt e e st e e e s s a e et e e e s s e a e e e e e e s s nnne 13
THH oottt e e st e e s a e e e e e e e s nnne 15

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... .ot 16

3. JUSTIFICACION: ...ttt ettt es et neeaene e 16

4, PREGUNTA DE INVESTIGACION: ..ottt 16

5. HIPOTESIS ettt 17

6. OBJETIVO GENERAL ...t 17

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS ....ooeveveveeeeteeeeteeeeteeeeee ettt ene et etene e eaenesnene s 17

8. MATERIALY METODOS........cueuiriieiriieeieiiecieiseeie s, 17
BT oo N o [N =T U T [T TSRS 17
0L TN T Yo W [ A | o T (o Ut 17
Unidades de 0bSErVaCiON: ........ccciiieiiiiee ettt 17
CRITERIOS DE INCLUSION.......cuiuiiieirieiseisieisissie ettt ettt ss st ensessnsenes 18

Y R o T a0 = e [ o] [ [ PR 18
Y N e O S T A T=T o o o Yo I =T | SR 18
Para el analisis @StadiStiCO . ..uiouiiirierereeee e e 18
CRITERIOS DE EXCLUSION: ...ttt sae et s s ae st ss s s s sesesnans 18

CRITERIOS DE ELIMINACION: <ottt asae et en s st s s s s s es s s sssesesesnans 18



Y N E IR o] g aF o LI C<Y [ o [o TP 18

Para obtencion de RNA tOTal........ei i st 18
Y e O S T A T=T o o o Yo I =T | PRSP 19
DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO......cuouiuieieiieiceeeeeeeeesieeseee e eteeeaesesesessssssssesennas 19
TAMARNO DE LA MUESTRA ....ovtititeteteieteieiesese ettt s bbb s s sess st s s s s s s s sene 19
IMIUESTREO. ...ttt ettt ettt ettt st st et e b e s bt e s bt e sae e st e e bt e bt e bt e sbeesaeeeateenbeenbeesneesanenane 20
PROCEDIMIENTOS: ...ceeieiiitiiitieietetetetetetetttetetettte ettt teeeee et ee e et et et e e e eeeeee e e e e e e ee e e e e eeesenesesenasanenenenenenenenens 21
Técnica de 1a toma de MUESTIAS: ........cocuiiiiiiiiiiieeee ettt e 21

T} (o] g aaFTol ol o Il 1o Tor- USRS UPRTOUPRTOPRTOPRO 22
Obtencion de RNA total de tejido OSEO: ....ccccuieiiieiieie ettt et e e e 22
Control de calidad del RNA .......oo ittt ettt st s saeeene e 22

2 I = O TSP PPPPT PP 23

Ol T I T=Ta T o To J =T | PR 23
CALCULO DE EXPRESION RELATIVA:....oovivieeeeeeeeeeteeeeeeeteseseesssesssenesesssssssesssesesssesssssssssesssesesenns 24
ANALISIS ESTADISTICO ...ttt 25
9. RESULTADOS : ...ttt ettt e e e e e e e e e s e e eneeeenns 26
Obtencion de muestras y caracteristicas clinicas de los pacientes:.........ccccccvveeeeciieeeccciieecccinenn, 26
Obtencion de RNA total de MUESTIas: ...cceevviiiieiieieeeerte ettt 27
O T I dT=T o 0] o Yo T =T | RPN 27
Calculo de [a eXpresion relatiVva: ... e e e e e e aaee s 27
ANALISIS @STATISTICO: .eiutieiieieei ettt ettt he e sttt s e e b e e be e s bt sae e eaeeeteeneens 28
EXPIrESION FEIATIVA..ccciiiiie ettt e et e e e et e e e e e ebte e e eebteeeeebteeeeebaaeeeastaeaseseneananes 28
10. DISCUSION: ..ottt 29
CARACTERISTICAS CLINICAS ......vuiiriertiiieieeieeiesieeie st 29
T SO ST OUSRUSUUTOPRRRURRRTSRO 29
P33t h ettt et h e e bt e eh et sa et e te e bt e eheeeht e eate e bt e bt e bt e abeeeateeteeteen 30
RANKL ...ttt ettt sttt s bt sttt et e e s bt e sbe e sat e s bt e bt e b e e s beesreeenreeneens 30
CTSK ettt st et et h e st st et b e bt e b et s ae e e et bt e e b e e bt e sat e e bt e bt e b e e beesaeeeteereens 30
THH .ottt sttt et b e s bt s he e et h e bt e s b et sa e e bt bt e b e e beesneeeteeneens 31
Dificultades para la obtencidn del RNA...........oo ittt et e e e et ee e e eearaeaeeaes 31

Limitacion@s del @STUIO.......cuuueeeii et e et e e e e e et e e e e e e e sab e s eesseseaaaaseeaaees 32



11. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO:.......ceiiiiiiiiiiiiiiccccctinii e 32

CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt et et st sb e eat et s bt e st e s bt sat et e sbeeatesbeeatebesbeeneenee 32
TRABAJO FUTURD ..ttt sttt sttt st ettt et sttt sat et s b e eat et e sbe et e s bt st e neesaeentesbeentenben 32
BIBLIOGRAFIA. .....utietieieieieieieteieieeeieie e seesse s sss s s ses s s se s s s sesesenensnees 34
A P E N D I C Bttt 41
FAN =Y o Lo [T PRSP 42
Tabla Al. Cuantificacién Relativa de p53 en Tejido con tumor y sin tumor. .........ccceecvveeenneee. 42
Tabla A2. Cuantificacién Relativa de p63 en Tejido con tumor y sin tumor. .........ccceeccvveeennnee. 43
Tabla A3. Cuantificacién Relativa de RANKL en Tejido con tumor y sin tumor. .........cccec......e. 44
Tabla A4. Cuantificacion Relativa de CTSK en Tejido con tumor y sin tumor. ........ccccccvveeeneee. 45
Tabla A5 . Cuantificacién Relativa de IHH en Tejido con tumor y sin tumor. .......cccccceeeuvvnneee. 46

Tabla A6. Expresion relativa de p53, p63, RANKL, CTSK e IHH en tejido sin tumor de células
gigantes y con tumor de Células GIZAaNTES ......cccuiiiiciiiie e e 47

FAN =Y oo Lol 2 PRSP 48

Consentimiento INFOIMATO .......ouvuieeee et ettt e e e e ettt e e e e eesasbaasessesessssans 48



DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA DE p53, p63, RANKL,
IHH y CTSK EN TEJIDO TUMORAL Y SANO DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE TUMOR DE CELULAS GIGANTES OSEO

1. INTRODUCCION

El tumor de células gigantes (TCG), descrito por primera vez en 1818 por Astley Cooper?,
es un tumor éseo primario con comportamiento bioldgico variable, cuya frecuencia es
diferente de acuerdo al pais, siendo de 5% en los Estados Unidos de América?, 20% en
Chinay la India®*y 17% en México®. Este tumor es mas frecuente en mujeres®, aunque en
algunas series se reporta una distribucién igual en cuanto a sexo’.

Caracteristicas clinicas:

El TCG afecta a personas esqueléticamente maduras, presentdandose con mayor frecuencia
en la tercera década de la vida. 80% de los casos ocurren entre los 20 y 50 aios, es decir
en poblaciéon econdmicamente activa. Los casos de TCG que se presentan antes de los 14
afos sélo ocupan el 3% y los casos que se presentan en pacientes mayores de los 50 afios
s6lo ocupan el 13% de los tumores de células gigantes (TCGs)2.

Gran parte de las lesiones se encuentran en la epifisis de los huesos largos (75-90%), con
la mayoria de los casos (50-65%) localizados alrededor de la rodilla. Las localizaciones mas
frecuentes son fémur distal, tibia proximal y radio distal®!°. EI TCG también puede afectar
huesos planos como pelvis, sacro, columna vy costillas. Los huesos de las manos y pies
pueden verse afectados aunque con mucha menor frecuencialt*2,

El TCG se puede encontrar asociado a quiste dseo aneurismatico (QOA), enfermedad de
Paget y puede ser componente de otros tumores como el condrosarcoma
desdiferenciado®'4. Cuando el TCG se asocia a QOA (15-35% de los casos) sus
caracteristicas clinicas y de imagen difieren a las del TCG convencional®®. De igual forma ,
cuando el TCG se asocia a enfermedad de Paget, presenta localizaciones poco frecuentes
como huesos faciales, pelvis, columna y craneo?®.

Caracteristicas histolégicas:

El TCG se encuentra compuesto por tres tipos de células: 1) células gigantes
multinucleadas tipo osteoclasto, 2) células estromales mononucleadas y 3) células
semejantes a monocitos. Se pueden encontrar también otros componentes como los
macréfagos espumosos y depdsito de hemosiderina (Figura 1). Las células gigantes
multinucleadas, de igual manera que los osteoclastos, son capaces de llevar a cabo la
reabsorcion 6sea y ostedlisis. Las células estromales secretan citocinas y factores de
diferenciacién, incluyendo la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP1), el factor de



diferenciacién de osteoclastos (ODF) y el factor estimulante de colonias de macréfagos
(M-CSF). Estas moléculas por quimiotaxis atraen a los monocitos, ademds de ser
indispensables para la diferenciacién de los osteoclastos!’. Con los datos que se cuenta
hasta el momento en la literatura, se sugiere que las células estromales estimulan la
migracion de los monocitos de la sangre hacia el tejido tumoral promoviendo su fusion
para formar células gigantes multinucleadas tipo osteoclasto. Las células estromales son
consideradas el componente neoplasico y las células gigantes multinucleadas junto con los
monocitos, son consideradas el componente reactivo?®.
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Figura 1: Corte histolégico de Tumor de Células Gigantes
donde se observan células estromales (flecha azul) alternando
con células gigantes multinucleadas tipo osteoclasto (flecha
negra). Tomado de Wiilling et al 17

Comportamiento bioldgico:

El TCG es considerado como una neoplasia benigna de agresividad “variable” debido a
gue, aunque puede tener una localizacion exclusivamente intramedular, también puede
extenderse y afectar a los tejidos blandos adyacentes. EI TCG puede presentar
recurrencias hasta en un 50% de los casos !°, puede presentarse acompafiado de
implantes pulmonares en un 5-10% de los casos?® 2! y también puede presentar
transformacién maligna en un 1-3% de los casos dando lugar a un tumor de células
gigantes maligno, histiocitoma fibroso maligno, fibrosarcoma u osteosarcoma??. La
transformacién maligna de los TCGs en general es secundaria a radioterapia (1% de los
casos con radioterapia) o como resultado de la desdiferenciacién de un tumor primario
con una o multiples recurrencias. La radioterapia queda reservada para los pacientes con
un tumor dificil de resecar como los de columna vertebral?®> o para aquellos que no
pueden ser operados por razones médicas, siendo aproximadamente el 3-6% de los TCGs.



En el caso de los implantes pulmonares estos pueden ser Unicos o multiples y aunque
histolégicamente  no presentan caracteristicas de malignidad, algunos estudios han
encontrado mayor expresion de p53 en comparacion con el tumor dseo primario?.

Tratamiento:

El tratamiento de los TCG es principalmente quirdrgico en sus diferentes modalidades
como reseccién en bloque, reseccion intralesional (curetaje) con injerto éseo, curetaje con
tratamiento adyuvante (alcohol, fenol),0 embolizacién arterial selectiva®>. Para aquellos
casos en los que no es posible realizar la cirugia o en los que esta se puede asociar a una
gran morbilidad, el anticuerpo monoclonal anti-RANKL (denosumab) es una nueva
opcién?.

Clasificacién radiolégica de los TCG
Campanaci clasificé a los TCG de acuerdo a sus caracteristicas radiolégicas utilizando las
denominaciones Grado |, Grado Il, Grado Il con fractura y Grado 11?7,

El tumor de grado | es intramedular, tiene bordes bien definidos y la cortical esta intacta.

El tumor de grado Il es expansivo, adelgaza la cortical, tiene bordes relativamente bien
definidos y puede presentar borde de hueso reactivo. Las lesiones de grado Il con una
fractura se clasifican por separado.

El tumor de grado lll presenta bordes mal definidos, lo que sugiere un crecimiento rapido.
El tumor se extiende hacia los tejidos blandos adyacentes y no esta limitado por una
cascara aparente de hueso reactivo.

Gradificacion histoldgica de los TCG

Basandose en el aspecto histolégico de las células estromales, la cantidad de células
gigantes multinucleadas y las mitosis, Jaffe propuso una gradificacién histolégica en los
TCG.

De acuerdo a esta clasificacién los TCG grado 1 consisten en células estromales cuyos
nucleos no presentan atipias y son semejantes a los nucleos de las células gigantes
multinucleadas. En estos tumores las células gigantes multinucleadas son abundantes. Los
TCG grado 2 son aquellos en los cuales las células estromales presentan abundantes
figuras de mitosis sin presentar atipias nucleares. En estos tumores las células gigantes
multinucleadas se presentan en menor cantidad en comparaciéon con los TCG grado 1. Los
TCG grado 3 son aquellos en los cuales las células gigantes multinucleadas se encuentran
alternando con células que presentan caracteristicas francas de sarcoma, es decir atipia
nuclear, asi como también abundantes figuras de mitosis.

Jaffe relaciond el grado histolégico de los TCG con su comportamiento clinico, de tal
manera que los TCG grado 1 consistian en lesiones benignas, limitadas al hueso, no
recidivantes. Los TCG grado 2 consistian en lesiones benignas agresivas, con extension a



tejidos blandos y alta probabilidad de recurrencia. Los TCG grado 3 consistian en tumores
malignos, con comportamiento clinico de sarcoma?®.

Sin embargo, trabajos que surgieron posteriormente informaron que el aspecto
histolégico de los TCGs no muestra relacion alguna con su agresividad local, asi como
tampoco con su capacidad metastésica o de degeneracién maligna?93031,

Debido a que al parecer el aspecto histolégico de los TCG no muestra relaciéon con su
comportamiento bioldgico, estos tumores se han estudiado también desde el punto de
vista molecular, para determinar si es posible identificar proteinas indicadoras de
prondstico y asi poder brindar mejores opciones terapéuticas.

Expresidn génica en los tumores de células gigantes:

El analisis de expresion génica mediante microarreglos ha identificado diversos genes en
los TCGs que se expresan de forma diferencial en el tejido neopldsico en comparacién con
hueso con osteoartritis y/o hueso sano. Algunos de estos genes se encuentran implicados
en el ciclo celular, crecimiento celular y apoptosis. Ademas, otros promueven un ambiente
osteoclastogénico o son expresados también por los osteoclastos?.

Entre dichos genes se encuentran p53, p63, RANKL, CTSK e IHH.

p53

La proteina p53 se descubrié en 1979 en células cancerosas transformadas por virus33.
Durante la primera década después de su descubrimiento, se considerd que la proteina
p53 estaba codificada por un protooncogén debido a su efecto sobre el crecimiento
celular y la supervivencia cuando se expresaba en lineas celulares. Ahora se sabe que esta
investigacidn inicial que describia la funcién de p53 se realizé inadvertidamente en genes
mutantes de p53 en lugar de la forma silvestre3*.

p53 es una proteina reguladora maestra que se expresa en el nucleo, donde también
ejerce su funcion. Estd implicada en diversos procesos metabdlicos celulares tales como
apoptosis, reparacion del DNA y detencidn del ciclo celular. La funcién protectora de p53
(en su forma homotetramérica) como un supresor de tumores se pierde en mas del 50%
de los canceres humanos3> -3,

La proteina p53 es un factor de transcripcion que regula la transcripcidén de genes que son
responsables de las funciones asociadas a p53: inhibicién del ciclo celular, la reparacién
del dafio en el DNA y apoptosis.

Inhibicion del ciclo celular: Cuando se produce dafio en el DNA se lleva a cabo la
detencién del ciclo celular en el punto control G1/S o G2/M mediada por p53. La
detencidn del ciclo celular en la transicién G1/S se debe a la transcripcion dependiente de
p53 del inhibidor de cinasa dependiente de ciclina p21. P21 inhibe los complejos CDK-
ciclina y evita la fosforilacion de pRB, de manera que el factor de transcripcién E2F



permanece inactivo, y se impide la progresion de la célula hacia la fase S (de sintesis del
DNA). Esta “pausa” en la progresién del ciclo celular da tiempo a reparar los dafios
producidos en el DNA.

Reparacion del daito en el DNA: Uno de los genes diana de p53 es p53R2 que
codifica para una reductasa de ribonucleétidos importante en la replicacion y reparaciéon
del DNA. p53 también interacciona directamente con la endonucleasa AP y la DNA
polimerasa que estan implicadas en la reparacidon por escision. Ademas, p53 induce a
ciertas proteinas, como GADD45 que colaboran en la reparacion del DNA. Si el dafio se
repara correctamente, p53 estimula la sintesis de MDM?2, activando su autodestruccion y
permitiendo la progresidn en el ciclo celular. Si el dafio no puede ser reparado, la célula
puede entrar en apoptosis 0 en senescencia, ambos inducidos por p53.

Activacion de la apoptosis: La activacién de la apoptosis es el ultimo mecanismo
protector, si el dano en el DNA es irreparable, para evitar la proliferacion de las células
que contienen DNA anormal. P53 activa la expresidon de genes pro-apoptosis, como BAX o
PUMA. Al parecer p53 presenta mayor afinidad por los promotores de los genes de
reparacion del DNA que por los promotores de los genes pro-apoptosis, de manera que
primero se activa la reparacién del DNA. Pero si ésta no es efectiva y p53 continla
acumuldndose, se activan los genes pro-apoptosis.

La pérdida de p53 es un factor principal del desarrollo del cancer, principalmente porque
en ausencia de este "guardian del genoma" las células no detienen su proliferacion para
reparar el DNA danado, ni promover la muerte celular programada. Como resultado, las
células acumulan mutaciones y contintan proliferando?.

El gen p53 es el gen mas comunmente mutado en el cdncer humano. La mayoria de las
alteraciones implican mutaciones sin sentido de p53, lo que resulta en la produccién de
proteinas disfuncionales. Ademas, en cdnceres en los que el gen p53 permanece intacto,
la funcion de p53 se deteriora con frecuencia. Por ejemplo, por la interferencia de
proteinas virales o por la regulacién positiva de reguladores negativos de p53, como la
ubiquitina ligasa E338,

Algunos TCGs son positivos por inmunohistoquimica para p53%°, encontrandose su
expresiéon en los nucleos ya sea de las células estromales o de las células gigantes
multinucleadas, aunque no en forma generalizada.

El primer estudio que se hizo de p53 en tumores de células gigantes, se realizd en tejido
de tumores primarios, no recidivantes, no malignos, ni metastatizantes. Los 10 casos
evaluados, no mostraron alteraciones en la estructura ni en la expresion de p53%.
Posteriormente Wu Y. et al., estudiaron p53 en 29 tumores de células gigantes primarios,
siendo el 79% de los casos positivos por inmunohistoquimica. Sin embargo, en este
estudio no se encontré asociacién entre la presencia de p53 y ciertas caracteristicas



clinicas (edad, sexo y localizacién), e histoldgicas de estos tumores (cantidad de células
gigantes, actividad mitdtica y anaplasia)*!.

En 1998 Masui F. et al., estudiaron la expresiéon de p53 por inmunohistoquimica en 47
tumores de células gigantes y encontraron su expresion en sélo 6 de estos tumores. Es
preciso sefalar que sélo los tumores que fueron positivos para p53 mostraron recurrencia
y/o metastasis pulmonares*2,

En referencia a los tumores de células gigantes malignos secundarios a recidivas, sin
antecedente de radioterapia, en el 2001 se reportaron mutaciones en p53 y su positividad
por inmunohistoquimica en uno de dos casos*3, con ausencia de alteraciones en el tumor
primario.

Posteriormente Gong ** encontré también por inmunohistoquimica positividad para p53

en los TCGs malignos secundarios (Figura 2). Okubo T. et al., encontraron sobreexpresion
de p53 en todos los casos de TCGs malignos y ausencia de expresion en los tumores de
células gigantes convencionales®.
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Figura 2: A) Intensa expresion de p53 en los nucleos de las células
estromales de un TCG maligno secundario, B) Ligera expresion
de p53 en un TCG convencional. Tomado de Gong L., et al3°.

Cheng encontrd una expresion similar de p53 por inmunohistoquimica en los tumores
primarios y en los que presentaron recurrencias*®. En contraste, Lujic et al., encontraron
en su estudio que p53 era el factor predictivo mas significativo para recurrencias. Los TCGs
positivos para p53 mostraron 6 veces mas riesgo de recurrencia en comparacién con los
negativos®’.

Con resultados tan variables sobre la expresion de p53 en los TCGs es dificil, en este
momento, establecer su utilidad como factor de apoyo al prondstico. Al parecer, los
ultimos estudios establecen cierta relacion con el comportamiento clinico de estos
tumores.



p63

p63 pertenece a la familia p53/p63/p73 y se expresa en el nucleo de la célula. Los tres
genes regulan el ciclo celular y la apoptosis después del dafio al ADN. Sin embargo, a pesar
de existir una notable similitud estructural y parcialmente funcional entre p53, p63y p73,
los estudios de ratones knockout revelan una diversidad funcional entre ellos. En ausencia
de p63 y p73 se presentan graves anomalias del desarrollo, pero no aumento de la
susceptibilidad al cdncer, mientras que esta imagen se invierte en ausencia de p53 “,

p63 codifica para multiples isoformas que pueden clasificarse en 2 categorias: las que
tienen un dominio de transactivacién acida, conocidas como isoformas TA; y las isoformas
gue carecen de este dominio, conocidas como isoformas AN. Las isoformas TA funcionan
como genes supresores tumorales y las isoformas AN son oncogenes que antagonizan a
p53%,

El extremo C terminal de TAp63 y ANp63, a su vez puede tener empalmes alternativos (c,
B,y) resultando finalmente 6 isoformas. Estas isoformas difieren en su actividad
transcripcional y funcion, ademas de poder ser expresadas tanto en tejido normal como
en tejido neoplasico.

p63 también puede regular la expresiéon génica a través de vias independientes de p53
para genes mas especificos que estdn asociados con el desarrollo, la diferenciaciéon
epitelial terminal y la adhesiéon celular, entre los cuales se encuentran el gen de
interleucina-1-o.y TCF7L1%°.

Es decir, cada vez existe mayor evidencia de que p63 estd involucrado en la oncogénesis a
través de diferentes mecanismos siendo uno de ellos la interaccidn directa con la proteina
MM1 (Modulador Myc 1)°1.

La primera descripcidon que se llevd a cabo de p63 en tumores éseos fue en el 2004 por
Park HR et al., quienes encontraron niveles de expresién bajos tanto de p63, como de p73
en los osteosarcomas>?. Kallen E también realizé un estudio con respecto a la utilidad de
p63 en el diagndstico de tumores osteobldsticos, observando que el 33.3% de los
osteosarcomas fueron positivos y el 87.5% de los osteoblastomas. Ese trabajo concluyd
gue p63 no es de utilidad diagndstica como marcador de diferenciacion osteoblastica, ya
gue en aquellos sarcomas esqueléticos con evidencia minima o nula de deposicion
neopldsica de osteoide (que actualmente se clasifican como fibrosarcomas o sarcomas
pleomorficos indiferenciados),no se expresa p63°3.

Posteriormente en el 2008 Lee et al., analizaron el perfil de expresién génica de los TCGs,
utilizando microarreglos y demostraron que la expresién de p63 es significativamente
mayor en los TCGs, en comparacion con otros tumores primarios de hueso que se
caracterizan también histolégicamente por tener células gigantes multinucleadas y que
estan considerados en el diagnostico histoldgico diferencial. Estos resultados llevaron a



Lee et al.,, a mencionar que p63 podria ser un marcador util en el diagndstico de los
Tumores de células gigantes®4.

Dickson B.C et al., en el 2008 analizaron la expresion de p63 y encontraron que todas las
formas de TAp63 se expresaban en las células mononucleadas de los TCGs, mientras que
Np63 no se encontrd expresado en los TCGs. Dickson et al., concluyeron que p63 puede
ser utilizado como un biomarcador para diferenciar al TCG de otros tumores que también
contienen células gigantes®>.

Sin embargo, De la Roza en un estudio mas extenso, con una mayor cantidad de casos
tanto de TCGs como de lesiones con células gigantes, encontré mediante la técnica de
inmunohistoquimica, que no todos los TCGs expresaban p63 (86.9%), ademas de que otras
lesiones también fueron positivas, incluyendo osteosarcomas (50%). De la Roza calculd
ademas la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
de esta técnica para el diagndstico de este tumor, siendo estas de 86.95%, 53.36%,
45.45% y 91.17% respectivamente.

De la Roza hace énfasis en que p63 presenta diferentes grados de expresion en las
lesiones dseas con células gigantes, inclusive también en osteosarcomas y cuestiona su
utilidad para diagndstico?®.

Yanagisawa et al., hicieron un estudio exclusivamente con TCGs de huesos cortos vy
reportaron positividad heterogénea mediante inmunohistoquimica, siendo de sus 11
casos, cinco casos ligeramente positivos, tres positivos y uno intensamente positivo. Al
presentar este Ultimo caso dos episodios de recurrencia, Yanagisawa menciond que p63
puede ser util no solo como biomarcador para el diagnéstico diferencial en los TCGs de
huesos cortos, sino también Gtil para el prondstico de la agresividad®’.

Hammas et al.,>® reportaron que 100% de los TCGs son positivos (5 casos) para p63 con
inmunohistoquimica. Sin embargo, en su estudio también fueron positivos el 100% de los
condroblastomas y otros tumores incluyendo osteosarcomas (8.3%) Figura 3.

De Paula et al., realizaron un estudio retrospectivo, multicéntrico, en el que analizaron
291 tumores oseos “ricos en células gigantes”, incluyendo 119 TCGs. En este trabajo
ademas de analizar la proporcion de casos que fueron positivos, también se analizd la
proporcién de células que fueron positivas en cada caso y sus caracteristicas (células
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Figura 3: Tincién de inmunohistoquimica con p63 en un caso de TCG 6seo con
positividad en los nucleos de las células estromales. Tomado de Hammas3!
gigantes multinucleadas o células mononucleadas).De acuerdo a los resultados de su
trabajo, concluyeron que cuando mas del 50% de las células mononucleadas son positivas,
el diagndstico de TCG es muy probable°.

Shooshtarizadeh agregd a esta observacion el considerar no Unicamente la proporcién de
células mononucleadas que son positivas, sino también el grado de positividad (ligero,
moderado o intenso) para el uso de p63 en el diagndstico de los TCGs®°.

Posteriormente Yanagisawa et al., hicieron otro estudio en el que hicieron la observacién
de que aquellos casos de TCG intensamente positivos para p63 con inmunohistoquimica,
fueron los que presentaron recurrencias®l.

Lau et al., sugirieron que p63 participa en la regulacién de genes especificos asociados en
la progresion del ciclo celular, promoviendo la progresién de los TCGs al inhibir la
actividad de p53°2.

De acuerdo con estos datos, podemos concluir que hasta el momento la utilidad
reportada de p63 para el diagndstico y prondstico de los TCGs no esta bien definida. Tabla
1.



Tabla 1.
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Expresion de p63 en tumores con células gigantes benignos y malignos. Series publicadas. Tomada de De Paula®?.

Dickson Lee De la Roza Hammas Kallen De Paula
2008 2008 2011 2012 2013 2014

Total % casos Total % casos Total % casos Total % casos Total % casos Total % casos

positivos positivos positivos positivos positivos positivos
Tumor de Células 14 100 26 81 23 86.9 5 100 119 82.3
Gigantes
Quiste Oseo 7 28.6 25 24 8 62.5 5 40 76 50
Aneurismatico
Granuloma 12 0 12 0 4 100 4 0 11 27.2
reparativo
Fibroma no osificante 6 16.6 4 25 15 0
Condroblastoma 10 30 15 40 12 82.3 1 100 49 63.3
Osteosarcoma sin 13 15.4 4 50 12 8.3 21 30
especificar
Osteosarcoma rico en 6 16.6
células gigantes
Osteosarcoma 1 100 6 50
telangiectasico
Condrosarcoma 5 0
desdiferenciado
Tumor de células 2 0

gigantes maligno




CTSK

La catepsina K es una enzima que muestra semejanza con miembros de la familia de
proteasas de cisteina de papaina (Familia C1), que incluye a las catepsinas S, L y B. Se
descubrio en 1994 de forma simultdnea por varios grupos independientes de
investigadores, quienes la llamaron catepsina 02, catepsina X, catepsina 0%3.

La catepsina K se expresa en los osteoclastos y se encuentra organizada en dimeros que
contienen una zona de unién a glucosaminoglicanos, a través de los cuales se une a la
coldgena tipo I. A diferencia de las metaloproteasas (MMP) la catepsina K carece de un
dominio especifico para unirse con la coldgena®* .

La accion colagenolitica de la catepsina K es ejercida en la parte mas acida de la resorcidn
dsea que son las lagunas, cerca del borde en cepillo de los osteoclastos (Figura 4). Actua a
un pH de alrededor de 3.5 0 4.5 creado por la ATPasa transmembrana. A diferencia de la
catepsina K, las colagenasas que contienen zinc -metaloproteasas- son mas activas en un
medio con pH neutro, localizado en la interfase entre la matriz desmineralizada vy la
mineralizada®.

Osteoclasto

Figura 4. Fase de desmineralizacidn y reabsorcidn dsea con secrecion
activa y abundante de catepsina K (CTSK) en la zona del borde en
cepillo del osteoclasto(**) hacia la laguna 6sea. Tomada de Wilson SR et al®0,

Posterior a su descubrimiento, en 1996, Drake et al., modificaron su nombre, llamandola
catepsina K y la caracterizaron. En ese trabajo, se evalud la expresion celular de la
catepsina K en tejidos tales como sinovial y cabeza femoral con artritis reumatoide, rifién,
bazo, higado, pulmdn, corazdn, piel y colon, encontrdndose en niveles minimos o ausente
en los tejidos comparados y sélo de forma abundante en los osteoclastos. Al hacer la
determinaciéon de las catepsinas S, L y B, que previamente habian sido propuestas como
las involucradas en la reabsorcién o6sea en los osteoclastos, se observd que se
encontraban ausentes en estos. La catepsina K se encontrd localizada en la superficie
celular de los osteoclastos adyacente al tejido 6seo®. Kafienah et al., determinaron en
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estudios posteriores que la catepsina K no sélo es la responsable de degradar a la
colagena tipo |, sino que también puede degradar a la colagena tipo Il ¢7.

Dodds et al., realizaron un andlisis de inmunolocalizacién por hibridacién in situ y
citoquimico comparativo entre hueso normal y tejido proveniente de TCGs y describieron
como la procatepsina K es procesada en el osteoclasto para dar lugar a la catepsina K. En
su analisis especificaron que el procesamiento de la catepsina K ocurre antes de que se
lleve a cabo la fijacion de los osteoclastos a la superficie celular y la reabsorcion del tejido
dseo. Analizaron la expresién de catepsina K en los TCGs en diferentes zonas, ya fueran
estas zonas de reabsorcidn dsea o zonas lejanas a los sitios de reabsorcién. Y describieron
gue en las zonas lejanas a la reabsorcion ésea los osteoclastos son de un tamano mas
pequefio, siendo la expresion de mRNA de catepsina K muy variable, desde insignificante a
moderada. Aquellos sitios de remodelacién ésea en los TCGs mostraron expresion de la
forma madura de la catepsina K. La expresién de catepsina K madura correlaciond
directamente con la actividad enzimatica detectada citoquimicamente. La expresion del
mRNA fue mayor en los osteoclastos mas grandes adyacentes al hueso 8.

Lindeman et al., realizaron un estudio en 9 TCGs y encontraron que la proteasa expresada
en forma mas abundante en estos tumores es la catepsina K, siendo expresadas en mucho
menor cantidad la catepsina L y la MMP-9. Ademds, mediante inmunohistoquimica
determinaron la localizacion y el tipo celular en el que son expresadas estas proteasas,
encontrando que la catepsina K y la MMP-9 se expresan exclusivamente en las células
gigantes multinucleadas, mientras que la expresion de catepsina S y L Unicamente en el
otro componente de estos tumores que son las células mononucleadas (Figura 5).

AR P ook
}" o, » 30"\ ¥ LN
e st @,

Figura 5: Tincién de inmunohistoquimica para catepsina K en TCG. A) Control negativo. Las flechas
sefialan células gigantes multinucleadas b) catepsina K positiva en células gigantes multinucleadas.
Tomado de Lindeman et al®.
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Lindeman et al., proponen al sistema catepsina K / V-ATPasa como el principal
responsable del potencial osteolitico del TCG, siendo asi catepsina K la proteasa
responsable de la extensa ostedlisis observada radioldgicamente®.

De acuerdo a las observaciones de Lindeman®® la inhibicién de la catepsina K o de su
bomba de protones asociada puede proporcionar nuevas oportunidades terapéuticas para
el TCG.

Todos estos trabajos mencionados previamente, ponen de manifiesto la presencia de
CTSK tanto en los osteoclastos, como en las células gigantes multinucleadas que forman
parte de los tumores de células gigantes.

RANKL

RANKL forma parte, junto con RANK y OPG de la via de sefializacion RANK descubierta a
mediados de los 90s. RANKL es miembro de la superfamilia del TNF (factor de necrosis
tumoral) y es producido por los osteoblastos, asi como también por células inmunes y
algunas células neoplasicas. La via de sefializacion de RANK, conocida como
RANKL/RANK/OPG es una via de sefializacidn clave en la remodelacién dsea, y juega un
papel critico en la diferenciacion de los precursores de osteoclastos en osteoclastos
multinucleados y activacion de los osteoclastos que conducen a la resorcion dsea’®. En
esta via los osteoblastos y las células madre estromales expresan RANKL. Su receptor
RANK se encuentra en la superficie de los osteoclastos y de sus precursores. En seguida la
proteina adaptadora que se encuentra unida al dominio citoplasmatico del receptor de
RANKL, TRAF6, media la seial a través de la activacidon del factor de transcripcion IKK.
Posteriormente continua la activacidén de otros factores de transcripcién tales como NF-«kB
y c-Fos, para finalmente llegar a NFATc1, quien puede ademds ser activado por la
sefializacion calcio/calcineurina. NFATc1 promueve de manera activa la diferenciacion de
los osteoclastos. Figura 6.

En condiciones fisiolégicas, RANKL se une a su receptor RANK en la superficie de los
osteoclastos y estimula la reabsorcién désea a través de la osteoclastogénesis y la
activacion de osteoclastos maduros’!. La OPG, secretada por los osteoblastos y células
madre mesenquimales osteogénicas, protege al esqueleto de una reabsorcidon dsea
excesiva uniéndose a RANKL e impidiendo que éste interactie con RANK. La interaccion
balanceada entre RANKL y OPG es un punto importante para la osteoclastogénesis,
remodelacién dsea y masa dsea’?.

La via RANKL-RANK-OPG estd involucrada en la patogénesis del TCG’3. RANKL es esencial
para la diferenciacion, funcién y supervivencia de los osteoclastos. Varios estudios
informan que las células estromales del TCG expresan altos niveles de RANKL, considerado
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un regulador de sefial clave en el desarrollo de esta enfermedad’®. Se ha informado que
las células estromales del TCG sobre expresan RANKL, estimulando de esta forma a los
monocitos para formar células gigantes multinucleadas semejantes a osteoclastos,
causando con esto una reabsorcién dsea en el sitio del tumor’>,

Células accesorias

OSCAR

RANK

=

|
l \

Calcio

NF-xB
\ Cakilneu.rir.a

Precursores de
Diferenciacion osteoclastos
de osteoclastos

Figura 6: Las vias de sefializacidn esenciales para la osteoclastogénesis en

trastornos 6seos. FcRy- receptor Fc de la subunidad vy; IKKs-inhibidores de

NF-KB cinasa; ITAM-motivo de activacién basado en inmunorreceptor de
tirosina; NFATc1-factor nuclear de células T activadas c1; OSCAR-receptor
asociado a osteoclastos; PLCg - fosfolipasa Cy; TRAF6- receptor del factor
de necrosis tumoral asociado al factor 6; TREM- receptor desencadenante
expresado en células mieloides. Tomado de B Boyce®*

La creacién de un anticuerpo contra RANKL, como el denosumab, con la subsecuente
inhibicién de la diferenciacidon de los osteoclastos, es una alternativa terapéutica para
aquellos pacientes con TCGs quirdrgicamente inaccesibles como los que se localizan en
sacro o en columna vertebral 7. Estd demostrado que en aquellos pacientes que han
completado el tratamiento con denosumab hay disminucién o eliminacién del dolor,
presencia de bordes esclerosos, opacificaciéon del tumor por radiologia y ausencia de
células gigantes multinucleadas. Por otra parte, el indice de proliferacion de las células
estromales disminuye al 50% en comparacién con los pacientes no tratados’’. Sin
embargo, también se ha reportado la presencia de efectos secundarios en los pacientes
con tratamiento con denosumab como osteonecrosis mandibular, hipercalcemia’® y
osteosarcoma’®.
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IHH

Indian Hedgehog (IHH) es una proteina que funciona como factor de sefalizacién y forma
parte junto con Sonic Hedgehog (SHH) y Desert Hedgehog (DHH), de la familia Hedgehog
(HH). Esta familia tiene un papel fundamental en el desarrollo animal y se conserva
filogenéticamente desde las moscas hasta los humanos. La sefial de IHH se transduce
uniéndose al receptor homodlogo Patched 1 (PTCH1) y posteriormente a una proteina de
dominio transmembrana llamada Smoothened (SMOQ), para finalmente controlar el
procesamiento de los factores Gli (Gli 1 a 3) que a su vez regulan la expresién de otros
genes que participan en la proliferacién celular, reparacién de DNA y/o apoptosis. En el
cartilago en desarrollo, IHH es expresado principalmente por los condrocitos pre
hipertréficos y también por los hipertréficos tempranos. |HH sefializa tanto a los
condrocitos proliferativos como a los que se encuentran subyacentes a las células
pericondriales®8:,

Por otro lado, IHH forma parte de las sefiales extracelulares que regulan la diferenciacidn
de los osteoblastos durante la osificacion endocondral. En ausencia de /HH, las células
mesenquimales localizadas en el pericondrio no pueden expresar RUNX2, que es
indispensable para la diferenciacién de osteoblastos.

El papel de IHH en la homeostasis ésea, durante la vida adulta, es diferente. Aqui IHH
promueve la reabsorcion dsea al sefializar a los osteoblastos diferenciados promoviendo
la expresién de PTHrP por parte de ellos, promoviendo a su vez la expresion de RANKL y la
diferenciacidon de los osteoclastos. La pérdida de la sefializacién de IHH da como resultado
un aumento de la masa dsea y una pérdida de hueso muy reducida. Esto sugiere que un
aumento en la sefializacién de /IHH es un evento clave en la osteoporosis y en todos
aquellas patologias que se caracterizan por pérdida o lisis dsea®? .

Al estudiar la expresion de /HH por inmunohistoquimica en diferentes tumores
cartilaginosos Park encontré su inmunolocalizacion en el citoplasma de las células
neoplasicas y una mayor expresiéon en el condrosarcoma de células claras en comparacion
con los otros tipos de condrosarcomas®. Por otro lado Horvai AE et al., estudiaron la
expresiéon de diferentes factores de transcripcion que participan en el desarrollo
musculoesquelético, entre ellos /HH, en tumores de células gigantes y tumores
osteoblasticos y cartilaginosos tanto benignos como malignos®*. La expresion de IHH fue
de moderada a fuerte en los osteosarcomas, rara en los condroblastomas y en los tumores
de células gigantes se observd su expresion en un subconjunto de las células
mononucleares (10% del volumen total de células) (Figura 7). En aquellos tumores entre
cuyo componente histoldgico se encuentran células gigantes también se observd cierta
tincidn débil.

15



CBL CMF GCT

IHH &%
A
;“P{
X .\
3
00 OBL (0
ﬂlit.,; N 2 3 Dot e ?
|7l N "SRR oy
y- ] >
~ o % :
IHH | =¥
4+
23 A"

oGl
g
ks

2RSS S R o . B
e 270 ¥ N ¢ ‘ . e
3 22D . 3 el . y

- N _ - e .

Figura 7: IHH mostré tincién nucleary citopldsmica en la mayoria de las neoplasias osteoblasticas. En las
neoplasias cartilaginosas como el CMF y CBL su tincidn fue débil. En los Tumores de células Gigantes se observé
tanto en células mononucleadas como en las multinucleadas, aunque débil. CBL, condroblastoma; CMF,fibroma

condromixoide; GCT, tumor de células gigantes; OBL, osteoblastoma; OO, osteoma osteoide; OS, osteosarcoma.
Tomado de Horvai et al’®.

En lo que respecta a la expresion de IHH en los tumores de células gigantes, es necesario
realizar mas estudios que confirmen o descarten las observaciones de Horvai.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Algunos estudios han reportado la expresion de RANKL, IHH y CTSK, p53 y p63 en TCGs, sin
embargo, los resultados pueden llegar a ser contradictorios. No hay un estudio en
poblacién mexicana que los analice de manera conjunta en comparacién con hueso sano
del mismo individuo. Es necesario realizar nuevos estudios para determinar cual es el nivel
de expresion de estos genes en los TCGs y determinar su utilidad clinica en el manejo de
los pacientes.

3. JUSTIFICACION:
El estudio de la expresion de p53, p63, RANKL, IHH y CTSK en los tumores de células
gigantes puede orientar hacia qué moléculas blanco dirigir futuras terapias en los TCGs ya

gue hasta la fecha Unicamente existe una terapia dirigida contra una molécula blanco
(RANKL).

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION:
éExisten diferencias en la expresion de p53, p63, RANKL, CSTK e IHH en tejido con tumor
de células gigantes en comparacién con tejido sin evidencia de tumor?
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5. HIPOTESIS
HIPOTESIS NULA: No hay diferencias en la expresién de p53, p63, CTSK, RANKL e IHH entre
el hueso sin tumor y con Tumor de Células Gigantes.

HIPOTESIS ALTERNA: Existen diferencias en la expresién de p53, p63, CTSK, RANKL e IHH
entre el hueso sin tumor y con Tumor de Células Gigantes.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe diferencia en la expresion de los genes p53, p63, RANKL, IHH y CTSK,
mediante PCR en tiempo real, en tejido con tumor y sin tumor de células gigantes
obtenidos del mismo individuo.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar en los productos de reseccidon en bloque tejido con tumor de células
gigantes y sin tumor de células gigantes por medio de improntas. Una vez
identificadas estas zonas, obtener tejido en fresco, etiquetarlos y almacenarlos
para su posterior uso.
2. Obtener RNA total.
Obtener cDNA por transcripcion reversa.
4. Realizar PCR en tiempo real para determinar la cantidad de DNA amplificado de
p53, p63, CTSK, RANKL e IHH.
5. Hacer un andlisis comparativo de estos genes entre el tejido con tumor y el tejido
sin tumor.

w

8. MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:
Estudio transversal, descriptivo y analitico.

Universo de trabajo:
Pacientes del Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo lbarra Ibarra con
diagndstico de Tumor de Células Gigantes.

Unidades de observacion:
Tejido tumoral: tejido con aspecto macroscopico de TCG, corroborado por impronta.
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Tejido sin tumor: tejido éseo con aspecto macroscopico de hueso esponjoso, proveniente
de la reseccidn en bloque, en el que se corrobore la ausencia de tumor por impronta,
obtenido del borde quirdrgico dseo.

CRITERIOS DE INCLUSION

Para toma de tejido
1. Pacientes con diagndstico histolégico de Tumor de Células Gigantes cuyo
tratamiento consista en la reseccion en bloque del segmento afectado.
2. Pacientes que acepten participar en el estudio y hayan firmado el Consentimiento
Informado (Ver Apéndice B).

Para PCR en tiempo real:
1. Muestras de ARN en las cuales tanto la razén 260/230 como la razén 260/280,
ambas determinadas mediante espectrofotémetro sean iguales o mayores a 1.5.
Ya que esto significa que estas muestras cuentan con un indice de pureza
adecuado para seguir siendo consideradas en nuestro estudio.

Para el andlisis estadistico:
2. Todas aquellas muestras de tumor de células gigantes que cuenten con su muestra
pareja y/o contraparte (sin tumor).

CRITERIOS DE EXCLUSION:
1.- Pacientes con diagndstico de Tumor de Células Gigantes en los que se elija la reseccion
en bloque como tratamiento pero que no firmen el Consentimiento Informado.

2.- Pacientes con diagndstico de Tumor de Células Gigantes y con tratamiento diferente a
la reseccion en bloque (curetaje, hipertermia hidrica controlada, etc.).

CRITERIOS DE ELIMINACION:

Para la toma de tejido

Pacientes con diagndstico histolégico de Tumor de Células Gigantes en los que como
tratamiento se realice reseccién en bloque y en los que no haya sido posible (por fallas en
la logistica) obtener tejido en fresco o con tiempo de reseccién mayor a 1hr.

Para obtencidn de RNA total
Cantidad de tejido insuficiente: muestras de tejido de tamafio pequefio con peso menor a
30mg.
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Para PCR en tiempo real
Muestras de RNA en las cuales tanto la razén 260/230 como la 260/280
determinadas por espectrofotdmetro sean menoresa 1.5

1.

DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO.

Muestras de RNA obtenidas de tejido con tumor que NO cuenten con su muestra
pareja o contraparte (RNA de tejido sin tumor).

Variable dependiente: veces de cambio de la expresion del gen

Variable independiente: Presencia de tumor de células gigantes.Ver tabla 2

Tabla 2: Tipos de variables en el estudio y sus caracteristicas

Variables de estudio

Tipo de
Variable

Indicador

Veces de cambio en la expresion

de un gen

Cuantitativa

Expresion relativa

Tipo de tejido

Cualitativa

Tejido con tumor, tejido sin
tumor

Edad Cuantitativa Afos

Sexo Cualitativa Femenino
Masculino

Localizacion del tumor Cualitativa Fémur distal, tibia proximal,
etc.

Metdstasis pulmonares Cualitativa Si
No

Tumor recurrente Cualitativa Si, no, nimero de

recurrencia

Tiempo de evolucidn

Cuantitativa

Meses

Tamano del tumor

Cuantitativa

Centimetros

TAMANO DE LA MUESTRA
CONSIDERACIONES:

La frecuencia de TCG al afio en el Instituto Nacional de rehabilitacion es de 31 casos al afo
(17% de los tumores Gseos)’ y se realiza reseccion en bloque en el 33% de estos casos (10

casos al afio).
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Considerando que la férmula para célculo de tamafio de la muestra para comparaciéon de
dos medias, cuando los tamafios de los grupos a comparar son iguales es%:

2(Zy + Z3)? S

dz

Donde
n = individuos necesarios en cada una de las muestras
Za = valor de Z correspondiente al riesgo a fijado, 5%
= 1.645 (en tablas)
Zp = valor de Z correspondiente al riesgo S fijado, 90%
=1.282 (en tablas)

S2 = varianza de la distribucién de la variable cuantitativa que se supone que existe en el
grupo de referencia

=2
d? = valor minimo de la diferencia que se desea detectar
=2 (2 veces de cambio)

2(1.645 + 1.282)? 2
n= = 34.26/4 =8.56
22

Por lo que para cada grupo se calculan 9 muestras en cada grupo.

Sin embargo, si tomamos como referencia el Articulo de Skubitz et al*2, en el que se
determind la expresidn génica en 8 muestras de tumor de células gigantes y se compard
con tejido dseo sin tumor, correspondiente a osteoartritis; se considera también
adecuado para este estudio contar con 8 muestras de tejido tumoral, asi como también
con 8 muestras de tejido sano.

MUESTREO:
Muestreo no probabilistico, a conveniencia.

Tiempo de recoleccién de la muestra: de junio 2016 a febrero 2017.
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PROCEDIMIENTOS:

Técnica de la toma de muestras:

Una vez con el producto de reseccién en bloque en fresco, en el servicio de Anatomia
Patoldgica, se procedio a realizar un corte sagital (Figura 8), quedando la pieza cortada en
dos partes iguales. Se identificé macroscépicamente el borde quirurgico éseo proximal
(tejido dseo sin tumor), se realizé impronta de esta zona y una vez verificado
histolégicamente la ausencia de tumor, se tomaron 3 milimetros cubicos de tejido, para
posteriormente guardarlo a -80°C. Se identificé de igual forma tejido tumoral
macroscopicamente y por impronta, y de esta zona se tomaron 3 milimetros cubicos de
tumor que fueron guardados a -80°C.

Figura 8: Ejemplo de reseccién en bloque de fémur distal
con TCG. La flecha indica zona sin tumor, de la que se tomé
para obtener posteriormente RNA. El asterisco indica zona
de tejido con tumor, de la cual también se tomo tejido

Con este procedimiento se obtuvieron del mismo paciente 2 muestras: tejido con tumor
de células gigantes y tejido sin tumor, las cuales fueron analizadas por pares,
posteriormente.
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Informacidn clinica:
La fuente a partir de la cual se obtuvo la informacién clinica de los pacientes fue el
expediente clinico electrénico (SAIH) del Instituto Nacional de Rehabilitacién.

La informacidn clinica de los pacientes se recolecté en una base de datos.

Obtencidn de RNA total de tejido dseo:

Para la obtencidon de RNA total el tejido se extrajo de su almacenamiento a -80°C y se
selecciond un tamafo adecuado (aproximadamente 30 mg) usando pinzas previamente
tratadas con solucion antiRNAsa. El fragmento de tejido se transfirié a un tubo de 1.5 mly
fue homogenizado utilizando un mortero. Posteriormente se agregd 1 ml de TRIzol y se
mezclé. El homogenizado se centrifugd a 8600 rpm durante 15 segundos, para desechar
los detritus del tejido. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml
(previamente enfriado en hielo). Se incubd el sobrenadante 5 min a temperatura
ambiente. Se anadieron 200ul de cloroformo. Se agité vigorosamente por 15 segundos a
mano. Se incubd 3 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12 000 rpm por 15 min a
4°C. La fase superior se transfirio a un tubo de 1.5 ml nuevo. A la fase superior se
agregaron 1.5 volumenes de isopropanol al 100%. Se incubé por 10 min. En seguida se
centrifugé a 12 000 rpm por 10 min a -4°C. Se descarté el sobrenadante con pipeta. Se
lavé el botén con 1 ml de etanol al 75%. Se agitdé en el vortex brevemente y centrifugd a
7500 rpm por 5 minutos. Se desechd el sobrenadante. El botén obtenido se dejé secar por
5-10 min a temperatura ambiente. Finalmente se suspendid en 30ul de agua destilada y se
incubd a 55-60°C por 10-15 min.

Control de calidad del RNA

Una vez realizada la extraccién de RNA se determind su pureza y concentracién. Para
comprobar su pureza, se midié por espectrofotometria la absorbancia a 260nm (A260), a
280nm (A280) y a 230nm (A230), ya que los acidos nucleicos tienen su maximo de
absorcién a 260nm, las proteinas lo tienen a 280nm vy las sales a 230nm; por lo tanto,
viendo la relaciéon entre ambas absorbancias (A260/280) y (A230/280) determinamos si
nuestro RNA total extraido estaba puro o contaminado con restos de proteinas o sales.
Tomando en consideracién que el RNA tiene una absorbancia de 260 nm, se consideraron
como aceptables los valores iguales o mayores a 1.5 para las razones 260/230 y 230/280

El RNA se almacend a -80°C hasta su utilizacion.

Todos aquellos casos que no presentaron una relacion de 260/230 y de 230/280 igual o
mayor a 1.5, en los tejidos pareados, fueron eliminados.
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RT-PCR

Para la transcripcion inversa del RNA y obtener el cDNA se utilizé el TagMan TM Reverse
Transcription Kit, utilizando 900 ng de RNA total. Brevemente, en un tubo de 0.2ml se
prepard la siguiente mezcla de reaccion en un volumen total de 20pl, con:

0.6 pl de H,0 libre de RNA

2 ul de RT Buffer

1.4 pl de MgCl

4 ul de dNTP

1 ul de hexameros aleatorios

1 pl de inhibidor RNA

1 pl de enzima MultiScribe™RT
9 ul de RNA

Se programé el termociclador de la siguiente manera: 9 minutos a 25°C, 30 min a 37°C, 5
min a 95°Cy 30 min a 4°C. El cDNA obtenido se guardé a -20°C hasta el momento de llevar
a cabo la PCR en tiempo real.

PCR en tiempo real

La cuantificacién de la expresion de los genes de interés se realizé mediante PCR-tiempo
real utilizando TagMan Gene Expression Assay (Life Technologies), de acuerdo al
protocolo recomendado por el fabricante. Se utilizé un termociclador StepOne Plus de
Applied Biosystems. Las reacciones se prepararon de la siguiente manera:

Master Mix aul
Sonda TagMan para el gen de interés 0.4 ul
cDNA 2ul
H20 1.6 pl
Volumen total 8 ul

La PCR consistid en 2 etapas, cada una de 2 pasos. El primer paso de la etapa uno (etapa
de activacidn) consistié en 2 minutos de 50 grados, el segundo paso consistio en 10
minutos a 95 grados. La segunda etapa (etapa ciclica) consistié en 1) 15 segundos a 95
grados y 2) un minuto a 60 grados. Este ultimo paso se repitié de forma ciclica durante 40
veces. Figura 9
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ETAPA DE INICIO ETAPA CICLICA

100 —|

50 —  om—

Paso 1 Paso 2 Paso’l Paso 2

Figura 9: Esquema con los tiempos utilizados, temperaturas y etapas de la PCR en tiempo real

Como control enddgeno se utilizd el gen GADPH. La cuantificacidon de la expresién génica
relativa requiere utilizar, como controles enddgenos, genes cuyo nivel de expresidén sea
constante, bajo determinadas condiciones experimentales. Se selecciond una muestra
correspondiente a tejido dseo sin tumor de células gigantes, como el tejido calibrador.

Cada una de las reacciones se llevd a cabo por triplicado. Se registré el niumero de ciclo, en
la fase exponencial temprana, en el cual la fluorescencia emitida alcanza un umbral que es
significativamente mayor que la fluorescencia de fondo (Ct). Se calculé el promedio de los
tres valores de Ct considerando aquellos con una desviacidén estandar menor o igual a 0.05
Ver tablas Al- A5 en Apéndice A.

CALCULO DE EXPRESION RELATIVA:

La cuantificacion relativa se sustenta en la comparacion entre el nivel de expresion del gen
a estudiar contra un gen control (referencia endégena o normalizador) en un tejido
control y uno con la condicién de interés. Se utilizé el método Delta Delta Ct (222¢7), el
cual presenta los resultados como cantidades en nimero de veces en el cambio de
expresion de un gen con respecto a un calibrador (en este caso tejido no tumoral).

Paso 1: Célculo del ACt

Se consideraron los siguientes valores del Calibrador: el Ct promedio del gen de interés
(p53, p63, RANKL, IHH o CTSK) y el Ct promedio del gen control endégeno (GADPH). Se
obtuvo ACt al substraer al Ct promedio del gen de interés el Ct promedio del gen
enddgeno. Es decir:

ACT= (Ct de gen interés — Ct gen enddgeno)

Este ACt obtenido del calibrador se utilizd para los posteriores calculos del AACt.
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Paso 2: Calculo del AACt

Primero se calcula el AACt del calibrador: se sustrae el valor del ACt de si mismo, dando
como resultado cero.

Para las otras muestras al ACt (Ct de gen interés — Ct gen enddgeno) se resta el ACt
obtenido del calibrador para obtener el AACt.

Es decir:
AACt=(Ct de gen interés — Ct gen enddgeno)-(ACt calibrador)

Paso 3: Para calcular las veces de expresiéon de un gen, con respecto al calibrador
utilizamos

2 -AACT

Es decir, el resultado de elevar el nimero 2 a la potencia negativa del AACT, nos dard el
numero de veces de cambio de expresidn del gen de interés, teniendo como referencia el
calibrador.

Los resultados de estos calculos estan en las tablas A1 a A5 del Apéndice A.

ANALISIS ESTADISTICO
Los niveles de expresidon entre el tejido sano y el tejido tumoral se compararon utilizando
analisis de cuantificacién relativa.

Cuantificacion relativa: Método que analiza los cambios en la expresion de un gen en una
condicidn de interés contra la condicién control. Se selecciona un gen como referencia,
cuya expresion no cambia en la condicién de interés, para normalizar. La normalizacidn
con el gen endégeno corrige diferencias en el agregado de cDNA a cada tubo, variaciones
de la muestra y variaciones cinéticas en la PCR.

En este estudio las condiciones a comparar fueron: 1) tejido dseo con tumor de células
gigantes y 2) tejido dseo sin tumor de células gigantes. Nuestro gen de referencia fue
GADPH. La expresion relativa de un gen se calculd utilizando el método 2 “2T  Las
diferencias significativas entre el tejido tumoral y sano, para los niveles de expresion,
fueron evaluadas utilizando la prueba no paramétrica U de Mann Whitney. Todas las
pruebas se realizaron con un nivel de significancia del 95% (p=0.05) en el programa
estadistico SPSS version 22.
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9. RESULTADOS:

Obtencién de muestras y caracteristicas clinicas de los pacientes:

Se obtuvo tejido con tumor y sin tumor de 23 pacientes, la mayoria provenientes del
Distrito Federal, Hidalgo y Oaxaca. De estos 8 fueron mujeres y 15 fueron hombres (Figura
8). La edad promedio fue de 29 afios. Las 3 localizaciones mas comunes fueron en orden
de frecuencia fémur distal, (8 casos, 34.8%), radio distal (6 casos,26.1%) y humero
proximal (3 casos,13%), Figura 9. El tiempo promedio de evolucion fue de 11 meses, con
un rango de cero a 48 meses. El sintoma mas frecuente por el que acudieron al Instituto
fue dolor en el sitio afectado, el 82% presentd discapacidad en la extremidad afectada. El
39% se encontraban asociados a quiste dseo aneurismatico. Segun la clasificacién
radiolégica, la mayor parte de los casos (87%) fueron Campanacci lll, es decir,
correspondieron a tumores con destruccién de la cortical y extensiéon a tejidos blandos.
No se presentd en este estudio ningln caso Campanacci | (tumor limitado al hueso, sin
afectar a la cortical). En el 21% de los casos se reportaron implantes pulmonares en la
Tomografia Pulmonar.

Frecuencia por sexo del Tumor de células gigantes

Num de casos

5

FEMENINO MASCULINO
SEXO

Figura 8: Frecuencia por sexo del Tumor de Células Gigantes
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Localizaciones del Tumor de Células Gigantes

NUm de casos

T T T T T T T
FEMUR TIBIA RADIO CUBITO PERONE HUMERO SACRO
DISTAL PROXIMAL DISTAL DISTAL PROXIMAL PROXIMAL

LOCALIZACION
Figura 9: Regiones anatdmicas afectadas por TCG en los pacientes de esta

serie. Se observan fémur distal, radio distal y humero proximal como las
localizaciones mas frecuentes

Obtencion de RNA total de muestras:
En la siguiente etapa del estudio que fue la extraccion de RNA se eliminaron 14 casos por

las siguientes razones: 1) No contar con la cantidad de tejido necesaria para la obtencién
de RNA, 2) Ser un caso que no llegd a tener la pureza suficiente, es decir, un indice de
260/280 y 260/230 menor a 1.5 y/o 3) Ser un caso que no contaba con su tejido
contraparte.

Quedando asi con 18 muestras para realizar PCR en tiempo real (9 correspondientes a
tejido con tumor y 9 correspondientes a tejido sin tumor, del mismo individuo). Estos 9
pacientes clinicamente no mostraron implantes pulmonares y correspondieron a TCG
convencional sin asociacidén con quiste éseo aneurismatico.

PCR en tiempo real:
Los resultados del ACt se encuentran en las tablas Al a A5 (ver Apéndice A).

Calculo de la expresién relativa:
Las tablas con los célculos y resultados de la expresion relativa ( delta delta Ct)para cada
uno de los genes de interés, se encuentran en el Apéndice tablas Al a A5.
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Anadlisis estadistico:

De cada uno de los genes de interés de obtuvo el delta delta Ct. Se utilizé la prueba de
Shapiro-Wilk para determinar si los datos obtenidos presentaban una distribucién normal
y debido a que los datos no presentaron una distribucién normal, se utilizé como medida
de tendencia central la mediana y como medida de dispersion el rango.

Para determinar si las diferencias observadas en las medianas del delta delta Ct entre el
tejido con tumor de células gigantes y sin tumor de células gigantes eran significativas se
utilizé la prueba U de Mann Whitney.

Expresion relativa

La mediana para p53 fue ligeramente mayor en el tejido sin tumor (M.=0.93), en
comparacion con el tejido con tumor (Me=0.67), sin ser esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0.691). La mediana para p63 fue menor para el tejido sin tumor (Me=0.86)
y casi el doble de su valor en el tejido con tumor (Me=1.74), aunque sin ser esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.2161). Las diferencias estadisticamente significativas
en las medianas se observaron en RANKL, CTSK e IHH, siendo mayores las medianas en el
tejido con tumor para RANKL (Me=4.60) y CTSK(M.=2.36) y mayor la mediana de /HH en el
tejido sin tumor (Me=9.40). Ver Figura 10 y Tabla A6 en Apéndice A.

EXPRESION RELATIVA DE p53,p63,IHH,CTSK y RANKL

TEJIDO

10.004
Msano

Mtumor

7

MEDIA de las VECES DE EXPRESION

8.007

£.007

4 .00

2.00-

o=

CTSK IHH p53 p63 RANK
GEN

Figura 10: Expresion relativa de p53, p63, IHH, CTSK y RANKL
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10. DISCUSION:

CARACTERISTICAS CLINICAS

Al realizar una comparacion de las caracteristicas clinicas de los pacientes de los cuales se
obtuvieron las muestras en este estudio con otras poblaciones, observamos semejanzas
con respecto al promedio de edad de presentacidn (29 afios). Sin embargo, observamos
diferencias en cuanto a las localizaciones mas frecuentes entre nuestros casos y otras
series publicadas. Unicamente coincidié fémur distal como el primer lugar de localizacién
y a diferencia de lo reportado en la literatura, tibia proximal no fue en nuestro estudio una
de las localizaciones mas frecuentes. Consideramos que una razén para observar esta
diferencia podria ser que nuestro estudio contempla exclusivamente TCGs en los que se
realizé reseccion en bloque. A diferencia de las series publicadas que contemplan a todos
los TCGs en general, sin contemplar exclusivamente a aquellos sometidos a reseccion en
bloque como lo es nuestro caso.

Otra de las diferencias observadas corresponde al género. Ya que en la literatura se
reporta que, o hay un ligero predominio en el sexo femenino o, que no hay diferencia en
cuanto al género mas afectado. En este trabajo los TCGs evaluados fueron mas frecuentes
en el sexo masculino, con una relaciéon hombre: mujer de 1.8:1. Esta caracteristica
coincide con un trabajo realizado previamente en el Instituto Nacional de Rehabilitacién
en el cual el TCG fue mas frecuente en hombres que en mujeres®.

P53

Existen multiples estudios que reportan la expresiéon de p53 en los TCGs con gran
variabilidad en los resultados. Existen estudios que no reportan expresion“®, y otros que
reportan su expresién en un porcentaje muy variable que va del 12 al 79%*!. Estos
estudios no fueron comparativos con el tejido 6seo normal, Unicamente se buscé la
expresion en el tejido tumoral. Dentro del espectro de comportamiento de los TCGs, se ha
descrito que el 50% recurre, 5% da implantes pulmonares, 5% es maligno y un 40%
corresponden a TCG convencional. Este espectro de comportamiento podria explicar las
diferencias en la expresidn reportada en otras series. Otra razén de la gran variabilidad
podria deberse al método de deteccion empleado, en estos estudios se realizd
inmunohistoquimica. Con esta técnica interviene la interpretacion subjetiva del evaluador,
las diferentes escalas de medicién para la valoracidon de la intensidad en la tincién y la
experiencia del interpretador.

La determinacidon de p53 que se realizd en este trabajo no incluyé TCGs malignos ni
recurrencias y solo se llevd a cabo en tejido proveniente de TCGs primarios
convencionales en los que el tratamiento inicial elegido fue la reseccidon en bloque debido
a fractura patoldgica. A pesar de que se encontré diferencia en la expresion entre el tejido
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con tumor vy el tejido sin tumor, ésta no fue estadisticamente significativa. Sin embargo,
los ultimos estudios realizados para p53 en los TCGs, coinciden en que éste es positivo en
los TCGs malignos* y en el caso de los TCGs convencionales p53 se expresa en el tejido
correspondiente a las recurrencias o en aquellos tumores con riesgo a recurrir®’. Este dato
es importante, porque abre la posibilidad de que p53 sea utilizado como marcador
prondstico en los TCGs.

P63

Aunque hay estudios que apoyan el uso de p63 en el diagndstico de los TCGs®8, también
existen otros estudios que detectan p63 por inmunohistoquimica de igual forma en otros
tipos de tumores dseos que contienen como componente histoldgico células gigantes
multinucleadas. Estos hallazgos hacen dudar de su utilidad como marcador diagndstico
especifico para TCG>®.

En este trabajo p63 se expresd mas en el tejido con TCG en comparacion con el tejido sin
tumor. Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Estos
resultados, al igual que los obtenidos por otros autores como De la Roza>®, cuestionan su
utilidad como marcador en el diagndstico del TCG.

RANKL

La via de sefializacion RANKL/RANK/OPG regula la formacién y activacién de los
osteoclastos. En condiciones patolégicas la sobreexpresion de RANKL da lugar a un
aumento en la reabsorcidn dsea. En el caso de los TCGs, la sobreexpresién de RANKL por
parte de las células estromales puede ser la responsable de la formacién de numerosos
osteoclastos y de la ostedlisis por parte de estas células en los TCGs.

En este estudio RANKL mostré una sobreexpresion estadisticamente significativa en el
tejido con tumor. Este resultado coincide con lo reportado en la literatura sobre la
expresion de RANKL en los TCGs’4.

Sin embargo, aunque ya esta en uso el tratamiento utilizando un anticuerpo contra
RANKL, quedan varias preguntas por contestar como por ejemplo el determinar si existe
una relacién entre la cantidad de expresion de RANKL y la agresividad clinica (ostedlisis)
presente en los TCGs.

CTSK

El segundo gen que mostrd sobreexpresion en los casos de este estudio fue CTSK,
expresandose 2.36 veces mas en el tejido con tumor. Este hallazgo nos hace considerar su
posible uso como marcador. Ademds, apoya la propuesta de Lindeman®® et al., quienes
consideran que la inhibicién de la catepsina K podria ser otra alternativa terapéutica de los
TCGs. Para tal efecto es necesario conocer plenamente los mecanismos moleculares
subyacentes que se llevan a cabo para que esta enzima degrade a la colagena tipo |. Aguda
AH et al.2¢ han descrito las caracteristicas estructurales de la catepsina K y la serie de
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eventos necesarios para que se lleve a cabo la degradacidn de la colagena tipo I. Dichos
eventos son: 1) formacion de dimeros de catepsina K, y 2) mediacién de los
glucosaminoglicanos en el anclaje de la catepsina K a la coldgena. Aguda AH et al.
proponen el bloqueo selectivo de la dimerizacién y/o de los sitios de interaccién con los
glucosaminoglicanos como alternativas terapéuticas especificas para la inhibir la actividad
de colagenasa de la catepsina K.

En la actualidad se estan utilizando, en ensayos clinicos, inhibidores de los sitios activos de
la catepsina K, como el odanacatib, para el tratamiento de la osteoporosis®’.

IHH

Estd descrito que /HH regula la diferenciacion de los osteoblastos en la osificacién
endocondral. El Unico estudio previo al nuestro en el que se estudié la expresiéon de IHH
en los TCGs, es el de Horvai®*. En ese estudio los tumores que fueron intensamente
positivos por inmunohistoquimica fueron los osteoblasticos benignos y malignos, como los
osteoblastomas, osteomas osteoides y osteosarcomas. Los TCGs fueron débilmente
positivos en el nucleo y citoplasma de las células estromales. Sin embargo, en este trabajo
el estudio comparativo se realizé entre diferentes tipos de tumores dseos, sin hacer una
comparacion con tejido dseo sano. Ademas de lo anterior, en el trabajo de Horvai no se
hace mencién de las caracteristicas de los TCGs estudiados (primarios, recurrencias, con
extension a tejidos blandos, etc.).

Un aspecto de los resultados de este trabajo que llama la atencidn, es la diferencia en la
expresion de IHH entre el tejido con tumor y sin tumor, encontrandose expresado a la
baja en el tejido tumoral. Esto sugiere por un lado que /HH no es la via de sefalizacion que
interviene en la ostedlisis que se observa en los TCGs. Y por otro lado sugiere, de acuerdo
a las observaciones realizadas previamente, que su expresién a la baja en los TCGs tiene
como consecuencia una menor proliferacidon de osteoblastos y por ende una pérdida en el
balance entre formacidn/resorcion dsea. Dando lugar a un aumento en la ostedlisis en el
tejido tumoral.

Dificultades para la obtencién del RNA

Una de las dificultades presentes en este trabajo fue la obtencién de RNA de todas las
muestras. Se reclutaron 20 pacientes y Unicamente de 9 se pudo obtener RNA de la
calidad adecuada. Atribuimos esta dificultad a factores como: 1) el tiempo transcurrido
entre la reseccion en bloque y la obtencidon o almacenamiento de tejido, 2) la naturaleza
del tejido dseo que requiere un mayor machacamiento, y 3) la facil degradacion del RNA.
El tiempo transcurrido entre la reseccion en bloque y la toma de tejido para su posterior
congelacion fue una caracteristica con muchas variaciones, siendo en algunos casos el
momento de la obtencién inmediato y en otros con varios minutos transcurridos. Al
presentar el tejido dseo no tumoral zonas de consistencia dura y/o arenosa, requirid
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mayor tiempo de machacamiento para la obtencidn de RNA. Esta manipulacion de tejido
prolongada pudo haber sido un factor en contra.

Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones del estudio es la cantidad de casos estudiados. Aunque el TCG en
el Instituto Nacional de Rehabilitacion es el tumor dseo primario mas frecuente, sélo en el
33% de los casos la reseccion en bloque es el tratamiento quirdrgico de eleccién. Esto nos
dio un numero reducido de piezas quirurgicas para obtener tanto tejido con tumor como
tejido 6seo sin tumor del mismo paciente.

11. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO:

CONCLUSIONES

En este trabajo se estudiaron TCGs primarios de hueso convencionales, sin historia de
recurrencia, sin implantes pulmonares y sin datos histolégicos de malignidad. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en la expresién de p53 y p63 entre el tejido con
tumor y el tejido éseo sin tumor. RANKL y CTSK se encontraron sobreexpresados en el
tejido con tumor en comparacién con el tejido sin tumor, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas. Por otro lado, /IHH se encontré expresado a la baja en el
tejido con tumor en comparacion con el tejido dseo sano.

Este estudio cobra relevancia por dos razones. La primera es que no hay trabajos de este
tipo reportados en la literatura en poblacién mexicana. La segunda es que tampoco
existen en la literatura trabajos en los cuales mediante PCR en tiempo real, se haya
analizado la expresion relativa de p53, p63, CTSK, RANKL e IHH en tejido con tumor de
células gigantes y tejido éseo sano del mismo paciente.

TRABAJO FUTURO

Durante el desarrollo de esta tesis han surgido algunas interrogantes que se han dejado
abiertas y que pueden servir como lineas de investigacion para retomarlas
posteriormente; algunas de ellas son cuestiones que no fueron el objetivo de esta tesis.

Como continuacion de esta investigacién algunos trabajos futuros que pueden
desarrollarse son:

1) Verificar si la expresidon encontrada de nuestros genes de interés por PCR en
tiempo real correlaciona con la cantidad de proteina presente en el tejido,
utilizando la técnica ELISA para cuantificacién de proteina.

2) Realizar inmunohistoquimica en los casos estudiados, con anticuerpos para p53,
p63, CTSK, RANKL e IHH y determinar si existe alguna correlacién entre los
hallazgos obtenidos por inmunohistoquimica y los obtenidos en este estudio.
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3)

4)

5)

Llevar a cabo este mismo estudio en tejido proveniente de recurrencias de TCG
para determinar si existe alguna diferencia en la expresién de nuestros genes de
interés entre el tumor primario y la recurrencia.

Debido a que hay pacientes que no sélo presentan una recurrencia, sino varias (2 a
4 recurrencias), determinar si existe alguna variacidon en la expresién de estos
genes de acuerdo al nimero de recurrencia.

En aquellos pacientes con implantes pulmonares y en los que esté contemplado en
su tratamiento la reseccidon de la lesién pulmonar, determinar si existe alguna
diferencia en la expresién entre el tumor primario y el implante pulmonar.
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Apéndice A:

Tabla A1. Cuantificacién Relativa de p53 en Tejido con tumor y sin tumor.

Tejido

Calibrador
T4
T6
T9

T11
T14
T16
T20
T22
T23
S4
S6
S9
S11
S14
S16
S20
S22

$23

Método AACT
P53

Media Ct
32.20
23.06
27.28
23.00
23.86
24.83
25.02
25.12
24.98
26.20
23.24
33.07
31.73
27.57
24.59
30.25
31.06
23.60

23.87

GADPH
Media Ct
29.74
19.93
24.22
29.57
17.78
24.03
20.28
20.72
21.68
24.70
20.67
28.08
28.37
26.07
23.63
28.26
29.93
20.22

21.21

ACt

P53-GADPH

2.56

3.13

3.06

-6.57

6.08

0-80

4.74

4.40

3.30

1.50

2.57

4.99

3.36

1.50

0.96

1.99

1.13

3.38

2.66

AACt

ACt- ACt calibrador

0.00

0.57

0.50

-9.13

3.52

-1.76

2.18

1.84

0.74

-1.06

0.11

2.53

0.90

-0.96

-1.50

-0.47

-1.33

0.92

0.20

Expresion
veces
1
0.67
0.71
560.28
0.09
3.39
0.22
0.28
0.60
2.08
0.93
0.17
0.54
1.95
2.83
1.39
2.51
0.53

0.87
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Tabla A2. Cuantificacién Relativa de p63 en Tejido con tumor y sin tumor.

Tejido

Calibrador
T4
T6
T9

T11
T14
T16
T20
T22
T23
S4
S6
S9
S11
S14
S16
S20
S22

$23

Método AACT
P63

Media Ct
34.65
24.13
28.33
21.96
24.87
25.97
23.81
26.37
28.87
27.14
25.75
34.21
33.24
32.61
25.94
30.76
37.06
27.64

26.34

GADPH
Media Ct
29.74
19.93
24.22
29.57
17.78
24.03
20.28
20.72
21.68
24.70
20.67
28.08
28.37
26.07
23.63
28.26
29.93
20.22

21.21

ACt

P63-GADPH

491

4.20

4.11

-7.61

7.09

1.94

3.53

5.65

7.19

2.44

5.08

6.13

4.87

6.54

2.31

2.50

7.13

7.42

5.13

AACt

ACt- ACt calibrador

0.00

-0.71

-0.80

-12.52

2.18

-2.97

-1.38

0.74

2.28

-2.47

0.17

1.22

-0.04

1.63

-2.60

-2.41

2.22

2.51

0.22

Expresion
veces
1
1.64
1.74
5873.48
0.22
7.84
2.60
0.60
0.21
5.54
0.89
0.43
1.03
0.32
6.06
5.31
0.21
0.18

0.86
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Tabla A3. Cuantificacién Relativa de RANKL en Tejido con tumor y sin tumor.

Método AACT
RANKL GADPH ACt AACt Expresion
Tejido ACt- ACt calibrador
Media Ct Media Ct RANKL-GADPH veces
Calibrador 35.69 29.74 5.95 0.00 1

T4 25.15 19.93 5.22 -0.73 1.66
T6 28.28 24.22 4.06 -1.89 3.71
T9 24.95 29.57 -4.62 -10.57 1520.15
T11 23.70 17.78 5.92 -0.03 1.02
T14 24.32 24.03 0.29 -5.66 50.56
T16 25.68 20.28 5.40 -0.55 1.46
T20 24.10 20.72 3.38 -2.57 5.94
T22 26.93 21.68 5.25 -0.70 1.62
T23 28.19 24.70 3.49 -2.46 5.50
S4 28.25 20.67 7.58 1.63 0.32
S6 35.85 28.08 7.77 1.82 0.28
S9 34.33 28.37 5.96 0.01 0.99
S11 33.12 26.07 7.05 1.10 0.47
S14 26.47 23.63 2.84 -3.11 8.63
S16 22.87 28.26 -5.39 -11.34 2592.27
S20 35.10 29.93 5.17 -0.78 1.72
S22 25.76 20.22 5.54 -0.412 1.33

$23 27.62 21.21 6.41 0.46 0.73



Tabla A4. Cuantificacién Relativa de CTSK en Tejido con tumor y sin tumor.

Método AACT
CTSK GADPH ACt AACt Expresion
Tejido ACt- ACt calibrador
Media Ct Media Ct CTSK-GADPH veces
Calibrador 27.54 29.74 -2.20 0.00 1
T4 16.45 19.93 -3.48 -1.28 2.43
T6 20.96 24.22 -3.26 -1.06 2.08
T9 15.41 29.57 -14.16 -11.96 3983.99
T11 14.90 17.78 -2.88 -0.68 1.60
T14 18.27 24.03 -5.76 -3.56 11.79
T16 18.75 20.28 -1.53 0.67 0.63
T20 17.28 20.72 -3.44 -1.24 2.36
T22 18.78 21.68 -2.90 -0.70 1.62
T23 19.52 24.70 -5.18 -2.98 7.89
S4 20.71 20.67 0.04 -2.16 4.47
S6 28.16 28.08 0.08 2.28 0.21
S9 26.76 28.37 -1.61 0.59 0.66
S11 25.65 26.07 -0.42 1.78 0.29
S14 18.53 23.63 -5.10 -2.90 7.46
S16 31.51 28.26 3.25 25.25 0.00
S20 37.70 29.93 7.77 5.57 0.02
S22 18.29 20.22 -1.93 0.27 0.83
$23 18.91 21.21 -2.30 -0.10 1.07
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Tabla A5 . Cuantificacion Relativa de IHH en Tejido con tumor y sin tumor.

Tejido

Calibrador
T4
T6
T9

T11
T14
T16
T20
T22
T23
S4
S6
S9
S11
S14
S16
S20
S22

$23

Método AACT
IHH
Media Ct
34.93
31.49
26.21
33.47
29.10
30.76
32.00
30.58
24.34
25.04
28.18
24.07
34.41
28.66
25.15
22.87
27.55
25.55

24.42

GADPH
Media Ct
29.64
19.93
24.22
29.57
17.78
24.03
20.28
20.72
21.68
24.70
20.67
28.08
28.37
26.07
23.63
28.26
29.93
20.22

21.21

ACt

IHH-GADPH

5.19

11.56

1.99

3.90

11.32

6.73

11.72

9.86

2.66

0.34

7.51

-4.01

6.04

2.59

1.52

-5.39

-2.38

5.33

3.21

AACt

ACt- ACt calibrador

0.00

6.37

-3.20

-1.29

6.13

1.54

6.53

4.67

-2.53

-4.85

2.32

-9.20

0.85

-2.60

-3.67

-10.58

-7.57

0.14

-1.98

Expresion
veces
1

0.01
9.19
2.45
0.01
0.34
0.01
0.04
5.78
28.84
0.20

588.13
0.55
6.06
12.73

1530.73

190.02
0.91

3.94
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Tabla A6. Expresion relativa de p53, p63, RANKL, CTSK e IHH en tejido sin tumor de células gigantes

y con tumor de células gigantes

p53 p63 RANKL CTSK IHH
TEJIDO SIN
TUMOR
Mediana 0.93 0.86 0.86 0.66 9.40
Rango
0-54-195 | 032103 | 1.39-488.60 | 0.35-16 0.21-1.70
(p25-p75)
TEJIDO CON
TUMOR
Mediana 0.67 1.74 4.60 2.36 0.19
Rango 0.28-2.08 6-5.54 1.63-39.4 1.62-7.89 0.17-7.48
(p25-p75)
p=0.6911 p=0.2161 p=0.021 p=0.024 p=0.038
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Apéndice B

Consentimiento Informado
Consentimiento informado para la participacidn voluntaria en la investigacién médica titulada
“Determinacidn de la Expresion Génica de p53, p63, RANKL, IHH y CTSK en Tejido Tumoral y
Sano de Pacientes con Diagndstico de Tumor de Células Gigantes”.

Sede: Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra (INR LGII)

Servicios y laboratorio en los que se llevara a cabo la investigacion: Anatomia Patoldgica,
Tumores Oseos y Genética

JUSTIFICACION: En el Instituto Nacional de Rehabilitacion los Tumores de Células Gigantes
ocupan el 17% de los Tumores Oseos, siendo la lesidon dsea mds frecuente en el grupo de
adultos jovenes -20 a 39 afios- ademas de ocupar el segundo lugar en frecuencia en el
grupo de adultos maduros en el mismo instituto.

Los resultados obtenidos de la investigacién médica contribuirdn a entender la fisiopatologia de
los Tumores de Células Gigantes de Hueso.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION: A usted se le estd invitando a participar en una investigacion
médica que tiene como objetivo estudiar mediante técnicas de biologia molecular si hay
diferencias en la expresidon de ciertos genes entre el tejido proveniente de un Tumor de Células
Gigantes de hueso y el hueso sin tumor.

Consentimiento:

A Ud. Se le esta invitando a participar en la investigacion médica “Determinacion de la Expresion
Génica de p53, p63, RANKL, IHH y CTSK en Tejido Tumoral y Sano de Pacientes con Diagndstico
de Tumor de Células Gigantes” a cargo de la Dra. Eréndira Georgina Estrada Villasefior y el Dr.
Alberto Hidalgo Bravo, médicos adscritos al Servicio de Anatomia Patoldgica y de Genética del
Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra Ibarra (INR LGII).

Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido la investigacion médica y si usted desea participar, entonces se le
pedird que firme este consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada y fechada.

Afirmo que se me ha explicado que antes de dar mi autorizacidn para participar en esta
investigacion, es necesario que yo lea este documento con anticipacion al procedimiento
quirargico al cual seré sometido, con la finalidad de NO tomar una decision precipitada, asi como
para también poder aclarar las dudas que tenga. De igual forma afirmo que se me informd que en
caso de NO desear participar en esta investigacion, mi decisién no demeritara de ninguna manera
la calidad de atencidn que reciba en el Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra
Ibarra.
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De igual forma confirmo que se me ha explicado en detalle en qué consiste la investigacion, la
justificacion y el objetivo de ésta, asi como también la forma en la que yo participo en ella que es
dando mi autorizacidn para que después de que se me haya resecado el Tumor de Células
Gigantes, se utilice un fragmento pequefio tanto de tumor como de tejido sin tumor (de
aproximadamente 3 por 3 milimetros cada uno) para los fines de la investigacidn. La toma de
tejido se realizard posterior a la reseccidon quirlrgica y no implica ningun tipo de riesgo o molestia
hacia mi persona, ni podria generar complicaciones en mi estado de salud.

Se me han explicado los riesgos de la participacion en la investigacién médica y que sdlo el
personal involucrado en la investigacion médica tendra acceso a mis datos personales y a las
muestras que sean colectadas. Su confidencialidad serd protegida dentro de la ley y serd
mantenida por asignacién de un cédigo de nimeros para toda su informacion. La clave de este
cddigo sera bloqueada y solo algunos miembros autorizados del equipo de investigacion tendra
acceso al cédigo de identificacién.

Acepto que las muestras colectadas formen parte de un banco de muestras resguardado en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra y que podran ser utilizadas por los
investigadores involucrados en la investigacién médica, para futuros estudios que persigan una
meta en comun a la presente investigacion médica siempre y cuando estas investigaciones
posteriores se encuentren autorizadas por el Comité de Investigacién y el Comité de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra.

Queda entendido que acepto que los diferentes resultados de los analisis moleculares podran ser
publicados, sin darse a conocer la identidad de los participantes (en este caso la mia), en revistas
de difusién cientifica y que de momento estos resultados no tienen utilidad en la asistencia
médica, siendo su Unica utilidad la de contribuir al conocimiento en este tema.

Comprendo que por mi participacién el Unico beneficio que podria obtener es el de contar con
informacidn completa y actualizada sobre el Tumor de Células Gigantes correspondiente a las
diferentes dreas que estan involucradas en esta investigacion, ya que recibiré el mismo
tratamiento que el resto de los demas pacientes y no seré sometido a algun tipo de tratamiento
alternativo y/o complementario por mi participacion.

De igual forma se me ha aclarado que por mi participacién no recibiré compensacion econdmica
alguna.

Se me ha informado que me encuentro en libertad de retirar mi consentimiento en cualquier
momento sin dejar por esta razén de continuar recibiendo en el Instituto Nacional de
Rehabilitacidn los cuidados, atencion y tratamiento que requiero.

INFORMACION GENERADA DURANTE LA INVESTIGACION MEDICA

Se me ha comunicado que en caso de ser de mi interés la informacién generada durante la
investigacion médica, puedo solicitarla a la Dra. Eréndira Georgina Estrada Villasefior, quien es la
investigadora responsable, al teléfono 59 99 1000 ext. 19101 o 19102.
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Se me ha expresado que cuento con la garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y
aclaracién a cualquier duda acerca de los procedimientos, riesgos y beneficios y otros asuntos
relacionados con la investigacion. Para lo cual podré ponerme en contacto con la Dra. Eréndira
Georgina Estrada Villasefor quien se encuentra en el Servicio de Patologia (PB de la Torre de
Investigacion. Teléfono 59 99 1000 ext. 19101) de 8 a 16 horas o con el Dr. Alberto Hidalgo Bravo
quien se encuentra en el Laboratorio de Genética (3er piso de la Torre de Investigacién. Teléfono
59 99 1000 ext. 19401) de 8 a 16 horas.

En caso de duda sobre mis derechos, podré consultar al Comité de Etica en Investigacién del
INRLGII, teléfono 59 99 1000 ext. 18342

Acepto participar voluntariamente:

Nombre del paciente

Firma del paciente o de su Representante Legal (o huella digital en caso necesario):

Testigo 1 Testigo 2

Firma Firma

Nombre Nombre

Relacién con sujeto de investigacion. Relacidén con sujeto de investigacion

Esta parte debe ser llenada por el Investigador responsable:

He explicado al Sr. (a) la
naturaleza y los propdsitos de esta investigacidon médica, le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacion y he contestado a sus preguntas.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el presente
documento.

Firma del investigador. Fecha:

El presente Consentimiento Informado se extiende por duplicado, con un ejemplar para el
participante y un ejemplar para el investigador responsable.
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