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DM2 Diabetes mellitus tipo 2

MMP Metaloproteinasa

DNAc Acido desoxirribonucleico complementario

RNA Acido ribonucleico

RNAmM Acido ribonucleico mensajero
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AGEs Productos finales de glicacion avanzada

RAGE Receptor de los productos finales de glicacion avanzada
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RANKL Ligando del receptor activador del factor nuclear k3
RANK Receptor activador del factor nuclear k B
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TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

c-Fos Protooncogen c-Fos

Fos Proteina Fos codificada por el gen c-Fos

CSF-1R Receptor del Factor 1 estimulante de las colonias
PPAR Receptores para sustancias proliferadoras de peroxisomas
AMPK Proteina cinasa activada por AMP

GLP Peptidos similares al glucagon

GIP Polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa
Runx2 Factor de transcripcion 2 relacionado con Run
MAPK Proteincinasa activada por mitogeno

ERK Proteincinasa regulada por sefiales extracelulares
Hb1Ac Hemoglobina glicosilada.

AP1 Proteina activadora 1

M-CSF Factor estimulante de colonias de macréfagos
NFATc1 Factor nuclear de las células T activadas citoplasmatico 1
MEC Matriz extra celular

DFx Dias transcurridos desde el inicio de la fractura
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RESUMEN
ANTECEDENTES: las fracturas son una patologia de gran incidencia en el pais. Su
tratamiento quirurgico ocupa el numero 12 de todas las cirugias realizadas en la
red de hospitales de la Secretaria de Salud de la Ciudad de México. Los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tienen un incremento del 63% en el
tiempo de cicatrizacion de una fractura. El 36.4% de la poblacion mexicana tiene
DM2. El proto oncogen c-fos es considerado un gen temprano inmediato, este
se expresa de forma rapida después de un estimulo, llega a su maxima expresion
a los 60 min y retorna a su estado basal a los 120 minutos. Este gen es un
inductor postrascripcional de diferentes procesos en el desarrollo y maduracion
celular. En la cicatrizacion ¢ésea es de gran importancia para la
osteoclastogenésis. La metaloproteinasas 3 y 9 (MMP-3, MMP-9) son enzimas
cataliticas que degradan la matriz extracelular y permiten el trabajo de las células
en la reparacion 0sea, estas enzimas tienen un sitio promotor sensible para c-
fos que regula la funcion. En diferentes modelos experimentales, tanto animales
como celulares se ha encontrado que estos tres componentes tienen mayor
expresion en estados hiperglucémicos, este no se ha corroborado in vivo con
pacientes humanos.
OBJETIVO: analizar y comparar los patrones de expresién de los genes; c-Fos,
metaloproteinasa 3 y metaloproteinasa 9 en fracturas de pacientes con DM2 con
hiperglucemia persistente y pacientes sin DM2.
JUSTIFICACION: existen procesos bioldgicos de la cicatrizacion 6sea que no estan
claros, hasta este momento el estudio de los patrones de expresion de c-Fos,
MMP3 y MMP9 han sido heterogéneos debido a que solamente se han empleado
modelos animales y celulares, y no directamente en pacientes, por lo que con
esta investigacion conoceremos este aspecto de los procesos.
METODOLOGIA: Observacional, descriptivo, transversal y comparativo. Se
analizaron 10 pacientes con fracturas provenientes de un hospital de segundo
nivel de la Ciudad de México de poblacién abierta, a los cuales se les tomo
biopsia de callo 6seo en el momento de la osteosintesis, se extrajo RNA, con
posterior sintesis de DNAc y su analisis de expresion por qPCR.
ANALISIS ESTADISTICO: se compararon los patrones de expresion con el 2*-(AACt)

y el FC de los tres genes, c-Fos, MMP3 y MMP9 de dos grupos independientes



con la prueba de Mann Whitney, el estudio de la correlacion entre los tres genes,
la hemoglobina glicosilada y los dias transcurridos desde el inicio de la fractura
se realizé con la prueba de Spearman, se establecio el limite de significancia en
95%, p< 0.05.

RESULTADOS: se analizaron un total de 10 pacientes, 5 pacientes control (1 mujer
y 4 hombres, 41 a 70 afos; media £ DE, 52.4 +11.3 afos) y 5 pacientes como
casos (3 mujeres y 2 hombres, 34 a 87 afios; media + DE, 62.2 +19.7 afios).
Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tenian 13.3 +11.3 afios de evolucion,
los cuales tenian un descontrol glicémico 168.6 £24.1, con una hemoglobina
glicosilada de 8.7+0.39. Todos los niveles de RNAmM se normalizaron con
GAPDH. Se comparo¢ la expresion de genes por medio del 2*-(AACt) de c-Fos,
MMP-3 y MMP-9 entre los grupos. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para c-Fos (p=0.655) y MMP-9 (p=0.180), pero si
para MMP-3 (p=0.025). En cuanto al Fold Change (FC), los tres genes
presentaron mayor expresion en los casos, c-Fos (FC=1.84), MMP-3 (FC=10.7)
y MMP-9 (FC=5.02) . La correlacion en la expresion entre los genes, c-Fos/MMP-
3, c-Fos/MMP-9 no mostraron asociacion en ambos grupos. Se encontrd
asociacion entre MMP-3/MMP-9 en el grupo control (p= 0.000), no asi en el grupo
de casos. La correlacion entre el porcentaje de la hemoglobina glicosilada y la
expresion génica en c-Fos y MMP-3 no se encontrd asociacion. Para MMP-9 en
el grupo de los casos se encontré una correlacion (p = 0.000), no asi en el grupo
control (p = 0.870). La asociacion entre los dias transcurridos desde el inicio de
la fractura y la expresion de c-Fos fue estadisticamente significativa tanto para
casos (p=0.005) como para controles (p=0.000) con una asociacién positiva para
los casos (Rho=1) y una asociacion negativa para los controles (Rho=-0.975)
CONCLUSIONES: a pesar de ser considerado c-Fos un gen de expresion temprana
y transitoria con una expresion no mayor de 120 min, se demostré6 que en
pacientes se puede encontrar en todo el proceso cicatrizal éseo, desde la fase
de callo blando hasta el dia 37 en fase de remodelacion désea. Existe una
asociacion positiva entre el incremento de la expresidén de c-Fos con los dias
transcurridos desde el inicio de la fratura en los pacientes normoglicémicos, y

una asociacion negativa en los pacientes con estado hiperglicémico persistente.



Existe una expresion a la alza de los genes c-Fos, MMP-3 y MMP-9, en los

pacientes con un estado hiperglicémico persistente en la cicatrizacion sea.

PALABRAS CLAVE: expresion genética, c-fos, metaloproteinasa 3,

metaloproteinasa 9, fractura, hueso, hiperglicemia, diabetes mellitus tipo 2.



1.- MARCO TEORICO
1.1  EPIDEMIOLOGIA DE LAS FRACTURAS OSEAS

Las fracturas 6seas son una de las principales afecciones presentadas a lo largo
de la vida. La ultima estadistica disponible a nivel nacional es del 2001, la cual
reportd un egreso hospitalario total de 138,006 pacientes en el sistema Nacional
de Salud; de ellos 85,964 fueron hombres y 52,042 mujeress. Los dias de
estancia hospitalaria fueron de 266,015, esto representaria un costo actualizado
de 3,170 millones de pesos a nuestro sistema de salud., Estos datos no
considera a los pacientes que recibieron su tratamiento de manera ambulatoria,
por lo que las cifras pueden incrementarse notablemente.

En el 2018 la Secretaria de Salud de la Ciudad de México reportd que se
atendieron en la consulta externa de los hospitales de esta dependencia, un total
de 26,541 pacientes por algun tipo de fractura, ocupan el segundo lugar de las
consultas otorgadas en estas unidades hospitalarias, después de la consulta de

medicina general 3.

1.2 CICATRIZACION OSEA
El proceso de la cicatrizacién 6sea, inicia con la formacién del hematoma en el
sitio de la lesidn, genera la produccién de citosinas y factores de crecimiento, los
cuales desencadenan una respuesta inflamatoria con el reclutamiento de células
madre mesenquimales con su posterior diferenciacion a osteoblastos y
osteoclastos. Inicialmente se forma cartilago, el cual posteriormente se
mineraliza para formar el hueso, en esta ultima fase intervienen activamente en
forma coincidente tanto osteoblastos y osteoclastos para remodelar el hueso a

su forma final.4

Este proceso se ha dividido en cuatro fases (Figura 1): fase (1) Inflamacién de 0
a 3 dias después de la fractura, donde se forma un hematoma con la activacién
del sistema inmunolégico que recluta células multinucleadas. Las de mayor
importancia son los macréfagos. Inicia la angiogénesis y aparecen las células
osteoprogenitoras, asi como osteoblastos y condrocitos; fase (ll) de 3 a 6 dias
posterior a la fractura donde se inicia la formacion de la matriz extracelular y la

formacion del callo blando (cartilago), fase (lll) de los 10 a 21 dias después de



la fractura, con la formacion callo duro (hueso intramembranoso) donde el
cartilago se remodela para formar hueso y finalmente la fase (IV) con la
remodelacion del hueso trabecular formado. s

INFLAMACION CALLO BLANDO CALLO DURO REMODELACION
0-3 dias 3 -6 dias 10 — 21 dias Hueso
Hematoma Formacion de Hueso intra-
Angiogénesis Fast | MEC Fase Il membranoso Fase Il trabecular FAsE IV
Osteoblastos
Monocitos Osteoclasto Osteoblasto Osteoclastos
l“ihl‘(.)hlasms Condrocito Osteoclastos

Figura No. 1 Fases de la cicatrizacion 6sea

El crecimiento y mantenimiento de los huesos depende de la funcién coordinada
de osteoblastos y osteoclastos. El osteoblasto deriva de los progenitores
mesenquimales, produce la matriz extracelular, con su posterior mineralizacion;
el osteoclasto proviene del linaje de monocitos/macrofagos, este reabsorbe la

matriz extracelular ya mineralizada.s

El osteoclasto tiene una parte fundamental en la homeostasis ésea, participa
tanto en la remodelacién como en la cicatrizacion del hueso. Su regulacion aun
no es completamente conocida, tanto en su formacidén (osteoclastogénesis)

como en su activacion en células maduras. 7

Existen al menos 24 genes o loci donde se puede regular positiva o
negativamente a los osteoclastos, varios de los productos génicos de estos loci

aun no se han aclarado con precision en sus redes reguladoras.

Los mediadores quimicos importantes en este proceso de diferenciacion,
maduracion y activacion del osteoclasto son; factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de
transcripcion NF-kB y el receptor activador del ligando del factor nuclear «-B
(RANKL).s



5

= = = 00 o Ty
.. o o ... MMP-9
MoNocITo PRE OSTEOCLASTO UNION DE

OSTEOCLASTO OSTEOCLASTO

PRE OSTEOCLASTOS
iﬁ MADURO ACTIVADO

Figura No. 2 Osteoclastogenésis y sus inductores

1.3 CICATRIZACION OSEA Y DIABETES MELLITUS TIPO 2

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2021, en
la poblacién de 20 afios 0 mas, la prevalencia para diabetes mellitus fue de
15.8%. 9 Por lo que ya se ha considerado a la diabetes mellitus como un
problema de salud publica, que incrementa comorbilidades que de ella se

derivan.

La hiperglicemia cronica en los pacientes con DM2, es uno de los factores mas
importantes para el desarrollo de complicaciones relacionadas con esta
enfermedad, en diferentes niveles estructurales y funcionales, como son micro y
macrovasculares, neurolégicas y cicatrizales. Este estado hiperglicémico
persistente es medido con mayor precision por la hemoglobina glicosilada
(HbA1c).10 Se ha demostrado que los pacientes con una Hb1Ac menor de 7.5%
se curan mas rapido en heridas cronicas. Otros estudios han establecido que los
tratamientos intensivos que mantienen la Hb1Ac por debajo de 7.4% reducen
significativamente un 42% un evento cardiovascular.11 Por lo que las guias
actuales de tratamiento tienen como objetivo que los pacientes con DM2
mantengan una Hb1Ac menor de 7%.12 Con lo anterior y con el conocimiento
que la hemoglobina glicosilada mide la concentracion acumulada a lo largo de la
vida del eritrocito, esto es de 120 dias3), en la investigacion se tom6 como un



estado de hiperglicemia persistente a un valor de hemoglobina glicosilada > de
7.5%.

Los pacientes con DM2 tienen un incremento del 63% en el tiempo de la
cicatrizacion 6sea, independientemente del tratamiento antidiabético que lleven,
ya sea con insulina (57%) o con dieta e hipoglucemiantes orales (76%). Sin
relacién al tratamiento antidiabético que reciban los pacientes, el tiempo de la
cicatrizacion ésea se incrementa a diferencia de los pacientes no diabéticos, un
86% para los que requiere reduccion abierta, un 42% con reduccion cerrada, y

el 26% pueden presentar no-union. 14

La hiperglicemia persistente contribuye a multiples complicaciones, tanto a nivel
celular como molecular este proceso se inicia principalmente por la formacion de
productos finales de glicaciéon avanzada (AGEs) y la activacion de su receptor
(RAGE), que resulta una induccion de estrés a nivel celular, con un constante
estado de oxidacién y la produccion de mediadores inflamatorios, o que da por

resultado una inflamacioén sistémica.1s

Este eje AGEs-RAGE-estrés oxidativo tiene influencia directa en las células 6sea

con repercusidn en la cantidad y calidad de hueso formado.

En los pacientes con DM2 con hiperglicemia persistente, la proporcion de niveles
de RANKL/OPG y TNF-a, se encuentran aumentados. Esto contribuye a una
mayor reabsorcion 6sea, debido a un aumento de la osteoclastogénesis, sin
conocer aun de forma precisa las multiples vias que lo desencadenan. Se ha
sugerido que la actividad osteolitica es debida principalmente a la activacion de
osteoclastos existente.1s

10
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Figura No.3 Simplificacion de las diferentes vias inductoras de c-fos, MMP-3 y MMP-9.

1.4 PROTO-ONCOGEN C-FOS EN EL TEJIDO OSEO

El gen c-fos codifica la proteina nuclear Fos que participa en la regulacion
transcripcional de numerosos genes, asi mismo este requiere ser modificado
post transcripcionalmente, principalmente por fosforilacion, estas vias pueden
ser por la proteincinasa y/o adenilciclasa. 17 Una cascada importante para su
induccion es la cascada de proteincinasa activada por mitdgeno (MAPK) vy la
quinasa regulada por sefnales extracelulares (ERK) que se trasladan al nucleo

para fosforilar y potenciar su actividad postranscripcional.1g

Inicialmente, c-fos, se demostré que solo se encontraba expresado de forma
breve y transitoria en el periodo embrionario, pero posteriormente se observo
que tenia una expresion regular en areas con constante remodelacion
degenerativa, como en las zonas de mineralizacion 0sea y el estrato granuloso-

espinoso de la piel. 19 20

La proteina Fos es requerida durante la transicion de GO a G1 en el ciclo celular

para el crecimiento exponencial en la fase S. 19,21

11



Su induccion es rapida y transitoria, aparece minutos después de su estimulo,
aproximadamente a los 5 min+g, llega a su nivel maximo a los 30-60 min y es

indetectable después de los 120 min. 22

Los estudios experimentales han arrojado diferentes resultados, esto depende
del modelaje empleado; en cultivos celulares se ha demostrado que su expresion
es inducida para la proliferacién celular, pero no es esencial para la viabilidad de
la mayoria de las células con excepcion de las células 6seas, gametogénicas y
en ciertas respuestas neuronales.1923 En los modelos murinos de cicatrizaciéon
0sea, la expresion de c-fos participaba de forma rapida y transitoria. Con una
disminucién de su expresion en el callo blando, esto es posterior a los 7 dias y
con una disminuciéon aun mas significativa después de los 12 dias en el callo
duro peridstico, por lo que se pensé inicialmente que solo tenia funcion a nivel

de los osteoblastos.24

La proteina Fos se dimeriza con Jun, denominada Proteina Activadora 1 (AP1),
de esta manera se potencializa la afinidad en los sitios promotores del DNA para
c-fos.23 La induccion de AP1 (c-fos) en osteoblastos, puede iniciarse por el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B), hormona paratiroidea 2526 y 1,25-
dihidroxi vitamina D, 27 también por parte de la insulina, todos ellos conducen a

un aumento en la activacion celular de AP-1.28.29

Investigaciones posteriores encontraron que Fos (Figura 2) participaba en la
diferenciacion osteoclastica, en la via de senalizacion de RANKL-RANK, se
encuentra una regulacidén positiva y especifica a este tipo celular, ya que, al
encontrarse RANK en otras células, se observé que el entorno éseo era esencial
para su funcion. Estos estudios sugirieron que la participacion de Fos involucraba
dos pasos; la induccién de la expresion de RANK en precursores de osteoclastos
y en la transduccién de sefiales inductoras de osteoclastos de RANK y CSF-
1R.30,31

Los estudios del efecto de la DM2 sobre los osteoclastos son controvertidos y
variados; la DM2 agrava la pérdida 6sea a través de una mayor reabsorcion

osteoclastica, una disminucion de la formacion 6sea, asi como un menor

12



recambio 6seo. Los estudios in vitro indican que la concentracién de glucosa
inhibe RANKL, mediando la diferenciacion y funcion de los osteoclastos. Esta
variedad de resultados, depende de los modelos empleados (murinos o
celulares), de la region anatomica estudiada y/o el linaje celular utilizado para el

modelaje.32, 33

RANKL interacciona con el receptor RANK que activa la sefalizacion de NF-xB
en los osteoclastos, con la activacion para reabsorcién ésea. Se ha observado
que NF-kB es regulada positivamente en diabetes mellitus. Este induce el fator
nuclear de células T activadas citoplasmatico 1 (NFATc1) el cual tiene un papel
positivo en la osteoclastogénesis. La sobre expresion de c-fos en NF-kB induce
la expresion de NFATc1 y la consiguiente formacion de osteoclastos en ausencia
de RANKL.34,35

Por otro lado, c-fos participa en la formacion, mantenimiento y remodelacion de
la matriz organica 0sea, esta es sintetizada por los osteoblastos y su reabsorcion
por los osteoclastos. Esta matriz organica esta formada principalmente por
proteinas, un 90% de colageno, (>95% Tipo |, <5% Tipo V, 1% Tipo Il y XIlI) el
10% restante es por proteoglicanos, osteocalcina, glicoproteinas, factores de

crecimiento y proteinas procedentes del plasma. 3, 37, 38

Una parte fundamental de la cicatrizacion 6sea es la “respuesta de carga”, esto
es una aplicacion de fuerzas en el sitio de fractura, lo que da tension al
citoesqueleto con un aumento en el Ca #* libre intracelular, induce la MAPK con
la regulacion positiva de la expresion de c-fos, este hecho sucede en varios tipos
de células; cardiacas, musculares, endoteliales, osteocitos y osteoblastos.ss, 4o,

41
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1.5 METALOPROTEINASAS

En la fase de remodelacion ésea, las metaloproteinasas (MMP), intervienen en
el recambio activo de la matriz extracelular, un requisito previo para la adhesion,
migracion, proliferacion y diferenciacion celular. Especificamente, durante la
curacion 0sea, posterior a un trauma, tendran que “limpiar” la zona para iniciar la

formacion de un nuevo hueso.

La MMP-3 (estromelisina-1) degrada proteoglicanos, se ha localizado en
osteoblastos, fibroblastos y osteocitos. La MMP-3 inducida por estimulacién por
osteoblastos es una enzima clave para la degradacion del colageno en la
superficie 0sea, este hecho es necesario para el reclutamiento de osteoclastos
y la resorcion ésea, por lo que su regulacion de forma positiva tiene efecto

protector para el hueso.e 42

MMP-9 (gelatinasa B) tiene una activacion por parte de MMP-3,43 ésta se
expresa en los osteoclastos, una de sus funciones principales es la angiogénesis
y la eliminacion del cartilago,s, 44 permitiendo la adhesién e invasion celular.ss
MMP-9 se encuentra expresada a lo largo de todo el proceso de la regeneracion
Osea, principalmente en osteoclastos. Se ha observado en estudios con modelos
murinos, que la ausencia de esta metaloproteinasa, conduce a defectos en la
reparacion osea, por la falta de un adecuado remplazo del cartilago por hueso,
con la presencia de islas cartilaginosas residuales, da como resultado
alteraciones en las propiedades biomecanicas del callo, la causa probablemente
de este evento es por un retraso en la diferenciacion en los osteoclastos, con un
incremento de los osteoblastos y de la angiogénesis.s 46 En los pacientes con
DM2, la hiperglicémia constante genera un estrés oxidante, con aumento
sostenido de la expresion de MMP-9. Las concentraciones elevadas de MMP-9
podria ser un biomarcador importante para evaluar los trastornos asociados en

la diabetes. 47

En cuanto a MMP-3 se ha observado que es responsable en la disminucion de
la diferenciacién de osteoclastos y un incremento de los osteoblastos.ss Otros
estudios establecen que debido a la disminucién de los osteoclastos se ve

14



disminuida la expresion de MMP-3. 49 Se regula de forma positiva para facilitar
la cicatrizacion de las heridas, principalmente relacionada con la migracion
celular, y esta regulacién es modulada por c-fos. 5o

La induccién de la expresion de MMP-3 se reduce un 50% en ausencia de c-fos,
lo que sugiere que este es un factor pivote y altamente especifico para la
regulacion de esta metaloproteinasa.

Otro componente que puede inducir la expresion de MMP-3 es el 17-p-

NDM\@ ~ wvp3
| DM@@“- MMP-9

Figura No. 4 Elementos reguladores en los sitios promotores de la MMP. Sus
posiciones son relativas. Los elementos vacios representan el resto de los
inductores conocidos.

estradiol.o3

Tanto MMP-3 como MMP-9 tienen una activacion postranscripcional por c-fos.s1
En modelos murinos con DM2 se ha observado una mayor actividad de la MMP-
9 relacionada por c-fos (AP-1) y por la via RANKL 5253 0 via de las proteincinasas
activadas por mitdgenos, conocida como via MAPK/ERK. ERK1/2 tiene un papel
de gran importancia para activar y estabilizar AP1 por incremento en su
fosforilacidn, con niveles altos de glucosa, con resultado de una mayor expresion
de MMP-9.53 En heridas de pacientes con DM2 que presenta alteraciones en su
cicatrizacion se ha observado que los productos finales de glicosilacion
avanzada (AGE) incrementan la expresion de MMP-9 en los queratinocitos, con
una inhibicion significativamente en su migracion y proliferacién, esto asociado

con una degradacion excesiva de la matriz extracelular. s4
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1.6 TRATAMIENTO ANTIDIABETICO Y SU EFECTO EN EL HUESO

La metformina tiene un efecto protector en el hueso, en modelos animales que
se les realiz6 overiectomia, aumentan la diferenciacion de osteoblastos por la via
del factor de transcripcion Runx2, por la cascada reguladora de AMPK, vy
disminuye la de los osteoclastos, estos ultimos por una disminucion del factor de
transcripcion RANKL.

Las tiazolidinedionas (rosiglitazona y pioglitazona), cuyo mecanismo de accion
es por la activacion de los receptores para sustancias proliferadoras de
peroxisomas (PPAR), en su dos isoformas PPARy1 y PPARy2 suprimen la
diferenciacion de osteoblastos y aumenta la expresiéon de RANKL con resultado

de incremento de osteoclastogénesis, con un incremento en la resorcion osea.

Las incretinas, los péptidos similares al glucagon (GLP-1, GLP-2) y el polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP), en México el unico comercializado
es la liraglutida, se ha demostrado que tanto los osteoblastos como los
osteoclastos expresan receptores para las incretinas GIP y GLP, los estudios
clinicos aun no son concluyentes en algunos estudios se reporta que la liraglutina
reduce el riesgo de fracturas vertebrales y la exenatida aumenta el riesgo, en
estudios preclinicos con modelos experimentales mostraron que la exendina-4
inhibid la resorcién 6sea al aumentar RANKL y promovi6 la formacion ésea
debido a los osteoblastos.ss

En modelos celulares experimentales de osteoblastos, cuando los estimularon
con GIP, se reporté un incremento de hasta un 40% de la induccion de la
expresion de c-Fos y si se agregaba ATP extracelular se incrementaba 4 veces

la induccion.sg 57
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fracturas 6seas son una de las patologias mas frecuentes, asi como la
creciente prevalencia de la DM2 con sus respectivas complicaciones, ambas
situaciones clinicas reunidas en un paciente pueden conducir a una alteracién
en la cicatrizacion ésea, incrementando el tiempo de su curacién.

Muchos de los estudios de las vias metabdlicas y genéticas de la cicatrizacion
6sea han permanecido en estudios experimentales con resultados
heterogéneos.

El gen c-fos es un proto oncogén de accién inmediata temprana, que en la
cicatrizacion 6sea participa principalmente en la osteoclastogénesis, tanto en la
diferenciacion como en la activacion de osteoclastos ya maduros, se ha
observado que este gen es inducido por productos finales de la glicacion
avanzada (eje AGEs-RAGE) en estados de hiperglicemia persistente, este gen
asimismo tiene sitios especificos en la zona promotora de las MMP-3 y MMP-9.
Por lo que en estados de hiperglicemia persistente la via AGEs-RAGE induce la
expresion de c-fos y este la de las MMP-3 y MMP-9, dan por resultado a un
aumento de la osteoclastogénesis, que condiciona resorcion Osea, y el
incremento de MMP-9 inhibe significativamente la migracion y proliferacion
celular, con una degradacion excesiva de la matriz extracelular.

La regulacion a la alza de estos tres genes c-fos, MMP-3 y MMP-9 por los
productos finales de la glicacion avanzada, daria por resultado a una mayor
resorcion 6sea por aumento de la osteoclastogénesis, alteracion en la migracion
y proliferacion celular en el sitio de fractura y una degradacion excesiva de la
matriz extracelular, da como resultado un aumento del tiempo de la cicatrizacion
O0sea. Por lo que en esta investigacidn se analiza los patrones de expresion de
estos tres componentes en pacientes con fracturas, con DM2 estados de
hiperglicemia persistente y pacientes sin DM2 normoglucémico.

3.- JUSTIFICACION

Con este estudio se quiere explorar la expresion del gen c-fos y de las
Metaloproteinasas 3 y 9 en fracturas en pacientes con DM2 en estados
hiperglicémicos persistentes, asi como en pacientes sin DM2 normoglucémicos,

ya que hasta este momento los unicos estudios en este tema se han realizado
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en modelos experimentales murinos y celulares, con gran heterogenidad de
resultados. Estos han encontrado un incremento de su expresion, debido a los
productos finales de la glicacion avanzada en estados hiperglucémicos, lo que
pudiera ser una via importante para el retardo en la cicatrizacién 6sea en los
pacientes con DM2, de esta manera se generara conocimiento en la expresion

de estos genes in vivo con humanos.

4.- PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existira una expresiéon a la alza de c-fos, MMP-3 y MMP-9 en pacientes con
DM2 en un estado hiperglicémico persistente con fracturas en comparacion con

pacientes no DM2 normoglicémicos?

5. HIPOTESIS

Si existe un estado hiperglicémico persistente en los pacientes con DM2 al sufrir
una fractura, entonces se observara un perfil de expresion de c-FOS y MMP-3,
MMP-9 mayor que pacientes normoglicémicos sin DM2.

6.- OBJETIVOS
6.1. GENERAL:
Analizar los patrones de expresion del gen c-fos, y las MMP-3 y MMP-9 en

fracturas de pacientes con DM2 y pacientes normoglicémicos sin DM2.

6.2. ESPECIFICOS:

- Analizar el nivel de expresidon de c-fos con relacidon a los dias
transcurridos de la fractura a la toma de la biopsia.

- Analizar la relacion de la hemoglobina glicosilada con el nivel de
expresion de c-fos, MMP-3 y MMP-9.

- Analizar la relacion de la expresion de c-fos con el nivel de expresion
de MMP-3 y MMP-9

- Analizar la relacién de la expresion de la MMP-3 con el nivel de
expresion de MMP-9
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7.- MATERIAL Y METODO:

7.1 DISENO DEL ESTUDIO:

- Observacional.

- Descriptivo.

- Transversal.

- Comparativo.

7.2 POBLACION DE ESTUDIO:

- Pacientes que ingresan al servicio de urgencias meédicas de un hospital
de segundo nivel de poblacion abierta de la Secretaria de Salud de la

Ciudad de México con diagndstico de fractura cerrada.

7.3 TAMANO DE LA MUESTRA:
Al ser un estudio exploratorio y al no existir estudios previos de este tipo se
considerd una muestra a conveniencia para la investigacion
- 5 Pacientes con fractura cerrada y DM2 con estado hiperglicémico
persistente.
- 5 Pacientes con fractura cerrada sin DM2.

- Total de 10 pacientes se integraron al estudio.

- Con un calculo del tamafio de la muestra para dos grupos independientes
de acuerdo a una proporcién donde no se cuenta previamente un estudio
sobre nuestras variables dependientes a estudiar en fracturas, con una
proporcion esperada del 50% con el software G-Power Version 3.1.9.7
(Heinrich-Heine-Universitét Disseldorf), con un tamafo del efecto de 0.5, un
error a de 0.05, un poder b de 0.80, seria cada grupo de 64 pacientes en un

total de 128 pacientes.
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7.4 VARIABLES INDEPENDIENTES:

DEFINICION DEFINICION TIPO DE TIPO DE
INDEPENDIENTES ) NIDADES
TEORICA OPERACIONAL VARIABLE VARIABLE u
Medida de
ncentracion
GLUCOSAEN concentracio de Examen I .
glucosa libre en . Cuantitativa  Continua mg/dl
SANGRE preoperatorio
una muestra de
sangre en ayuno.
Medida de la
concentracion de
heteroprotein Examen o .
HBA1cC eteroproteina, amen Cuantitativa  Continua %
de la unién de la preoperatorio
hemoglobina con
glucido
Tiempo Tiempo
transcurri transcurri
TIEMPO DE d:sgngla dt(é)rdida 3;%% I:o
EVOLUCION DE perc Cuantitativa Discontinua Dias
de la continuidad  fractura hasta
LA FRACTURA .
6sea hasta la latomade la
osteosintesis muestra.
7.5 VARIABLES DEPENDIENTES:
DEFINICION DEFINICION TIPO DE TIPO DE
DEPENDIENTES TEOGRICA OPERACIONAL VARIABLE | VARIABLE UNIDADES
Protooncogen celular
perteneciente a la Exoresién del
c-Fos familia de factores de b . Cuantitativa Continua Folds
S protooncogén
transcripcion de genes
de expresién rapida
Enzima proteasa, que
requiere metal r .,
METALOPROTEINASA ' CaJlere metaies para Expresion de s .
su actividad, participan : Cuantitativa Continua Folds
9 - la gelatinasa.
en la formacion de la
matriz extracelular
Enzima proteasa, que
requiere metal r Expresion
METALOPROTEINASA ' Cduleré metales para presion de I .
su actividad, participan la Cuantitativa Continua Folds

3

en la formacién de la
matriz extracelular

estromelinasa.
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7.6 CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes con fractura cerrada.

Paciente que acepto tratamiento quirdrgico con reduccion abierta y
fijacion interna con material de osteosintesis.

Paciente que firmo el consentimiento informado y acepté la toma de
biopsia del callo éseo.

Mujeres con postmenopausia sin tratamiento de reemplazo hormonal.
Paciente que se integraron como caso: DM2 con Hb1Ac > 7.5%

Paciente que se integraron como control: sin DM2 normoglicémico

7.7 CRITERIOS DE EXCLUSION:

Tener enfermedades inflamatorias o inmunoldgicas que requieran
tratamiento inmunomodulador o esteroideo.

Infeccion de tejidos blandos.

Enfermedad conocida o con sintomatologia paratiroidea.

Tratamiento de reemplazo hormonal por menopausia.

Tratamiento con liraglutida (Tiazolidinediona).

7.8. CRITERIOS DE ELIMINACION:

- Muestra insuficiente; determinada por la pureza, integridad y cuantificacion

del RNA (segun las caracteristicas determinadas en el apartado 7.9.2.2 de

Procedimientos)

7.9 TECNICAS DE LABORATORIO:

7.9.1 PACIENTES — RECOLECCION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

a) El procedimiento debe realizarse en condiciones libres de ARNasa.
Usar guantes estériles en todo momento, para manipular la
muestra, los tubos estériles, los reactivos y el instrumental.

b) Durante el procedimiento quirurgico, el cirujano, al realizar la
limpieza de los extremos Oseos a coaptar, procede a legrar,
retirando callo éseo con fragmento 6seo, el cual se desecha como
rutina.

c) Eltejido proporcionado por el cirujano en un recipiente estéril, se le

realiza lavado con solucién salina 0.9% para retirar sangre.
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d)

e)
f)

Con pinzas Adson estériles se coloca la 0.3 gr. de muestra en el
tubo Eppendorf con 700 ul de solucién de TRIzol.

Colocar el tubo en una hielera con refrigerantes para transportarlo.
Congelar la muestra a -30°C hasta ser transportado al laboratorio
de Biologia Molecular del HGMEL en un lapso no mayor de 48
horas.

7.9.2 EsTUDIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR:

7.9.2.1 Extraccion de acidos nucleicos del hueso fresco.

a)

Descongelar sobre hielo la muestra previamente conservada en el
tubo Eppendorf con 700 pl de TRIzol.

Anadir 200 pl de cloroformo y resuspender durante 15s y reposar
por 5 min.

Centrifugar a 11500 RPM por 30 min a 4°C.

Se forman tres capas; la capa acuosa superior (transparente)
contiene el RNA, fase intermedia blanca que contiene proteinas y
lipidos y la fase rosa/purpura que contiene restos de tejido y DNA.
Aspirar con cuidado el sobrenadante (transparente), transferir toda
la fase acuosa en un tubo nuevo.

Agregar 350 ul de Isopropanol y mezclar suavemente.

Incubar la muestra a temperatura ambiente durante 15 min para
precipitar el RNA.

Centrifugar a 11,500 RPM por 20 min a 4°C.

Retirar sobrenadante, manteniendo mucha precaucion de
conservar el pellet.

Lavar el pellet conservado en el tubo afiadiendo 500 ul de Etanol
75% previamente enfriado a 4°C.

Centrifugar a 8000 RPM por 15 min a 4°C

Retirar sobrenadante, manteniendo extremo cuidado con el pellet.

m) Secar a temperatura ambiente hasta que no existan rastros del

n)

etanol.
Disolver el pellet y dispersar con la micropipeta en 30 ul agua libre

de nucleasas y almacenar a -30 — 70°C
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7.9.2.2. Evaluacién de la pureza y cuantificacion del RNA.

a)

b)

Con el espectrofotometro DeNovix DS-11 FX se coloca 1pl de la
muestra.

El espectrofotdmetro permite la cuantificacion y proporciona un
escaneo espectral que se puede usar para detectar contaminacion
por proteinas o solventes.

El espectrofotometro realiza la cuantificacion en ng/ul

La absorbancia para determinar contaminantes sera la lectura de
la densidad 6ptica en A260/A280, la cual debe ser de >1.7 <2.0

7.9.2.3. Evaluacion de la integridad del RNA mediante electroforesis

en gel de agarosa.

Se analiza la degradacion del ARN ribosomal de 18s y 28s en un
gel de agarosa.

Se evalua la ausencia de “manchas” de las bandas del RNA

Se prepara un gel de agarosa al 1% en Buffer TAE 1x mas
intercalante de Midori green.

Mezcla 1 ul de RNA + 1ul de buffer de carga con tampon de carga
y caliente a 65°C durante 5 min.

Se ejecuta a 10V por cm entre electrodos en el tanque de
electroforesis.

Se visualizan las bandas en el gel en un transiluminador UV con

camara digital.

7.9.2.4. Sintesis de cDNA con el Kit de transcripcion QuantiTect Rev.
(50) de QIAGEN
1.

a
b
c
d

)
)
)
)

Eliminacion de DNA gendmico

Buffer de limpiado de gDNA (7xGA) 2ul
RNA (> 1ng)

Agua libre de ARNasa

Volumen total de reaccion 14 pl
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Incubar 42°C por 5 minutos y luego colocarlo inmediatamente en

hielo

. Reaccion de transcripcion inversa

Se prepara y se trabaja la mezcla maestra de transcripcion inversa
en hielo.

Transcriptasa inversa Quatiscript 1pl

Buffer Quantiscript RT 5x (contiene Mg?* y dNTPs) 4 pl

RT Primer Mix 1 pl

RNA 14pl

Volumen final de la reaccion 20 pl

Incubar en el termociclador durante 15 min a 42°C

Incubar en el termociclador durante 3 min a 95°C para inactivar la
transcriptasa inversa.

Evaluacion de la pureza y cuantificacion del cDNA por
espectrofotometria.

Realizar una dilucion con 90 ul de agua libre de nucleasas para
obtener un volumen final de 120pl.

Colocar en hielo y proceder a realizar gPCR.

Se puede almacenar a -20°C

7.9.2.5. Re suspension y almacenamiento de los oligonucleétidos

(sondas).

a)

b)
c)
d)

Centrifugar el tubo para asegurar que su contenido se encuentra
en el fondo.

Agregar agua inyectable.

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

Almacenarlos a -4°C.

7.9.2.6. Pre-amplificacion de cDNA por RT-PCR (PCR punto final)

a.

Se realiza una mezcla para cada muestra estudiada y para cada
uno de los genes a determinar su expresion. (c-Fos, MMP-3, MMP-
9y el gen normalizador GAPDH)

Agua molecular 13.9ul
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Buffer 5 pl
Mg?* 1.5 pl
dNTPs 0.3 pl

Oligonucledtidos (sondas) reconstituidos (Tabla 1)

= ® a o

i. Forward 1ul
ii. Revers1 ul
g. cDNA 2l
h. Polimerasa 0.3l
i. Volumen final 25ul
j- Las condiciones del termociclador (MaxyGene Il de Axygen) fueron
con las siguientes caracteristicas: 5 min a 96°C continuando con 8
ciclos de 60°C por 40 s, 72°C por 5 min, 4° .
k. Con el producto se realiza gPCR o se almacena a -20°C.

7.9.2.7. qPCR SYBR Green | (PCR Tiempo real)

a. Enuna placa de reaccion para qPCR se utilizara un posillo para la
determinacién de cada uno de los genes a determinar mas el
control negativo para cada una de las muestras. Un total de 50
posillos para la determinacion.

b. En cada posillo se colocara con un volumen final de 10ul

i. SYBER Green |5 pl
ii. Agua inyectable 3 pl
iii. Oligonucledtido
1. Forward 0.5 pl
2. Revers 0.5 nl
iv. cDNA templado de la pre-amplificacion 1ul

c. Las condiciones del termociclador (CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System de BIO-RAD) con las siguientes caracteristicas:
95°C por 3 min posterior con 40 ciclos de 95°C por 10 s, 60°C por
30 s.

25



Tabla 1. Gen y nucleotidos empleados

REFERENCIA
GEN SECUENCIA DEL CEBADOR
NCBI

FORWARD GAGAGCTGGTAGTTAGTAGCATGTTGA
REVERSE AATTCCAATAATGAACCCAATAGATTAGTTA
FORWARD GCCAGGGATTAATGGAGATG

REVERSE GAGTGCTCCAGGGTCCTT

FORWARD GGTGATTGACGACGCCTTTG

REVERSE CTGTACACGCGAGTGAAGGT

FORWARD TGGCATATCTCTTATTAAGGGGG

REVERSE ACTTCTCATCAGCCACCTCG

c-Fos NM_005252

MMP-3  NM_002422

MMP-9  NM_004994

GABDH nNMm_002046

7.10 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 la prueba de normalidad de la distribucion de las variables con
la prueba Kolmogorov-Smirnov, la comparacion de dos grupos
independientes de los niveles de expresion de RNAm se llevo a cabo con la
prueba de Mann-Whitney. La correlacion entre la expresion entre los genes 'y
con el porcentaje de hemoglobina glicosilada, los dias transcurridos de inicio
de la fractura y entre cada gen se estimé por la prueba de Sperman. El limite
de significancia se fijé en 5% p<0.05, al haber planteado una hipoétesis de dos
colas se usa la significancia bilateral. (El analisis de datos se realizé con el
software SPSS, version 26 SPSS, Chicago, IL, EE. UU.).
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8.- RESULTADOS.
8.1 PACIENTES

En el estudio se incluyeron 10 pacientes, estos fueron 5 pacientes en el grupo
de casos, caracterizados por tener una fractura 6sea y DM2 con una
hemoglobina glicosilada mayor de 7.5 %, considerado como un estado
hiperglicémico persistente, (3 mujeres y 2 hombres, 34 a 87 afos; media 16+
DE, 62.2 £19.7 afios) y 5 pacientes en el grupo control caracterizados por
presentar fractura 6sea y no tener DM2 (1 mujer y 4 hombres, 41 a 70 anos;
media + DE, 52.4 +11.3 afos), ambos grupos fueron homogéneos y no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.320) por lo que se
consideran comparables. Los pacientes fueron incluidos de manera consecutiva
en un lapso de 8 meses, se reclutaron en un hospital de segundo nivel de
poblacion abierta de la Ciudad de México.

El tiempo de evolucion de la fractura fue para el grupo de casos de 8 a 35 dias
(media + DE ,14.4+11.5) y el grupo control de 6 a 37 dias (media + DE
,16.8£12.5), ambos grupos fueron homogéneos y no presentaron diferencias

estadisticamente significativas (p = 0.805).

Tabla 2. Caracteristicas demograficas por grupos.

CONTROL N=5 CAsos n=5 p<0.05
EDAD (afos) 52.4 +11 62.2+19.7 0.320
Sexo (M/H) 1/4 3/2 -
DIAsS FRACTURADO 16.8£12.5 14.4 £11.5 0.805

Los valores son media + desviacion estandar.

8.2 CARACTERISTICAS GLUCEMICAS
Uno de los objetivos de esta investigacion fue conocer el impacto de la expresion
de los genes de c-fos, MMP-3 y MMP-9 en el trayecto de la cicatrizacion 6sea en
pacientes con DM2 con estado hiperglicémico persistente en comparacion con
pacientes sin DM2 normoglicémicos, los resultados se reportan con su mediana
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y su desviacion estandar: los casos tuvieron 13.3 £11.3 afios de evolucion, los
cuales tuvieron una glicemia de 168.6 £24.1 mg/dl y una hemoglobina glicosilada
de 8.7+0.39 %.

Ambos grupos presentaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.009),
lo que nos permitié inferir, que las diferencias observadas en los patrones de
expresion de los genes analizados, estan directamente relacionadas con el
estado hiperglicémico presentado por los pacientes del grupo de casos, a
diferencia del grupo control normoglicemico.

Tabla 3. Concentraciones glucémica por grupos.

CONTROL N=5 Casos n=5  p<0.05*
GLICEMIA (mg/dl) 90.6 +11.2 168.6 £ 24.1 0.009
HEMOGLOBINA GLICOSILADA 0.009
4.7+0.43 8.7+0.39
(%)
ANOS DE EVOLUCION DM2 0 13.3+11.3 0.005

Los valores son media + desviacion estandar.

8.3 EXPRESION GENICA DE c-Fos, MMP-3 Yy MMP-9

La expresion de los genes analizados son unos de los varios participantes en el
proceso de la cicatrizacidn 6sea, los patrones de expresion, se analizaron por
RT- gPCR, el cDNA analizado provino de callo éseo obtenido en el momento de
realizar la osteosintesis de las fracturas. Los valores obtenidos se reportaron en
términos de ACt de c-Fos, MMP-3 y MMP-9 y se normalizaron con la expresion
del gen constitutivo o de referencia GAPDH. Se compard la expresion por medio
del 2*-(AACt) de c-Fos, MMP-3 y MMP-9 entre ambos grupos (Tabla 4). Al
encontrarnos con datos con una distribucién no normal, se decidi6 realizar una
prueba no paramétrica utilizando la U de Mann-Whitney. Los resultados
identificaron diferencias significativas para el gen MMP-3 (p=0.025) entre el
grupo de casos y control, pero no presentd diferencias estadisticamente
significativas para la expresién génica para c-Fos (p=655) y MMP-9 (p=0.180).
Debido a que el numero muestral para ambos grupos es reducido, al ser un

estudio exploratorio, decidimos reforzar nuestros datos y ampliar su analisis, por
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lo que recurrimos a la unidad de cambio (Fold change) de la expresion de los
genes estudiados (c-fos, MMP-3 y MMP-9) en comparaciéon con el gen
constitutivo (GABDH); los pacientes del grupo de casos presentaron mayor
expresion en los genes estudiados, esto fue para c-Fos 1.84 veces, mas que los
controles, MMP-3 10.7 veces mas y MMP-9 5.02 veces mas con respecto al
grupo control. A pesar de que los cambios en la expresion génica relativa (2"-
(AACt)), no presentd una diferencia estadisticamente significativa, solo para
MMP-3 entre los dos grupos (p = 0.025), si se presentd una regulacion a la alza
(FC) de estos genes en un estado hiperglicémico persistente, principalmente de

las metaloproteinasas.

Tabla 4. Descripcién de los niveles de RNAm por grupos para c-Fos, MMP-3,
MMP-9

CoNTROLN=5 CAsOSs n=5 p<0.05* FC
0,520 (0.090- 2.12(0.685- 1.84
c-Fos 0.655
0.520%) 8.445*)
0.960(0.330— 12.3(5.075- 10.7
MMP-3 0.025
0.960%) 22.11*%)
0.420(0.350—- 6.08 (1.86— 5.02
MMP-9 0.180
0.420%) 12.66**)

Todos los valores de RNAm son 22-(AACt) normalizados a GABDH (FC=1).
Los valores son mediana (percentiles 25, 50%, 75**)

FC, Fold change

*Prueba U de Mann-Whitney

Con la finalidad de observar la influencia de la expresion de c-fos sobre
las metaloproteinasas y la asociacion de c-fos con los dias transcurridos de la
fractura, se procedi6 a realizar la prueba de Spearman.

En cuanto a la asociacion con c-fos y MMP-3 y MMP-9 no existio
asociacion estadisticamente significativa, tanto en casos como en controles. Por
el contrario, y de manera interesante, se encontré asociacién con el nivel de
expresion de MMP-3 y MMP-9 (p=0.000, Rho=1) en el grupo control, no asi en

los casos. En cuanto al nivel de asociacion con la expresion de c-Fos en relacion
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con los dias trancurridos de inicio de la fractura y, por lo tanto, en el proceso de
la cicatrizacion 6sea, en la prueba estadistica de Sperman existe una asociacion

positiva (p=0.000 Rho= 1) en los controles, y una asociacion negativa en los
casos (p=0.005 Rho=-0.975) (Figura 5).

Tabla 5. Correlacion de niveles de RNAm de c-Fos/MMP-3, c-Fos/MMP-9, MMP-
3/MMP-9, DFx/c-Fos.

CONTROL n=5 CAs0Ss n=5

p Rho p Rho
c-Fos/ MMP-3 0.667 (0.500) 0.873 (-0.100)
c-Fos/ MMP-9 0.667 (0.500) 0.285 (0.600)
MMP-3/MMP-9  0.000** (1.0) 0.188 (0.700)
DFx/c-Fos 0.000** (1.0) 0.005* (-0.975)

Todps los valores de RNAm se normalizaron a GABDH.
Las comparaciones se evaluaron mediante la prueba de Spearman.

En parentesis el nivel de correlacién de Sperman (Rho) * p<0.05 ** p<0.01
p<0.05

DxFx/c-Fos

27-(AACE)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Dias de fracturado

Controles

Casos

Figura 5.- Asociacion con los dias transcurridos de la fractura con la
expresion de c-fos.

Para estudiar el efecto del estado hiperglicémico persistente, considerado por el
porcentaje de la hemoglobina glicosilada > de 7.5%, se realizd la correlacion
entre esta y los genes c-fos, MMP-3 y MMP-9. No se encontro asociacién con el

porcentaje de HB1Ac y la expresion de c-fos y MMP-3 tanto en casos como en
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controles. En cuanto a la asociacion entre Hb1Ac y MMP-9 se demostrd
asociacion positiva, estadisticamente significativa en los casos (p=0.000 Rho =

1) no asi en los controles.

Tabla 6 Correlacion de %Hb1Ac con niveles de RNAm c-Fos, MMP-3, MMP-9

CONTROL n=5 CAsos n=5
He1Ac /c-Fos 0.667 (-0.500) 0.285 (0.600)
He1Ac/MMP-3 0.667 (0.500) 0.188 (0.700)
He1Ac/MMP-9 0.667 (0.500) 0.000 (1)**

Todos los valores de RNAm se normalizaron a GABDH.

Las comparaciones se evaluaron mediante la prueba de Spearman,

En parentesis el nivel de correlacion de Sperman (Rho) * p<0.05 ** p<0.01
p<0.05

8.- DISCUSION.

El crecimiento y mantenimiento de los huesos, asi como su cicatrizacion,
depende de la funcion coordinada de células y de sus mediadores quimicos para
la diferenciacion y activacion de estas, s-7 también son necesarias enzimas
proteoliticas para la formacion y el recambio de la matriz extracelular ésea,
dentro de este grupo de proteinas se encuentran las metaloproteinasas, la MMP-
3 y MMP-9 son las principales con efecto directo en la cicatrizacién 6sea. g, 44, 45,
46, 48 Todos estos procesos son mediados al menos por 24 genes que pueden
regular positiva o negativamente estas redes. g

Estas redes reguladoras de la cicatrizacion ésea se ven alteradas en los
pacientes con DM2, con un incremento de hasta un 63% en el tiempo de la
cicatrizacion osea. 14

Uno de los componentes de estas redes mediadoras es el gen c-fos, el cual
participa en la regulacion transcripcional de numerosos genes y es fundamental
para la formacién y maduracion de osteoblastos y osteoclastos, asi como del
mantenimiento y remodelacion de la matriz organica 6sea 24,36-3s

El proto oncogen c-fos se ha estudiado en numerosas investigaciones, tanto en
modelos celulares 3158-60 COMO MUrinos, 3061-64 SU diversidad de condiciones
establecidas para su desarrollo, han dado variabilidad de resultados, 1g hasta
ahora no se ha realizado un estudio de este gen in vivo en humanos con

fracturas, asi como su expresion en estados hiperglicémicos persistentes, por lo
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que esta investigacion llevo la tarea en estudiar su expresion en esas

condiciones.

El hallazgo mas importante en el presente estudio fue haber encontrado la
expresion de c-fos en todo el trayecto de la cicatrizacién ésea, principalmente en
el grupo normoglicémico (control), esto se observa en la grafica interponiento la
expresion del gen c-fos en relacion con los dias transcurridos desde el inicio de
la fractura en la que se tomaron las biopsias, estas oscilaron entre el dia 6 hasta
el 37 y se realizd la comparacion entre ambos grupos (Figura 5). Este gen se ha
considerado de expresion temprana y transitoria con un pico maximo a los 30-60
minutos posterior del estimulo y llega a ser casi imperceptible a los 120 minutos
segun Ransone et al., 2> contrariamente a ello se encontré un incremento de la
expresion de c-fos, conforme aumentan los dias transcurridos desde el inicio de
la fractura en los pacientes del grupo control, existiendo una notable diferencia
con el grupo de casos con un estado hiperglicémico persistente, donde la mayor
expresion de c-fos es solo al inicio de la fractura con un rapido descenso a partir

del dia 9, este aumento de su expresion inicial es aun mayor que en los controles.

En cuanto al nivel de expresiéon de c-Fos el FC presentd una expresion a la alza
de 1.84 veces mas en los casos, esta fue mas préximo al inicio de la fractura y
fue disminuyendo conforme transcurrian los dias, a diferencia de los controles
cuya expresion incrementa conforme avanza el tiempo desde el inicio de la
fractura, esto se representa en la Figura 5.

La expresion de c-Fos en los casos asemeja a los estudios de Kreisberg et al.sg
en un modelo celular, donde demostré que concentraciones elevadas de glucosa
incrementan la expresion de c-fos, hasta 48 h posterior a la adicién de glucosa
al cultivo celular. Uno de los posibles factores de esta alza en los estados
hiperglicémicos persistentes podria ser la produccion de radicales libres y
AGEs1s asi como la activacion de las vias proinflamatorias, con la produccion de
factor nuclear—«B, la proteina quinasa activadora de mitogenos (MAPK),
produciendo una inflamacion cronica de bajo grado, 5 y estos factores son
iniciadores para la expresion de c-fos 1g (Figura 1), lo que puede dar una mayor
expresion de c-fos en los primeros dias de la fractura, en los pacientes del grupo
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de casos, debido a que ellos tienen de forma basal una concentracion mayor de
factores inductores de c-fos.

En los casos, se presentd un descenso de la expresion de c-fos, después del
dia 9, lo que concuerda con los estudios de Ohta S, Yamamuro et al., en un
modelo murino, el cual no encontraba su expresion en el callo blando posterior
a los 7 dias, y una disminucion significativa después de los 12 dias en el callo
duro, 24 existio una diferencia en los controles, donde se observé un incremento
de la expresion de este gen, esto considerablemente a partir del dia 20, que de
acuerdo con el proceso de la cicatrizacion 0sea, en este periodo de tiempo, ya
se esta formado el hueso intramembranoso,s el cual tiene mayor capacidad para
una respuesta de carga, Peake et al. y Liedert et al., encontraron en células
Oseas, que la aplicacion de tension en el citoesqueleto se producia una
regulacion positiva de la expresion de c-fos. 39,41

Lo anterior se corroboré por medio del estudio de correlacion de Spearman
donde se observo en los casos una asociacion negativa de los dias transcurridos
con la expresion de c-Fos (p = 0.005 Rho= -0.975) y una asociacion positiva en
los controles (p=0.000 Rho= 1). Con el antecedente de que el 86% de los
pacientes con DM2 presentan un incremento del tiempo de la cicatrizacion
Osea.1s La divergencia que presentan las curvas de la expresion de c-fos en la
linea del tiempo (Figura 5) entre los casos y controles, la asociacién negativa en
los casos y la positiva en los controles, podemos proponer, que el grupo de casos
presenta un retraso en la cicatrizacion 6sea y con ello a una falta de respuesta a
la carga en el sitio de fractura con una menor expresion de c-Fos, como propone

Peake et al. y Liedert et al., en modelo celular, nosotros lo corroboramos in vivo.

Unos de los componentes importantes para la cicatrizacion 6sea, son las
metaloproteinasas, las cuales participan en el recambio activo de la matriz
extracelular, angiogenésis y quimiotaxis celular.s1 Esta investigacion incluyo dos
tipos, la MMP-3 y la MMP-9.

Se encontrd una expresion a la alza de estas dos enzimas proteoliticas, MMP-3
tuvo una expresion 10.7 (FC) veces mayor en los casos que en los controles
(mediana Controles = 0.420 Casos = 6.08 p=0.180) (Tabla 4), esta es producida
principalmente por los osteoblastos, degrada proteoglicanos y participa en la
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resorcién Osea, principalmente por la activacién de los osteoclastos segun los
reportes de Jeahn F et al. 42

Kupczyk et al., describieron que esta metaloproteinasa se presenta en altas
concentraciones en heridas de dificil cicatrizacion, como en pacientes con DM2,
66 |10 que puede explicar la expresion a la alza, en los pacientes con estado
hiperglicémico persistente del grupo de casos, esto conduce a un aumento de la

resorcion 0sea en el sitio de fractura retardando el proceso de cicatrizacion.

En cuanto a la MMP-9 tuvo una expresion a la alza en los casos de 5.02 (FC)
veces mayor que en los controles (mediana; Controles = 0.960 Casos = 12.3
p=0.180), aunque el incremento en su 2*-(AACt) no fue estadisticamente
significativo, esta metaloproteinasa se expresa principalmente en osteoclastos,
la cual elimina el cartilago y produce angiogénesis, esta elevacion concuerda
con Zhang et al s4 donde establece que los productos finales de glucosilacion
avanzada (AGEs) incrementan la expresion de MMP-9, con alteraciones en la
cicatrizacion en los pacientes con estados hiperglicémicos persistentes, este
hecho se comprobo con el estudio de correlacion de Spearman, el cual tuvo una
asociacion positiva entre el porcentaje de la Hb1Ac y la expresién de MMP-9
(p=0.000 Rho= 1).

Se ha establecido que la MMP-9 tiene un sitio promotor para MMP-3 que regula
Su expresion,s3 para comprobar esto se hizo un estudio de asociaciéon de
Spearman, donde se encontré que en el grupo control existid asociacion de la
expresion de MMP-3 y MMP-9 (p= 0.000 Rho= 1), no asi en los casos (p=0.188
Rho 0.700), esto puede deberse a que la regulacion de MMP-9 en los casos es
mas por vias de los AGEs, 7 que por la MMP-3 de forma directa como se observo

en los controles.

Estas dos metaloproteinasas tienen una region de activacion postranscripcional
por c-fos,s051 N0 se encontrd asociacion entre la expresion de c-fos con MMP-3
y MMP-9, tanto en el grupo de casos como de controles (Tabla 5), ya que estas
presentaron una expresion a la alza en el grupo de casos (Tabla 4), lo que nos
hace pensar que la via de su activacion es principalmente por los AGEs y la via
de MAPK 53 en los pacientes con un estado hiperglicémico persistente.
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10.- CONCLUSIONES

La investigacién fue un estudio exploratorio, ya que hasta ahora todos los
estudios realizados habian sido con modelos experimentales, no existian
analisis directamente en humanos, por lo que el numero muestral fue
reducido en ambos grupos, nuestros datos nos permitieron sugerir
diferentes hechos biolégicos en la expresion de los genes estudiados,
tanto en un estado normoglicémico como en un estado hiperglicémico
persistente, estas observaciones nos permitiran realizar un calculo
muestral mas adecuado, para un estudio que nos permita confirmar con
mayor fiabilidad estadistica nuestros actuales hallazgos.

El protooncogen c-fos a pesar de ser considerado un gen de expresion
temprana y transitoria, en el proceso de la cicatrizacion 6sea en humanos,
se encontré en todo el trayecto de la consolidacién 6sea en pacientes
normoglicémicos.

Existe una asociacion positiva con el incremento de la expresion de c-fos
con los dias transcurridos desde el inicio de la fractura en los pacientes
normoglicémicos, y una asociacion negativa en los pacientes con estado
hiperglicémico persistente.

Se comprobd que existe una expresion a la alza de los genes c-fos, MMP-
3 y MMP-9, en los pacientes con un estado hiperglicémico persistente en
la cicatrizacion osea.

Se encontrd que en los pacientes normoglicémicos existe una asociacion
positiva con la expresion de MMP-3 y MMP-9.

Se determiné una asociacion positiva con el porcentaje de la Hb1AC y la

expresion a la alza de MMP-9.
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11.- ETICA Y DECLARACION DE CONFLICTOS DE INTERESES:

El estudio fue realizado de acuerdo con las normas éticas de las Declaraciones
de Helsinki y Estambul, y fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
de la Secretaria de Salud de la CDMX el 14 de mayo 2021 No. de registro 1001-
010-007-2.

Se considerd un estudio de riesgo minimo, ya que lo que corresponde como
muestra, es el callo éseo blando, que siempre se desecha al realizar el
procedimiento de osteosintesis. No se realizé ningun procedimiento
expresamente para la toma de muestra, solo los pacientes ya protocolizados
debidamente por el cirujano, para realizar osteosintesis.

Se invitd a los pacientes a participar en la investigacion, explicando el fin de la
misma, el procedimiento y la confidencialidad de sus datos. Todos firmaron el

consentimiento bajo informacion.

Ninguno de los participantes de esta investigacion tuvo intereses econémicos
externos
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