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Resumen

Introduccién: El Osteosarcoma (OS) es la neoplasia 6sea maligna mas frecuente. El mayor numero de
casos se presenta en adolescentes. En etapas iniciales las manifestaciones clinicas son inespecificas.
El tratamiento actual para esta enfermedad es la combinacion de quimioterapia neoadyuvante asociada
a la reseccién quirargica de la lesion primaria y de las metastasis, posterior a esto se indica quimioterapia
adyuvante. La sobrevida a 5 afios en los casos sin metastasis es del 70 — 80%. En caso de presentar
metastasis o recaidas la sobrevida a 5 afios es menor al 20%. La etologia y los mecanismos patogénicos
que subyacen el desarrollo de OS son complejos. El genoma de la célula de OS es cadtico y complejo,
la tasa media de mutacion ha sido estimada en 1.2 mutaciones por megabase. Los fendmenos de
cromotripsis y kataegis son mecanismos frecuentemente observados en células con OS. Un grupo de
especial interés es el estudio de genes conductoras de cancer. Actualmente se han reportado
aproximadamente 100 genes conductores a cancer para OS. La desregulacion de la expresion de los
genes/proteinas de la superfamilia MYC bHLHZ ocurre en el 50% de los tumores. Esta desregulacion
se correlaciona frecuentemente con presentaciones agresivas, resistencia a tratamiento y mal
pronostico. El objetivo de este estudio fue analizar la expresion de MYC/MAX/AMAX en tejido 6seo

derivado de OS en comparacion con hueso sano.

Metodologia: Se recolectaron 19 muestras de tejido éseo tumoral de pacientes con diagnostico de OS,
como tejido control se recolecté tejido sano adyacente del mismo paciente. Se realiz6 gPCR disefiada
para la amplificacion de los genes de interés. En ambos grupos se analizaron las expresiones relativas
de MYC/MAX/AMAX por el método 22*°", Se aplicé prueba de Wilcoxon a las veces de cambios,
calculadas a partir de la expresion relativa de los genes de interés para cada una de las muestras de

tejido con OS y sus controles sanos pareados.



Resultados: La expresion relativa de MYC en tejido 6seo con OS fue mayor que en sus controles
pareados, con una p= 0.0005, estadisticamente significativa. La expresion relativa de MAX en tejido
0seo con OS fue mayor que en sus controles pareados, con una p= 0.0054, estadisticamente
significativa. La expresion relativa de AMAX en tejido 6seo con OS fue mayor que en sus controles

pareados, con una p= 0.021, estadisticamente significativa.

Conclusidn: En este estudio mostramos la sobre expresion de MYC y MAX en tejido 6seo con OS. La
regulacion directa de MYC ha sido previamente explorada sin tener el éxito esperado probablemente
por lo complejo de su funcion e interaccion. Mas estudios funcionales son necesarios para analizar la
expresion de MYC, MAX y AMAX, asi como de las moléculas que interviene en la regulacién de su
expresion como en el caso de hnRNPA1.

Palabras Clave: Osteosarcoma, MYC, MAX, AMAX, Genes conductores



Introduccion

Epidemiologia

El osteosarcoma (OS) es el tumor maligno primario de hueso mas frecuente. Tiene una
incidencia mundial de 3.1 casos por millon de habitantes. Representa el 0.2% de los tumores
malignos y hasta el 75% dentro de algunos grupos etarios (Ottaviani & Jaffe, 2009). Su
incidencia presenta un comportamiento bimodal, el primer pico de incidencia se observa durante
la adolescencia en la que se reporta de hasta 4.4 casos por millon de habitantes y el segundo
en individuos de entre 25 y 60 afos de edad (Ottaviani & Jaffe, 2009; Rickel et al., 2017). En
cuanto a la distribucidn geografica sélo hay evidencia de mayor numero de casos en hombres
afroamericanos y en poblacion irlandesa. También se ha descrito una menor incidencia en
hombres originarios de Suecia. El OS tiene una ligera predileccion por el género masculino,
relacion H:M de 1.43:1 (Gianferante et al., 2017; Ottaviani & Jaffe, 2009).

En un estudio epidemioldgico del Registro Histopatoldgico del Hospital de Ortopedia “Dr.
Victorio de la Fuente Narvaez”, perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social, se
seleccionaron las biopsias provenientes de pacientes con diagnostico histopatolégico de
tumores 0seos y de partes blandas. En este estudio se incluyeron a muestras de pacientes de
ambos sexos y cualquier edad diagnosticados entre los afios de 2005 y 2014. La muestra fue
de 4744 casos de tumores 0seos y de partes blandas. Del total de los casos la incidencia relativa
de OS reportada fue del 3.29%. Dentro del subgrupo de casos correspondientes con tumores
0seos primarios, el OS represento el 7.06% de ellos. En 404 de los 4744 casos se concluyo que
la tumoracion correspondia a una neoplasia maligna de hueso, dentro de este subgrupo, el OS

represento el 38.6% de los casos. La edad media de presentacion descrita fue de 16 afos. El



54.19% de los casos fue diagnosticado durante la segunda década de la vida y el género
masculino represent6 el 60.9% de los casos (Rodriguez-Franco et al., 2016). En un segundo
trabajo, en el que se analizaron las biopsias o resecciones iniciales de tumores 6seos en el
periodo comprendido de enero del afio 2000 a diciembre del afio 2005, en el servicio de
anatomia patologica del Instituto Nacional de Rehabilitacion. Se recolectaron un total de 566
muestras de pacientes con diagndstico de tumor 6seo primario. De las 566 muestras un 54%
correspondio al género masculino con una relacion hombre:mujer 1:1.6. La edad promedio de
los pacientes fue de 25 afos. De los casos analizados, 161 se catalogaron como tumores
primarios de hueso malignos. De estos 161 casos, 75 (46.6%) correspondieron con OS,

representando el 13.3% del total de los casos (Baena-Ocampo et al., 2009).

Presentacion Clinica

Cuadro clinico

La presentacion clinica del OS es inespecifica (Durfee et al., 2016). El dolor de la zona afectada
es referido en el 90% de los pacientes (Gianferante et al., 2017). Este dolor es referido de
predominio nocturno, asociado al aumento progresivo de volumen en la zona afectada sin poder
determinar factores desencadenantes (Geller & Gorlick, 2010; Moore & Luu, 2014). En la
exploracion fisica se encuentra de manera frecuente una tumoracion palpable, restriccion del
movimiento articular, dolor local asociado a la carga de peso y eritema localizado asociado en
ocasiones a hipertermia (Durfee et al., 2016; Geller & Gorlick, 2010; Gianferante et al., 2017).
Las fracturas patologicas son el motivo inicial de consulta en el 5-10% de los casos (Durfee et

al., 2016; Moore & Luu, 2014). Los sintomas neoplasicos sistémicos (fiebre, sudoracion



nocturna y pérdida de peso), tradicionalmente observados de forma temprana en la mayoria de
las neoplasias, se presentan solo en etapas avanzadas de la enfermedad (Durfee et al., 2016;
Geller & Gorlick, 2010).

Topologia

La localizacion topoldgica mas comunmente afectada es la placa de crecimiento metafisiaria de
los huesos largos (Ottaviani & Jaffe, 2009; Rickel et al., 2017). Hasta un 74.5% de los casos se
presentan en los huesos largos de las extremidades inferiores. Dentro de los huesos de las
extremidades inferiores el fémur se ve afectado en el 42% de los casos, en tres cuartas partes
de estos casos la tumoracion se localiza en la porcion distal del fémur. Por su parte la tibia
corresponde al 19% de los casos confinados a extremidades inferiores y de estos el 80% se
encuentran localizados en su porcion proximal. El humero se describe como el 10% del total de
los casos, en nueve de cada diez casos la tumoracion se localiza en la porcidn distal del este
hueso. (Moore & Luu, 2014; Ottaviani & Jaffe, 2009; Rickel et al., 2017)[1, 2, 8]. Algunas
localizaciones menos frecuentes son la cadera (8%), mandibula (8%) y por ultimo, manos y pies
(1%) (ElKordy et al., 2018; Moore & Luu, 2014; Ottaviani & Jaffe, 2009).

En la poblacién mexicana se reporta que la topologia mas frecuentemente afectada son las
estructuras 6seas que conforman la rodilla, es decir fémur distal y tibia proximal, representando
el 55.8% de los casos. (Baena-Ocampo et al., 2009; Rodriguez-Franco et al., 2016).
Metastasis

Al momento del diagnostico de OS es posible detectar la presencia de metastasis
macroscopicas en el 10-20% de los casos y metastasis microscépicas hasta en un 80% de los

casos (Durfee et al., 2016; Geller & Gorlick, 2010; Gianferante et al., 2017; Y. Zhang et al.,



2014). La via de diseminacién mas frecuente es la hematégena (Geller & Gorlick, 2010; Y.
Zhang et al., 2014). El 6rgano mas frecuentemente afectado es el pulmoén (75% metastasis)
seguido por otros huesos (Durfee et al., 2016; Gianferante et al., 2017). La relevancia de
detectar metastasis al momento del diagndstico, radica en que es el marcador de prondstico
mas importante. La sobrevida a 5 afios disminuye desde el 70% hasta un 20% en presencia de
metastasis (Geller & Gorlick, 2010; Gianferante et al., 2017; Y. Zhang et al., 2014).
Diagnéstico

El diagndstico y la estadificacion oportunos son indispensables para una adecuada planeacion
de tratamiento, educacion y orientacion del paciente y sus familiares (Durfee et al., 2016).

En la actualidad, los estudios de laboratorio en sangre carecen de valor diagndstico en OS.
Algunos grupos recomiendan tener pruebas de referencia basales que incluyan al menos
biometria hematica completa, colesterol de baja densidad, fosfatasa alcalina y lactato
deshidrogenasa (Moore & Luu, 2014).

Los estudios de imagen son la piedra angular para el diagnostico de OS (Durfee et al., 2016).
La radiografia es el primer estudio a solicitar ante la sospecha de OS. Técnicas mas
sofisticadas, como la resonancia magnética (RM) y la tomografia axial computada (TAC), son
de utilidad para delimitar la extensién, afeccion de partes blandas y detectar metastasis (Durfee
et al., 2016).

Es necesario solicitar minimo 2 proyecciones radiograficas del hueso afectado completo y la
articulacion adyacente. En las radiografias se observa una lesion de bordes mal definidos
originada en la metafisis que puede presentar cambios osteoblasticos, osteoliticos o mixtos

(Misaghi et al., 2018; Ritter & Bielack, 2010). Es frecuente observar calcificaciones en tejidos



blandos (patron en parches). Se considera tipica la formacién triangular de una calcificacidon
periostica entre el tejido tumoral y el tejido sano, a esta imagen se le conoce como triangulo de
Codman (Durfee et al., 2016; Ritter & Bielack, 2010).

Ante un paciente en el cual se tiene sospecha de OS, apoyado con evidencia radiografica, es
necesario solicitar una resonancia magnética (RM) de la region afectada, una tomografia axial
computada (TAC) de térax y una tomografia por emision de positrones (PET) (Moore & Luu,
2014).

La RM tiene la capacidad de delimitar la extensién del tumor, afeccion de tejidos blandos,
estructuras neurovasculares, invasion intramedular, metastasis por contigiidad y zonas
circundantes incluidas las articulaciones (Misaghi et al., 2018; Moore & Luu, 2014; Ritter &
Bielack, 2010). Por lo tanto, la RM es importante para determinar la extension de la lesion,
otorgar una estadificacion y plantear un adecuado plan quirurgico (Ritter & Bielack, 2010).

La TAC de torax es el estandar de oro para la valoracion de involucro pulmonar (Moore & Luu,
2014). Por ser un factor prondstico es indispensable su realizacion para descartar la presencia
de micrometastasis pulmonares. Se recomienda realizarla al diagnéstico de OS y para el
seguimiento (cada 6-12 semanas) en todos los pacientes (Geller & Gorlick, 2010; Misaghi et al.,
2018; Moore & Luu, 2014). En la valoracion de la lesion carece de ventajas sobre la RM a no
ser que se requiere valorar la integridad de la cortical o la presencia de fractura (Misaghi et al.,
2018).

La técnica de PET es la herramienta mas recomendada para realizar un rastreo 6seo. Las

células neoplasicas del OS presentan metabolismo y recambio 6seo aumentado, por esta



cualidad presentan una mayor captacion de tecnecio. Las lesiones son observadas en tejido
0seo y no 6seo como zonas hipercaptantes (Moore & Luu, 2014).

Existen otras técnicas de imagen adicionales como la RM de contraste dinamico (Geller &
Gorlick, 2010; Moore & Luu, 2014). Su finalidad es aportar informacion adicional que se puede
correlacionar con subtipos histolégicos, angiogénesis o con la gravedad de la enfermedad
(Geller & Gorlick, 2010; Misaghi et al., 2018; Moore & Luu, 2014). Sin embargo, su rol en el
diagndstico, tratamiento y seguimiento aun esta en proceso de determinacion y validacion
(Moore & Luu, 2014).

Histologia

Cuando se tiene sospecha de OS, es indispensable la toma de biopsia para la confirmacién del
diagnostico (Durfee et al., 2016)[6]. Es importante recalcar que la realizacidn de la biopsia debe
ser sustentada por los estudios de imagen (Moore & Luu, 2014). Por el amplio espectro
histologico, la baja incidencia de la enfermedad y la importancia para la clasificacion se
recomienda su realizacion en un centro especializado (Moore & Luu, 2014; Ritter & Bielack,
2010).

Por definicion el OS es un tumor maligno conformado por células de tejido conectivo, de origen
mesodérmico, con la capacidad de generar material osteoide. La produccién de matriz por las
células de OS es variable y puede ser de naturaliza osteoide, cartilaginosa y fibrosa.(Klein &

Siegal, 2006).



Clasificaciéon

El OS presenta un comportamiento heterogéneo, por lo que se subdividen segun sus
caracteristicas histopatoldgicas. Es de especial interés conocer los diferentes subtipos ya que
cada uno de ellos muestra una historia natural, un comportamiento o una respuesta al
tratamiento diferente (Misaghi et al., 2018; Moore & Luu, 2014). Si bien esta clasificacion es de
gran utilidad, también representa un reto para el personal encargado de realizar el diagndstico
histopatologico del OS (Misaghi et al., 2018).

El OS puede variar en sus caracteristicas incluso dentro del mismo tumor o entre tumoraciones
que tienen una localizacion diferente en el mismo paciente. La clasificacion del OS es
determinada por el patron histolégico predominante, la ubicacién anatomica de la tumoracién y
grado de diferenciacion (Tabla 1) (Klein & Siegal, 2006). Con respecto a la naturaleza de la
matriz del OS se le puede dividir en: osteoblasticos, condroblasticos y fibroblasticos (si presenta
>50% de un subtipo histolégico) (figura X) (Klein & Siegal, 2006). Por otra parte, las
tumoraciones se les clasifica en funcion a la regién del hueso en la que se origina. Con respecto
a esto, podemos encontrar los siguientes grupos: medulares o centrales (mas comunes), los de
la superficie del hueso, los confinados a la corteza y los extradseos. Esto es de gran importancia
ya que el origen se relaciona con el grado de malignidad tumoral. La ultima caracteristica a
tomar en cuenta para la clasificacion del OS es el grado de diferenciaciéon de las células

tumorales. (Klein & Siegal, 2006).
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Tabla1. Clasificacion de los osteosarcomas con respecto a localizacion, grado de diferenciacion

celular y caracteristicas de su matiz.

Tipos de osteosarcomas

Localizacion Diferenciacion Subtipo
Central Alto grado Convencional

Telangiectasico
Células pequefias
Epiteloide
Osteoblastoma-like
Condroblastoma-like
Fibrohistiocitico
Células gigantes

Bajo grado Fibrodisplasia-like
Desmoplastico fiboroma-
like
Superficie Alto grado Peraosteal diferenciado
De superficie de alto
grado
Intermedio Periosteal
Bajo grado Paraosteal
Intracortical
Mandibular
Extra Alto grado

esquelético  Bgjo grado

Estadificacion

El propodsito de la estadificacion en oncologia es proporcionar lineamientos para clasificar los
tumores en funcion de su riesgo de recurrencia local y de presentar metastasis. Esto tiene como
ultimo objetivo establecer el tratamiento 6ptimo para cada paciente (Cates, 2018; Steffner &

Jang, 2018).
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Existen diferentes escalas de estadificacion. Las dos mas usadas son las propuestas por el
Comité Estadounidense sobre Cancer Articular (AJCC por sus siglas en ingles) y por la
Sociedad de Tumores Musculoesqueléticos (MSTS por sus siglas en ingles) (Cates, 2018;
Misaghi et al., 2018; Steffner & Jang, 2018).

Tabla 2. Escala de estatificacion de la Sociedad de Tumores Musculoesqueléticos para

sarcomas 0Sseos.

Sistema Enneking de Estatificacion

Etap Grado de Localizacién Metastasis
a diferenciacién

1A Bajo Intracompartamental

IB Bajo Extracompartamental

A Alto Intracompartamental

1B Alto Extracompartamental

1 Cualquiera Cualquiera Presente

El sistema MSTS, también conocido como sistema Enneking, considera para la estadificacion
el grado histopatologico del tumor, la extension del tumor con respecto al compartimiento
anatémico de origen y la presencia de metastasis (Tabla 2) (Cates, 2018; Enneking et al., 1980;
Misaghi et al., 2018; Steffner & Jang, 2018). El sistema AJCC da mas relevancia a la
histopatologia tumoral, la presencia de ganglios y de metastasis (Tabla 3). El sistema AJCC,
al incluir estos factores sumados a los originales del sistema Enneking, cuenta con una
prediccién de prondstico mas confiable (Cates, 2018; Edge et al., 2015; Steffner & Jang, 2018)].
A pesar de las ventajas que se refieren del sistema AJCC sobre el sistema MSTS, por su
simplicidad y aplicacidén quirurgica el sistema MSTS sigue siendo el mas comunmente usado

(Cates, 2018; Steffner & Jang, 2018).
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Tabla 3: estatificacion para sarcomas 6seos segun el Comité Estadounidense sobre Cancer

Articular
Estatificacion del Comité Estadounidense sobre Cancer Articular para
Sarcomas Oseos
Etapa Tumor Ganglios Metastasis  Grado Resumen
de la etapa
1A T1 NO T1 bajo
MO G10GX grado
IB T20T3 T20 T3 de
alto grado
A T T1 alto
G20 G3 grado
B T2 T2 alto
grado
1] T3 T3 alto
grado
IVA CT M1a Metastasis
CG EN pulmén
IVB N1 CM Ganglio
regional
positivo
CN C1b Metastasis
O0seaoa
distancia
TO: sin evidencia de tumor primario, TX: No es posible asignar un tumor primario
Tumores esqueleto apendicular: T1: < 8cm, T2: >8cm, T3: “lesiones por salto”
Tumores columna: T1: 1 a 2 segmentos vertebrales adyacentes, T2: 3 segmentos vertebrales adyacentes, T3: > 4
segmentos vertebrales adyacentes o no adyacentes, T4: invacion a canal medular (4a) o grandes vasos (4b), C T:
Cualquier T
Tumores pélvicos: GX: no es posible determinar grado, G1: Bien diferenciado (bajo grado), G2: moderadamente
diferenciado (alto grado), G3: pobremente diferenciado (alto grado)
MO: sin metastasis, M1: Metastasis en pulmén (M1a) o hueso o otra localizacién (M1b), C M: cualquier metastasis
NO: sin ganglios positivos, N1: ganglio regional positivo, N1: ganglio regional positivo , CN: cualquier ganglio, T1:
confinado a un segmento pélvico <8cm (T1a) o >8cm (T1b), T2: un segmento + extensién extra 6sea (T2a) o dos
segmentos sin extension extra 6sea <8cm (T2a) o >8cm (T2b), T3: afeccion de 2 segmentos + extension extra 6sea
<8cm (T3a) o >8cm (T3b), T4: tres segmentos o cruce de la articulacion sacroiliaca; Sl afectacién articular medial al
neuroforamen sacro (T4a) o el revestimiento de los vasos iliacos externos / tumor macroscoépico en los vasos
pélvicos mayores (T4b)

Dentro de las variedades histologicas el mas frecuente (76.9%) es aquel de localizacion central,

con un alto grado de diferenciacion y de componente osteoblastico. El estadio IIB de la escala
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de Enneking se observa en el 77.6% de los casos al momento del diagnostico. (Cates, 2018;
Steffner & Jang, 2018).

Tratamiento

La terapia estandar recomendada para OS esta constituida por quimioterapia neoadyuvante
seguida de reseccion quirurgica completa de la lesidn primaria y las metastasis detectadas
clinicamente y posteriormente el uso de quimioterapia adyuvante para el control de las
metastasis microscopicas(Kager et al., 2017).

Tratamiento Médico

Link et al. en 1991 publicaron los resultados de un estudio multicéntrico en el que se demostré
por primera ocasion que el OS es un tumor quimiosensible (Link et al., 1991). Los tres agentes
que se consideran de eleccidon de la quimioterapia son doxorubicina, cisplatino y metotrexate
en dosis altas (HDMTX) asociados a rescate con leucovorin (denominadas como MAP
backbone) (Kager et al., 2017). Se encuentran en el mercado alternativas terapéuticas con
indicaciones particulares. El uso de isofosfamida se recomienda en casos de recaida o
refractarios a tratamiento inicial. La isofosfamida se puede incluir como tratamiento inicial en
caso de no ser posible indicar HDMTX (Kager et al., 2017). Multiples grupos de investigacion
han intentado encontrar nuevos esquemas terapéuticos, dentro de ellos el mas importante es
el denominado EURAMOS por sus siglas en inglés (Estudio Europeo/Estadounidense en
Osteosarcoma). Algunas de las estrategias empleadas han modificado la dosis, duracion y
momento de la administracién de los medicamentos estandar o han afadido nuevos agentes

terapéuticos (Marina et al., 2016; Whelan et al., 2015). Todas estas estrategias han fallado en
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mejorar la sobrevida de los afectados y se necesitan desarrollar nuevas estrategias de manera
urgente para modificar el panorama del OS (Kager et al., 2017).

Tratamiento Quirurgico

Independientemente del tratamiento con quimioterapia, la reseccidn quirurgica de toda actividad
tumoral evidente continua siendo indispensable para obtener la remision de la enfermedad y
mejorar la sobrevida (Durfee et al., 2016). En funcion de la extension de la lesion se puede
proponer cirugia de recuperacion de la extremidad o amputacion completa en casos mas
avanzados (Durfee et al., 2016). Es importante mencionar que se debe extraer cualquier
metastasis si su localizacion y la estabilidad del paciente lo permite. Todas las resecciones
(lesién primaria y metastasis) se deben de realizar con bordes amplios con la finalidad de
prevenir enfermedad residual (Durfee et al., 2016; SALAH et al., 2014). Las piezas quirurgicas
deben de ser examinadas para valorar la respuesta a la quimioterapia. Se considera buena
respuesta cuando se encuentra una tasa de necrosis >90% y por consiguiente tendran mejor
prondstico comparados con aquellos en los que se encuentre una pobre respuesta (tasa de
necrosis <90%) (Durfee et al., 2016). Anteriormente se consideraba que era indispensable la
amputacién completa de la extremidad afectada. Multiples autores han reportado que no hay
una mayor recaida local si se utiliza un enfoque de recuperacion de extremidad versus
amputaciéon completa (Grimer, 2005; X. Li et al.,, 2016; Marulanda et al., 2008)[2. En la
actualidad, en el 85% de los casos de OS apendiculares de alto grado es posible realizar su

reseccion preservando la funcion de la extremidad (Grimer, 2005; Marulanda et al., 2008).
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Prospectiva de tratamientos

El mayor reto de la gendmica del cancer es identificar las alteraciones en el genoma de la célula
que conducen a la transformacion neoplasica. La farmacogendmica del cancer pone especial
interés en buscar mutaciones conductoras de cancer que sean susceptibles de tratamiento.
Esto puede ser con diferentes enfoques tales como disefiar medicamentos que puedan revertir
o modificar el fenotipo celular o la identificacion de mecanismos de farmacoresistencia (Castillo-
Tandazo et al., 2019; Kager et al., 2017)[19, 26].

La via de mTOR es blanco de estudios por que interviene con procesos de proliferacion,
supervivencia y angiogénesis. Actualmente se estan desarrollo farmacos que actuan a
diferentes niveles de esta via de sefializacion tales como Everolimus, Pazopanib y Sorafenib
entre otros (Castillo-Tandazo et al., 2019; Durfee et al., 2016; Kager et al., 2017).

La terapia inmunologica es otra area en desarrollo. Se encuentra en estudio la activacion de la
via Fas para promover apoptosis y la destruccion inmunomediada de las células tumorales. El
inmunomodulador, MTP-PE, actua aumentando la activacion de macrofagos, es prometedor y
se encuentra en fase lll de investigacion clinica (Castillo-Tandazo et al., 2019; Durfee et al.,
2016; Kager et al., 2017).

Pronédstico y sobrevida

La sobrevida de los pacientes con OS es pobre (20%) si el tratamiento es quirurgico aunado o
no a radioterapia (Abou Ali et al., 2019). Con la introduccion de la quimioterapia en la década
de los 80°’s se logré modificar la sobrevida a cinco afos de un 20% hasta un 70-80%, esto en
caso de no presentar evidencia de metastasis al momento del diagnostico. En los casos que se

detectan metastasis al diagndstico el panorama es menos favorable, en este grupo se observa
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una sobrevida a 5 afios de 20-40%, a pesar del enfoque terapéutico. La resistencia a
quimioterapia se ve en el 30% de los casos sin metastasis al momento del diagnostico y en mas
del 80% si hay evidencia de metastasis (Chou & Gorlick, 2006; He et al., 2014). La recurrencia
del OS se presenta del 30% al 50% de los casos en los que no se detectan metastasis y hasta
en el 80% de los casos que si se detectan metastasis al momento del diagnostico (Anderson,
2016; Tabone et al., 1994). En los casos de recurrencia posterior a la reseccidén quirurgica del
tumor primario, la sobrevida es aproximadamente del 15% a 5 afios (Abou Ali et al., 2019; Moore
& Luu, 2014; Ritter & Bielack, 2010; Smeland et al., 2019).

Multiples factores se han asociado al pronostico del OS. Algunos de estos con mayor sustento
para demostrar su valor pronostico en el desarrollo de OS (Abou Ali et al., 2019; Moore & Luu,
2014). Dentro de los factores prondsticos positivos se describen: el bajo grado de diferenciacion
de las células tumorales, resecciones quirurgicas con margen libre de enfermedad y una buena
respuesta histolégica a la quimioterapia (Moore & Luu, 2014). Los factores de riesgo negativos
incluyen la presencia de tumores de gran tamano, tumores localizados en el esqueleto axial,
edad del paciente (peor prondstico a mayor edad) y los OS secundarios a enfermedad de
Paguet o a otros tumores secundarios a radioterapia o como metastasis de los mismos (Moore
& Luu, 2014)[8]. Abou Ali B et al. en 2019 realizaron un estudio retrospectivo en 38 pacientes
con diagnostico de OS, su analisis mostré que la localizacion fuera de extremidades inferiores,
el grado de necrosis y una reseccion quirurgica tardia de la lesion primaria (después de 4
semanas del diagndstico) se asociaron con un peor pronostico (Abou Ali et al., 2019). Smeland
S et al. en 2019 presentaron los resultados de los datos asociados a los factores prondsticos

de la base de datos ERAMOS-1. Este grupo reporté que los factores de mal prondstico al
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momento del diagnodstico son: presencia de metastasis y localizaciéon axial. Dentro de la
clasificacion histologica, los tipos telangiectasico y convencional no especificado se asociaron
con un prondstico favorable en comparaciéon con el subtipo condroblastico. Por ultimo,
confirmaron que la deficiente respuesta histologica a quimioterapia se asocia con peor
prondstico (Smeland et al., 2019).

Patogénesis

La etologia y los mecanismos patogénicos que subyacen el desarrollo de OS son complejos
pero se ha logrado un avance importante en esta area (Y. Zhang et al., 2014).

Factores de Riesgo

Por la baja incidencia de esta enfermedad, ha sido dificil realizar estudios apropiados para
determinar factores de riesgo asociados al desarrollo de OS (Ottaviani & Jaffe, 2009). En 1922
Beck, A et al. reportaron un aumento en el riesgo de desarrollar OS en pacientes que fueron
sometidos a radioterapia (Beck, 1922). Esta asociacion fue reportada posteriormente por otros
autores de forma independiente (Ottaviani & Jaffe, 2009; Vu et al., 1998; Wu et al., 2012). En
1960 Fraumeni et al. describieron una asociacion entre el crecimiento y desarrollo fisiolégico
normal del humano con el riesgo de presentar OS (Fraumeni, 1967). Esta teoria ha sido
apoyada en 2 observaciones. La primera ya que el pico de mayor incidencia de OS coincide
con las etapas de mayor crecimiento pondoestatural y desarrollo de caracteristicas sexuales.
La segunda en que esta etapa de mayor incidencia de OS se presenta a edades diferentes en
ambos sexos (siendo mas temprano en el sexo femenino), hallazgo que coincide con la
diferencia ampliamente descrita del desarrollo puberal entre el género masculino y femenino.

(Gelberg et al., 1997; Mirabello et al., 2011; Ottaviani & Jaffe, 2009).
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Bases Genéticas

El genoma de la célula de OS es cadtico y complejo (Kansara et al., 2014). La tasa media de
mutacion ha sido estimada en 1.2 mutaciones por megabase (Franceschini et al., 2020;
Gianferante et al., 2017). La cromotripsis (fendbmeno mutacional catastréfico presumiblemente
unico que desencadena un proceso de reparacion fortuito de unir fragmentos cromosémicos en
un orden y sentido aleatorio, el cual genera grandes reordenamientos gendémicos en uno o
varios cromosomas) y la kataegis (evento mutagénico en regiones gendmicas localizadas en
las cuales se presenta de forma aumentada sustituciones C>T y C>G) son mecanismos
frecuentemente descritos en las células con OS. La kataegis se encuentra hasta en el 50% de
las muestras estudiadas (Gianferante et al., 2017; Kansara et al., 2014). El efecto final de estos
mecanismos es desarrollar aneuploidias cromosdmicas, incremento en el numero de variantes
patogénicas, variantes en el numero de copias, alteraciones estructurales e inestabilidad
gendmica (Franceschini et al., 2020; Marcozzi et al., 2018).

Estudios de susceptibilidad a cancer han evaluado y formulado hipdtesis acerca de la
participacion de variantes de un solo nucleétido (SNV) en el desarrollo de osteosarcoma
(Kansara et al., 2014). Dentro de los procesos estudiados se encuentran los sindromes de
predisposicion a cancer, homeostasis de hueso, vias de crecimiento, reparacion de DNA,
apoptosis, estrés oxidativo, mecanismos de inmunidad tumoral, entre otros (Gianferante et al.,
2017). Algunas de estas SNV se han encontrado en genes causales de algunos sindromes de
predisposicion a cancer (SPC). Si bien los casos en los que fueron detectadas no cumplen con
criterios diagnosticos del sindrome de predisposicion, es posible detectar una presentacion

familiar heredable de OS (Gianferante et al., 2017)[3].
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Los cambios en marcas epigenéticas estan fuertemente relacionadas con la tumorogénesis (de
Azevedo et al., 2020; Rickel et al., 2017; Sharma et al., 2010). En OS Jones et al. reportaron
una hipermetilacion global que suprime la expresion microRNAs supresores de tumor (Jones et
al., 2012). Por otra parte, Li Y. et al. y Lu J et al. demostraron una sobreexpresion de IGF2 y
IRX1 (respectivamente) secundario a hipometilacion de sus promotores. LI Y at al. proponen
que la hipometilacion de IGF2 y el consecuente aumento en la expresion de IGF2-P3 promueve
el crecimiento y proliferacidon durante la malignizacion de la célula. Por otra parte se ha
observado tanto in vitro como en modelos murinos que la sobreexpresion de IRX71 promueve la
actividad metastasica de las células de OS. (Y. Li et al., 2009; Lu & Wang, 2015).

Mutaciones Conductoras a Cancer

La carcinogénesis puede ser inducida por cambios a nivel de un nucledtido, un gen,
condensacion de cromatina o estimulos celulares (Brown et al., 2019). Las células estan en
constante riesgo de adquirir mutaciones. A los cambios en la secuencia de DNA que confieren
una ventaja selectiva, promueven proliferacion y supervivencia, se les denomina mutaciones
conductoras de cancer (Rickel et al., 2017). Las mutaciones conductoras de cancer se pueden
dividir en dos grupos: las que activan un oncogén y las que inhiben a un gen supresor de tumor
(Brown et al., 2019; Wu et al., 2012). En funcién a la frecuencia con la que estos genes se
encuentran mutados se dividen en: mutados de frecuencia alta (>20%) denominados como
“‘mountains”, mutados con frecuencia intermedia (2-20%) denominados “hills” y mutados con
frecuencia baja (<2%) denominados “tails” (Futreal et al., 2004; Rickel et al., 2017). Es
importante mencionar que se comportan de forma independiente con respecto del tipo de tumor

estudiado, es decir un gen considerado como “mountain” para un determinado tipo de cancer
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puede o no serlo para otro tipo. (Futreal et al., 2004; Vogelstein et al., 2013). Los esfuerzos en
las ultimas década se han centrado en identificar las llamadas mutaciones “conductoras a
cancer’ tanto en casos esporadicos como en los que sugieren ser asociados a una
predisposicion heredada (Franceschini et al., 2020; Rickel et al., 2017; Vogelstein et al., 2013).
Actualmente, el 2.7% de los genes del genoma humano (595 genes) son reconocidos como
conductores a cancer con una fuerte evidencia de su papel en la tumorogénesis

(http://cancer.sanger.ac.uk/census) (Ballinger et al., 2016; J. Zhang et al., 2015)

Mutaciones Conductoras a Cancer en Osteosarcoma

El OS forma parte de los tumores asociados a algunos SPC. Sin embargo, estos sindromes no
son la etiologia mas frecuente de OS (Gianferante et al., 2017). Dentro de los SPC en los que
se describe el desarrollo de OS, las mutaciones conductoras de cancer se encuentran en genes
supresores de tumores. (Rickel et al., 2017). Dentro de los SPC que presentan un riesgo
aumentado de desarrollar OS se encuentra el sindrome de Li-Fraumeni causado por variantes
patogénicas en el gen TP53. La frecuencia de OS se ha reportado hasta en un 11% de los
pacientes con sindrome de Li-Fraumeni. Adicionalmente, el retinoblastoma hereditario es
causado por variantes patogénicas en el gen RB17. En estos pacientes el riesgo relativo aumenta
500 veces con respecto del poblacional. Esto convierte al OS en el tumor secundario mas
frecuente en pacientes con retinoblastoma. La anemia de Diamond—Blackfan es causada, en la
mayoria de los casos, por variantes patogénicas en genes que codifican para proteinas
ribosomales. Tipicamente presentan aplasia de glébulos rojos en la infancia y en algunos casos

se presentan malformaciones congénitas, ademas tienen un mayor riesgo de presentar algun
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tipo de cancer. En especifico el OS tiene una relacién de 32.6:1 con respecto a la poblacion
general (Gianferante et al., 2017).

Un grupo importante son los sindromes causados por variantes patogénicas en los genes que
codifican para las helicasas de DNA pertenecientes a la familia de RecQ helicasas.
(Gianferante et al., 2017). En humanos la familia de RecQ helicasas esta compuesta por 5
proteinas denominas RECQ1, BLM, WRN, RECQ4 y RECQ5. Estas proteinas estan dedicadas
a preservar la integridad gendmica por medio de la preservacion de los teldbmeros, reparacion
y replicacion de DNA. Dentro de los mecanismos de reparacion de dafio a DNA en los que
participan, se encuentran: la recombinacidon homologa no alélica, reparacion por escision de
base y union de extremos no homélogos. (Kaiser et al., 2017; Urban et al., 2017). RECQ1 es
codificada por el gen RECQL, se ha observado su participacion en reinicio de la replicacion
asociada a la actividad la topoisomerasa 1 previniendo rupturas de doble cadena por
superenrollamiento. A esta helicasa no se le ha relacionado un riesgo aumentado de desarrollar
OS. La helicasa WRN es codificada por el gen RECQLZ2, variantes patogénicas en este gen
causan el Sindrome de Werner. En células con funcion deficiente del gen se observan mayor
frecuencia de translocaciones y deleciones cromosémicas, asi como pérdida de longitud
telomérica (Urban et al., 2017). Menos del 10% de los pacientes con Sindrome de Werner
desarrollan OS(Gianferante et al., 2017). La helicasa BLM es codificada por el gen RECQLS3,
su funcion es la resolucidn de estructuras secundarias aberrantes en las horquillas de
replicacion (Urban et al., 2017). Variantes patogénicas en este gen causan Sindrome de Bloom,
10% de los pacientes con Sindrome de Bloom desarrollan OS (Gianferante et al., 2017). Por

ultimo, para el caso de la helicasa RECQLA4, codificada por el gen del mismo nombre, hay dos
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desordenes alélicos descritos. (Urban et al., 2017). El sindrome de Rothmund-Thomson vy
RAPADILINO, en estos dos sindromes el riesgo de presentar OS se ha descrito de hasta el
30% en algunas series de casos. La comprension de las bases moleculares y su desregulacion
nos han ayudado a comprender la fisiopatologia que subyace el desarrollo del OS (Gianferante
et al., 2017).

Unas de las vias mas relevantes en la biogénesis del cancer es el reconocimiento y reparacion
del dafio a DNA. Para todos los organismos vivientes mantener la integridad de su material
genético es indispensable para la perpetuacion de su especie (Franceschini et al., 2020;
Gianferante et al., 2017; Rickel et al., 2017). Por otra parte, la mutagénesis es un evento
indispensable para la evolucidén, sin embargo, también juega un rol fundamental en la
carcinogénesis y el envejecimiento celular. Es por esto que, las células poseen mecanismos
sofisticados, que de forma colectiva reconocen, reducen y reparan el dano al DNA. Existen al
menos 5 mecanismos principales de reparaciéon al DNA: reparacion por escision de base,
reparacion por escisiéon de nucledtido, reparacion de bases mal apareadas, recombinacién
homologa y union de extremos no homologos. Cada uno de estos procesos se encuentra activo
en alguna fase del ciclo celular, ademas de que reconoce y repara tipos especificos de dafio al
DNA (Chatterjee & Walker, 2017). En dos estudios de exoma completo en sangre periférica de
pacientes con diagnostico de OS se detectaron variantes patogénicas o probablemente
patogénicas en los siguientes genes: RB1, APC, MSH2, PALB2, TP53, BRCA1, ATM, ATR, y
ERCC2 (Ballinger et al., 2016; Gianferante et al., 2017; J. Zhang et al., 2015). Todos estos
genes se encuentran involucrados en el proceso de reconocimiento y reparacién de dafio al

DNA (Franceschini et al., 2020; Gianferante et al., 2017; Rickel et al., 2017).
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Los estudios recientes del genoma del OS han mostrado nuevos genes conductores a cancer
que intervienen en diferentes vias relacionadas a su patogénesis. Moriarity et al. realizaron un
estudio en modelos de ratones con OS, en ellos se identificaron 65 nuevos genes candidatos
conductores a cancer. Del total de estos, se validaron Sema4d y Sema6d como nuevos genes
conductores a cancer para OS en humanos. Adicionalmente, se describieron para OS, 33 genes
conductores a cancer previamente descritos en otros tipos de neoplasias (Moriarity et al., 2015;
Rickel et al., 2017). La mayoria de estos 33 genes se encuentran involucrados en las vias de
sefalizacion ErbB, PIBKAKT-mTOR y MAPK. Dentro de los procesos en los que se propone la
participacion de estos genes, se encuentran: la iniciacion tumoral, progresion tumoral,
inestabilidad cromosémica, cromotripsis, invasion y metastasis (Rickel et al., 2017).

Gracias al desarrollo de estudios funcionales conocemos que una célula tumoral posee en su
genoma de 2 a 8 mutaciones conductoras a cancer (Rickel et al., 2017; Vogelstein et al., 2013).
No todas las mutaciones conductoras son capaces de inducir tumorogénesis en hueso. A las
mutaciones que si tienen esta capacidad se les conoce como conductoras iniciadoras. Dentro
de la lista de genes conductores a cancer iniciadores, se encuentran: P53, NOTXH1, MYC,
FOS, NF2, WIFI, BRCA2M APC, PTXH1y PRKAR1A (McAllister et al., 2006; Merchant et al.,
2009; Rickel et al., 2017).

Para OS varios proyectos se encuentran en curso como “The International Cancer Genome
Consortium” (ICGC,http://www.icgc.org/home) 'y el proyecto  “TARGET OS”

(https://ocg.cancer.qgov/programs/target/projects/osteosarcoma), ambos buscan construir

catalogos de genes conductores a cancer especificamente para osteosarcoma (Rickel et al.,

2017).
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Actualmente se han reportado con suficiente evidencia un aproximado de 100 genes
conductores a cancer en OS. Dentro de estos se encuentran genes asociados con formas
mendelianas de cancer bien definidas como: TP53, RB1, BRCA2, BAP1, RET MUTYH, ATM,
PTEN, WRNy RECQL4. Ademas, se encuentra un segundo grupo de 4 genes (ATRX, FANCA,
NUMA1, y MDC1) previamente descritos como genes de susceptibilidad a cancer. Entre los que
se encuentran alterados con mayor frecuencia son: P53, RB1, CDKN2A y PTEN. Estos pueden
ser considerados como “mountains” (Kovac et al., 2015; Rickel et al., 2017). La desregulacion
de MYC ha sido observada por multiples autores y su papel en la biogénesis del OS es de
especial interés(D. Chen et al., 2018; X. Chen et al., 2014; Han et al., 2012; Joseph et al., 2014;
Sayles et al., 2019).

Es importante remarcar que el espectro mutacional de las células con OS se ve influenciado
por diversos factores. La diferencia del espectro mutacional mas representativa se ha
observado entre los subtipos histologicos de OS y en funcidn a la edad de presentacion de la
enfermedad. Un dato relevante a sefialar es que, por el comportamiento epidemioldgico de esta
enfermedad, la mayoria de la literatura disponible se ha basado en OS con subtipo histologico
osteoblastico o condroblastico y de presentacion en edad pediatrica (X. Chen et al., 2014;
Joseph et al., 2014; Kovac et al., 2015; Perry et al., 2014). Por otra parte los casos de OS
secundarios a enfermedad de Paget también se ha demostrado un comportamiento mutacional
diferente al resto de los casos de OS (Merchant et al., 2009)(D. Chen et al., 2018; X. Chen et

al., 2014; Han et al., 2012; Perry et al., 2014; Sayles et al., 2019).
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Superfamilia MYC bHLHZ

La superfamilia bHLHZ se caracteriza por tener un dominio basico de cremallera basica hélice-
bucle-hélice ampliamente conservado. Esta superfamilia esta integrada por MYC, MAX, MGA,
MXD1, MXD3, MXD4, MXI1, MNT, MLX, MLXIP y MLXIPL. Todos sus integrantes son factores
de transcripcion y la funcion de estas proteinas se encuentran fuertemente ligadas a la
interaccion entre los miembros de la misma. Para su funcion, estos factores interaccionan con
otro factor de trascripcién dando lugar a un dimero. De esta manera, es posible dar lugar a
homodimeros o heterodimeros en funcion de si la unién se forma con otro miembro de la
superfamilia bHLHZ o con otra el mismo factor de trascripcion. La activacion, funcion y los
blancos de estos dimeros dependen del dimero originado (Figura 2). Los dimeros generados
actuan reconociendo secuencias especificas de DNA ademas de reclutar a otros factores de

transcripcion, moléculas modificadoras de cromatina y ligasas de ubiquitina.
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Figura1: Modelo de interaccion entre los miembros de la super familia MYC bHLHZ.

La desregulacién de la expresién de los genes/proteinas de la superfamilia MYC bHLHZ ocurre

en el 50% de los tumores. Esta desregulacion se correlaciona frecuentemente con

presentaciones agresivas, resistencia a tratamiento y mal pronéstico (Castell et al., 2018).
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En condiciones normales MYC es expresado en respuesta a multiples sefiales mitogénicas y
de desarrollo celular, participa en promover vias de crecimiento, proliferaciéon celular y
apoptosis. La proteina MYC es un factor de transcripcion que responde e integra sefales para
modificar la expresion génica. (Schaub et al., 2018). MYC esta compuesto por dos regiones
polipeptidicas, residuos transactivadores (N-terminal) y el segmento bHLHZ (C-terminal). El
segmento bHLHZ especifica la dimerizacion mientras que los residuos transactivadores
reconocen las secuencias de DNA (Nair & Burley, 2003). Se han identificado que numerosos
cambios en el genoma de una célula tumoral tienen como efecto final la desregulacion de la
funcién de MYC. Estas alteraciones incluyen variantes patogénicas en la secuencia codificante
de MYC que aumentan la estabilidad de la proteina, variantes patogénicas o amplificaciones de
promotores o variantes patogénicas en las vias de transduccion de sefales que terminan por
aumentar la expresiéon de MYC. En OS la desregulacién de MYC se ha observado del 7% al
78% de los casos. La amplificacion de MYC es la alteracion mas frecuentemente descrita. En
concentraciones fisioldgicas MYC no puede formar homodimeros y carece de la capacidad de
reconocer sus secuencias blanco especificas. Es por esto que, MYC depende de su
heterodimerizacion con MAX para poder reconocer e interaccionar con sus genes blancos. Los
heterodimeros MYC-MAX reconocen un exanucleotido central (5°"CACGTG3") denominado caja
potenciador o Box E por su nombre en ingles. De esta forma MYC-MAX activa de forma
selectiva la trascripcion de genes cuyos promotores contengan secuencia Box E (Nair & Burley,
2003).

MAX (factor X asociado a MYC) al igual que MYC es un factor de transcripcién que depende de

su dimerizacion para llevar acabo su funcién. MAX esta compuesto por 3 dominios polipetidicos
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funcionales, una region basica y las dos regiones restantes que conforman el dominio bHLHZ.
Al igual que MYC, el dominio basico tiene como funcion reconocer el exanucledtido Box E, el
dominio bHLHZ media la interaccion para formar dimeros (FitzGerald et al., 1999). Para llevar
a cabo su funcion MAX puede formar heterodimeros con los paralogos de MYC (MXI1, MNT vy
MGA). Se ha observado que la heterodimerizacién de MAX con los paralogos de MYC tienen
un efecto supresor contrario a MYC (FitzGerald et al., 1999; Schaub et al., 2018). A diferencia
de MYC, MAX tiene la capacidad de formar homodimeros a concentraciones bajas (FitzGerald
et al., 1999; Nair & Burley, 2003). En 1992 Makela et al. describieron una isoforma alternativa
de MAX. Esta isoforma es producto de un splicing alternativo, el cual genera un codén de paro
prematuro que da lugar a un polipéptido de MAX truncado (delta MAX) (Makela et al., 1992). La
isoforma Delta MAX (AMAX) carece de 9 aminoacidos en el extremo N-terminal que
corresponde con el dominio Z ademas de carecer de la sefial de localizacion nuclear (Hurlin &
Huang, 2006). En este mismo estudio Makela et al. analizaron la expresién de MAX y AMAX en
tejidos humanos sanos, encontrando una expresion menor constante de la isoforma AMAX con
respecto de MAX. Ademas, se encontré una diferencia significativa de la relacion MAX/AMAX
segun el tipo celular especifico. Vincularon este hallazgo con una posible regulacion de la
expresion ambas isoformas (FitzGerald et al., 1999; Makela et al., 1992). Actualmente se
conoce que la ribonuproteina nuclear A1 (hnRNPA1) promueve la expresion de la isoforma
AMAX (Babic et al., 2013). Posteriormente Makela et al. en ensayos de interaccion de las dos
isoformas de MAX con un lisado de ¢c-MYC y entre ambas isoformas, con su posterior
inmunoprecipitacion, se demostro la formacion de los dimeros AMAX-cMYC, AMAX-MAX y

AMAX-AMAX. Ademas demostraron en concentraciones iguales de AMAX, MAX, MYC vy la
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presencia de secuencias Box E., la formacion de dimeros AMAX-cMYC es mayor que la
formacion de dimeros MAX-cMYC a diferencia de cuando esta ausente la secuencia Box E
(Makela et al., 1992). Babic et al. en 2013 describieron el potencial oncogénico de AMAX en
células inmortalizadas de glioblastoma multiple (GBM). Este grupo demostré en GBM que, un
radio menor de mMRNA MAX/AMAX;, se relaciona con niveles elevados y persistentes de c-MYC,
expresion de genes metabdlicos y la agresividad de las lesiones (Babic et al., 2013).

Por su papel importante en la tumorogénesis la familia Myc bHLHZ (en especial MYC), ha
destacado como un blanco terapéutico en algunos tipos tumorales. El enfoque de inhibir de
forma directa a MYC ha sido explorado por algunos grupos de investigadores. Debido a la
complejidad de las sefales que regulan la expresion y las funciones pleiotropicas de MYC,
ademas de presencia de vias alternativas para mantener la expresion de MYC y actividad de
las genes de la familia bHLHZ (Castell et al., 2018; Castell & Larsson, 2015; Whitfield et al.,
2017). Es por esta razén que las proteinas que interactuan con MYC para su funcién son el
nuevo blanco terapéutico de explorar. Por el hecho de que se ha demostrado que MYC necesita
de MAX para su funcionamiento y que MAX puede controlar la actividad de MYC, se ha vuelto
el blanco terapéutico factible para regular la actividad de MYC (Whitfield et al., 2017). Varios
grupos han utilizado un enfoque de pequefias moléculas para interferir en la interaccion MYC-
MAX o MYC-MAX-DNA, sin embargo, ninguno de ellos ha logrado demostrar resultados del

todo concluyentes (Castell et al., 2018).
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Planteamiento del problema

Dentro de las neoplasias malignas de hueso, el OS es la mas frecuente. En la poblacién
pediatrica es la segunda neoplasia mas frecuente. La fisiopatologia y biogénesis del OS es poco
comprendida. Al ser una enfermedad de baja frecuencia ha sido un desafio describir factores
de riesgo y prondsticos. El diagndstico se basa en manifestaciones clinicas, con evidencia
demostrable por métodos de imagen y es confirmado por la toma de biopsia. El tratamiento y la
sobrevida no se han modificado de forma significativa en los ultimos 20 afios. La sobrevida libre
de enfermedad a los 5 afos, con tratamiento quirdrgico asociado o no a radioterapia, es del
20%. Con un enfoque quirurgico asociado a quimioterapia, la sobrevida a los 5 afios es del 70-
80% (en ausencia de metastasis al diagndstico) y del 20 al 40% si se detectan metastasis al
momento del diagnostico. En los casos en los que se presenta una recaida posterior al
tratamiento combinado, la sobrevida a 5 afios es del 15%. En las ultimas décadas los esfuerzos
se han centrado en entender las bases moleculares para el desarrollo del OS. Con base de
estos conocimientos, se podran proponer nuevas estrategias terapéuticas que incidan de forma

importante en la sobrevida de los pacientes con OS.
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Pregunta de investigacion

¢Cual es el perfil de expresion de MYC/MAX/AMAX en tejido 6seo derivado de OS en

comparacién con hueso sano?
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Justificacion
El OS es el tumor maligno primario de hueso mas frecuente. Tiene una incidencia mundial de
3.1 casos por millébn de habitantes. Representa el 0.2% de los tumores malignos y el 75% de
los tumores malignos diagnosticados en adolescentes. Los esfuerzos se han enfocado en el
entendimiento de su biogénesis. La descripcion de los genes conductores a cancer en OS es
de especial interés. La participacidon de MYC en la oncogénesis ha sido ampliamente descrita.
Hasta el momento se sabe que su funcién depende de la interaccidon con otras proteinas y que
su potencial oncogénico puede ser inducido y regulado de forma diferencial por la formacion de
heterodimeros con otras proteinas. De forma inicial se describié el potencial de MAX para
promover la oncogénesis por medio del heterodimero MYC/MAX, mas, actualmente se sabe
que puede actuar de forma independiente. Por lo tanto, la regulacion selectiva de la

heterodimerizacion de estas proteinas es un blanco terapéutico que se debe investigar.
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Hipotesis
Existe una expresion diferencial de MYC/DMAX en tejido 6seo con OS en comparacion con el

tejido 6seo sano.
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Objetivos

Objetivo General:

Analizar la expresion de MYC/MAX/DMAX en tejido 6seo derivado de OS en

comparacién con hueso sano

Objetivos Especificos:

Analizar la expresion de diferencial de MYC en tejido de pacientes con osteosarcoma
comparada con tejido sano adyacente.

Analizar la expresion de diferencial de las dos isoformas de MAX en tejido de pacientes
con OS comparada con tejido sano adyacente.

Analizar la proporcion de las dos isoformas de MAX en tejido de pacientes con OS
comparada con tejido sano adyacente.

Aportar nuevo conocimiento sobre el posible papel de la via MYC/MAX en el desarrollo

y progresion de OS.
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Metodologia

Disefio del estudio:

Casos y controles pareado.

Poblacién de estudio:

Previa aprobaciéon del comité de ética en investigacion del INR LGIl Mediante un muestreo a
conveniencia, se reclutaron pacientes con diagnostico de OS tratados en el servicio de Tumores
Oseos del Instituto Nacional de Rehabilitacién “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”, en un periodo
comprendido entre abril 2015 a febrero 2019. Previo a la reseccion quirurgica, los pacientes
fueron invitados a participar de manera secuencial conforme asistieron a la consulta del servicio
de Tumores 6seos. Durante el acto quirurgico se tomaron muestras de tejido tumoral y de tejido

sano adyacente.
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Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

e Individuos mexicanos que tengan diagndstico clinico de OS, confirmado
histopatologicamente mediante biopsia.

e Individuos mexicanos que tengan diagndstico clinico de OS, confirmado
histopatologicamente mediante biopsia y que fuera posible recolectar muestra de tejido
sano adyacente.

e Individuos mexicanos que tengan diagndstico clinico de OS, confirmado
histopatologicamente mediante biopsia y que estén de acuerdo en participar en este
estudio.

Criterios de Exclusién

¢ Individuos mexicanos con OS secundario o asociado a enfermedad de Paget.

e Individuos mexicanos que tengan diagndstico clinico de OS, confirmado
histopatologicamente mediante biopsia en los que no fuera posible recolectar muestra
de tejido sano adyacente.

e Individuos mexicanos que tengan diagndstico clinico de OS, confirmado
histopatologicamente mediante biopsia y que no estén de acuerdo en participar en este
estudio.

Criterios de Eliminacion
e Individuos en los que la muestra de tejido 6seo tumoral sea insuficiente o inadecuada

para la extraccion de RNA.
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Individuos en los que la muestra de tejido sano adyacente sea insuficiente o inadecuada
para la extraccion de RNA.

Individuos en los que la muestra de tejido éseo tumoral fuera contaminada en alguno de
los diferentes procesos.

Individuos en los que la muestra de tejido sano adyacente fuera contaminada en alguno

de los diferentes procesos.
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Tabla 3. Descripcién de variables

Variable
independiente

Variables
dependientes

Descripcion de variables

Definicion
conceptual

Osteosarcoma

Transcrito
derivado del
gen MYC
Transcrito
derivado del
gen MAX
Transcrito
derivado del
gen dMAX

Definicion
operacional
Neoplasia

maligna primaria

de hueso
Niveles de
expresion

relativa de MYC

Niveles de
expresion

relativa de MAX

Niveles de
expresion
relativa de
dMAX
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Tipo de
Variable
Cualitativa
nominal
Dicotémica
Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Escala de medicion

Presente/ausente

Expresion relativa

Expresion relativa

Expresion relativa



Descripcion de procedimientos

Reclutamiento de pacientes

Se reclutaron pacientes con OS primario, tratados en el servicio de Tumores Oseos en el

Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”, desde febrero de 2015

hasta abril de 2017. Se les invitd a participar en la investigacion. Se firmé el consentimiento

informado y posteriormente, durante el acto quirurgico, se obtuvieron muestras de tejido tumoral

y tejido adyacente sano. Se continuo con los individuos que cumplian con los criterios de

seleccion previamente mencionados.

Recoleccion de muestras del tejido

1.

Se acudio a quirdfano en la fecha programada para la reseccidn quirurgica de la lesion

primaria de OS.

. Se recolectd muestra de tejido 6seo proveniente de la lesion primaria de OS.

Se recolecté muestra de tejido 6seo sano proveniente de la region adyacente a la lesion
primaria de OS. Se verifico por estudio histopatoldgico la presencia de cambios

sugestivos de actividad tumoral.

. Se colocaron las muestras en microtubos estériles previamente rotulados.

La cantidad de tejido fue variable en funcion de la disponibilidad del mismo.
Se almacen¢ a temperatura de -80 °C (grados centigrados) hasta el procesamiento de

las muestras.
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Extraccion de RNA

Las muestras de RNA se purificaron a partir de 30 microgramos de tejido 6seo, por la técnica

de TRIzol. Se realiz6 mediante el kit de QUIAGEN segun las especificaciones del fabricante.

Posteriormente se cuantifico el RNA con un NanoDrop (Thermo Scientific). El rendimiento fue

de 20-50 ng/pL.

1.

2.

9.

Tomar 30 miligramos (mg) de muestra y realizar cortes finos de ella.
Homogeneizar con 1 mililitro (ml) de TRIzol los 30 miligramos de tejido.

Llevar a Vortex durante 2 minutos (min).

. Incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

Homogenizar con vortex durante 2 minutos.

Agregar 0.2 ml de cloroformo (por cada 1 ml de TRIzol usado).

. Homogenizar con vortex durante 30 segundos (s).

Incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

Centrifugar las muestras a 13,000 RPM durante 15 min a 4 °C.

10. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

11.Adicionar 0.6 ml de isopropanol (misma cantidad de la fase acuosa).

12.Incubar a -20 °C durante una hora y media.

13.Centrifugar a 13,000 RPM durante 10 min a 4 °C.

14.Decantar.

15.Adicionar 1 ml de etanol al 75%.
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16. Centrifugar a 13,000 rpm durante 7 min a 4 °C.

17.Decantar.

18.Adicionar 1 ml de etanol al 75%.

19. Centrifugar a 13,000 rpm durante 7 min a 4 °C.

20.Decantar.

21.Dejar secar el pellet a temperatura ambiente durante 10 min aproximadamente.
22.Resuspender el pellet con agua.

23. Cuantificar en espectrofotometro NanoDrop (ThermoFisher, Inc.).

24.Almacenar a -80 °C de temperatura.

Sintesis de cDNA
La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 1 yg de RNA total. Se realiz6 mediante el kit de
Thermo Scientific (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit) segun las especificaciones del

fabricante.

1. Agregar los siguientes reactivos en un tubo estéril sin nucleasa en hielo en el orden

indicado:
Templado de 0.1ng-5
RNA RNA total Mg
Random Hexamer
Primer primer 1 uL
Agua libre de nucleasas to 12 uL
Volumen total to 12 pL

2. Incubacioén a 65 °C durante 5 min.
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3. Incubacion de los siguientes reactivos en el orden indicado.

5X Reaction Buffer 4 uL
RiboLock inhibidor de RNase (20

U/pL) 1L
10 mM dNTP Mix 2 uL
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) |1 pL
Volumen total 20 pL

4. Mezclar suavemente y centrifugar brevemente.

5. Incubacion durante 5 min a 25 °C.

6. Incubacion durante 60 min a 42 °C.

7. Terminar la reaccion calentando a 70 ° C durante 5 minutos.

8. Almacenar a -80 °C de temperatura.
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qPCR

Perfiles de expresion MYC, MAX, dMAXy GAPDH
Posterior a la sintesis de cDNA total, se utilizo la técnica de PCR tiempo real (QPCR) por medio
de SYBR Green. Los genes de interés analizados fueron MYC, MAX y AMAX. El gen de

referencia analizado fue GAPDH.

Disefio y optimizaciéon de qPCR oligonucleétidos

Se utilizé el programa Primer 3 para el disefio de oligonucleétidos para los genes MYC, MAX,
AMAXYy GAPDH. MYC, MAX y AMAX son los genes blanco de interés. GAPDH fue usado como
gen de referencia y su expresion fue utilizada para permitir la medicion relativa de expresion de
los genes de interés. La secuencia de los oligonucle6tidos usados se especifican en la tabla X,
tienen un contenido de GT entre 45 la T, usada fue de 60°C y en los ensayos in silico ninguno

mostro la formacién de dimeros. Los oligonucledtidos  fueron sintetizados por Sigma-Aldrich.
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Tabla 4. Descripcion de los oligonucleotidos

Primer Primer sequence 5'-3' Tm°C Longitud (pb)
AMAX-F AGGGGAAAGCGAGAGCTG 60 136

AMAX-R ACGGACCAGGTGGTTAACTTG | 60

WT-MAX-F GCTCTTCTGGAGCAGCAAGT 60

WT-MAX-R GCGTTGGTGTAGAGGCTGTT 60 101

MYC-F TTCGGGTAGTGGAAAACCAG 60

MYC-R CACCGAGTCGTAGTCGAGGT 60 92
GAPDH-F AAGGGTTAACGGTCCTGGTT 60 101
GAPDH-R TTTCACAATGACCACCCCAGA | 60

WT-MAX 421 GTATATGCGAAGGAAAAACCACACACACCAGCAAGATATTGACGACCTCAAGCGGCAGAA 480
Lerrrrrrrrreerrrrerrrrrrerrrrerrrr ettt e et e e

AMAX 421  GTATATGCGAAGGAAAAACCACACACACCAGCAAGATATTGACGACCTCAAGCGGCAGAA 480

WT-MAX 481  TGCTCTTCTCGAGCAGCAAG--————-———=-———=—=—==—===——————~—————————— 500
FEETEET T el

AMAX 481  TGCTCTTCTGGAGCAGCAAGGGGAAAGCGAGAGCTGATCAAGTTCTTTGTTCCTGGGGAR 540

WI-MAX == e e e e e e e

AMAX 541  TTCACTTCTCTTCCTCCCTCATGGAAGATGCAAGTAAAAGGAAATGCAAGTAACCACCTG 600

WT-MAX 501  -ECCGTGCACTGGAGAAGGCGAGGTCAAGTGCCCAACTGCAGACCAACTACCCCTCCTCA 559
Crrrrrerrrrrerrrerrerrrerrrrrerrerrrerrrrrerr e rrrrrrr e

AMAX 601  GTCCGTGCACTGGAGAAGGCGAGGTCAAGTGCCCAACTGCAGACCAACTACCCCTCCTCA 660

WT-MAX 560 GACAACAGCCTCTACACCAACGCCAAGGGCAGCACCATCTCTGCCTTCGATGGGGGCTCG 619

terrrrrrrrreerrrrererrrerrrrrerrrr ettt rr et e
AMAX 661 GACAACAGCCTCTACACCAACGCCAAGGGCAGCACCATCTCTGCCTTCGATGGGGGCTCG 720

Figura 2: Representacion de la secuencia de mRNA de MAX'y AMAX usadas para el disefio de
oligonucledtidos. Sefalando en azul las secuencias usadas para el disefio de los
oligonucledtidos de MAX. Sefialando en amarillo las secuencias usadas para el disefio de los

oligonucledtidos de AMAX.
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Estandarizacion

En la primera etapa del estudio se realizo la estandarizacidn de la técnica de PCR tiempo real
(gPCR), los experimentos se llevaron acabo en el equipo StepOne Plus (Applied Biosystems).
En estas reacciones se utilizaron muestras de cADN de muestras de hueso sano, provenientes
del banco del INR. La expresion relativa se estim6 mediante el calculo de las veces cambio de
expresion. Para conocer la eficiencia de la reaccion de qPCR, se realiz6 una curva estandar y
posteriormente curvas de disociacion para distinguir la amplificacion de los genes de interés y
del gen de referencia, de esta forma descartar la amplificacién de productos inespecificos .
Normalizacién

La normalizacion de los experimentos se dio por la cantidad total de cDNA afadida y por el
analisis simultdneo de un gen normalizador, en este caso se utilizo6 a GAPH como gen
normalizador. Se realizd la determinacion por triplicado de cada muestra para asegurar la
eficiencia constante de amplificacion como se explica mas adelante.

Determinacién de la eficiencia de la reaccién

Generacion de curvas estandar

Se realizo la construccion de curvas estandar por factor de dilucion 1:10 en serie, a partir de
una concentraciéon inicial de cDNA de hueso sano, esto se realizO para cada par de
oligonucledtidos. Para la deteccion de los amplicones se utilizo SYBR Green (fluoréforo que se
asocia e interactua con moléculas de DNA de doble cadena y el cual emite fluorescencia bajo
luz ultra violeta). La fluorescencia emitida es cuantificada al final de cada reaccion y se estima
la cantidad de cDNA amplificada. Los parametros de la gPCR se describen a continuacién,

temperatura de desnaturalizacion 95 °C y la temperatura de elongacion 60 °C. Los ciclos se
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programaron de la siguiente forma: elevar de forma inicial la temperatura a 95 °C durante 10
min, seguido por 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos seguido por disminuir la temperatura a
60 °C durante 1 minuto (figura 3). Las concentraciones de los reactivos utilizados se especifican

en la tabla 5.

Tabla 5. Especificacidn de reactivos usados para qPCR

Reactivo Volumen/muestra (pL) Volumen/96 muestras (uL)

Maxima SYBR Green.gPCR | 5.0 480
Master mix 2X
ROX 0.02 0.192
H20 3.38 324.48
Oligonucledtido 10x F 0.3 28.8
Oligonucleotido 10x R 0.3 28.2
cDNA 1 96

Volumen total 10 960

Para la qPCR se utiliz el valor de Ct (Cycle Threshold), la cual representa el numero de ciclos
necesarios para alcanzar un umbral de fluorescencia. La correlacion del Ct y la cantidad de
cDNA afiadido de manera inicial se ven relacionados ya que a mayor cantidad de cDNA
presente en la reaccion inicial el se requerira de un menor numero de ciclos para alcanzar el

Ct.
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Figura 3: a) Especificaciones de las condiciones de reaccion utilizadas para las reacciones
SYBR Green | en StepOne Plus (Applied Biosystems).

Condiciones de reaccion

Se analizo la expresion relativa de MYC, MAX, AMAX y GAPDH en el cDNA extraido de las
muestras de tejido 6seo tumoral y tejido 6seo sano. Las reacciones se realizaron por triplicado
para cada muestra, de esta forma obtuvo un Ct promedio. Ademas, se analizaron por segunda
ocasion de forma aleatoria algunas muestras. En todas las placas se analizd la expresion
relativa de MYC, MAX, AMAX y GAPDH en el cDNA proveniente de una muestra de hueso sano
(calibrador) y controles negativos para controlar la variabilidad interplaca. Se usaron las
condiciones y concentraciones de reactivos previamente especificados en la tabla 5. GAPDH

fue utilizado como gen de referencia y normalizador.
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Curva de disociacion

Las curvas de disociacion se analizan con la finalidad de distinguir la amplificacion de los genes
de interés y el gen de control y al mismo tiempo descartar la amplificacion de productos
inespecificos. Esta curva se construye con los datos de la temperatura necesaria para la
disociacion de las moléculas de DNA de doble cadena. Se basa en que una la temperatura

requerida, esta dada principalmente por la longitud de los fragmentos de DNA amplificados.
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Cuantificacion relativa

Para determinar el nivel de expresion se utilizo el método 224t se midieron las diferencias (A)
entre el ciclo umbral (Ct). En esta determinacion de la relacion de expresion relativa de los
genes de interés se midieron las diferencias de recambio (A) entre el ciclo umbral (Ct). El célculo
se llevd con la siguiente formula:

ACt (muestra) = Ct (gen de interés, muestra) — Ct (gen de referencia, muestra)
ACt (calibrador) = Ct (gen de interés,calibrador) — Ct (gen de referencia,calibrador) AACt = DCt

(muestra) - DCt (calibrador)
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Analisis estadistico

Se realizo una descripcidon de las caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada. Se
realizo una descripcion de las principales caracteristicas clinicas y histopatolégicas de la

poblacion estudiada.

Se realizé un analisis estadistico utilizando los valores de las veces de cambio de los 2 grupos
para cada gen de interés con el programa “GraphPad Prism 8”. Se calculé la mediana de las
veces de recambio de ambos grupos para cada uno de los genes de referencia. Por el numero
de casos se utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Se aplico la prueba de Wilcoxon entre
los valores de las veces de cambio del para cada muestra de tejido 6seo tumoral y su control

pareado, para cada uno de los genes de interés.
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Resultados

Datos clinicos

Se recolectaron 19 muestras de tejido 6seo tumoral de pacientes con diagndstico de OS, como
tejido control se recolecto tejido sano adyacente del mismo paciente. 10 de los pacientes fueron
del género masculino y 9 del género femenino, con una relacién hombre-mujer 1.11:1. Con
respecto al origen demografico de los pacientes, 5 pacientes fueron originarios de Ciudad de
México, 5 fueron originarios del Estado de México, 3 eran originarios de Puebla y se recluté un
paciente proveniente de cada uno de los siguientes estados: Baja California Sur, Guerrero,
Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Veracruz. El rango de edad del inicio de los sintomas fue de
10 a 32 anos, con una edad media de 18.7 anos. El rango de edad al momento de la toma de
la biopsia fue de 10 a 36 afios, con una edad media de 19.6 afos. El dolor y aumento del
volumen en la region afectada fueron referidas por el 94.7% (18) de los pacientes. La limitacion
de movilidad de la articulacion afectada se observo en el 79% (15) de los casos. El antecedente
de trauma se encontro en el 21% (4) de los casos. Por ultimo, en dos casos, el diagndstico se
asocié a la presencia de una fractura patoldgica en la region afectada. Con respecto a la
localizacion de la tumoracién primaria, el 100% (19) de los casos se encontraba confinada a
extremidades inferiores. En el 94.7% (18) la neoplasia se encontraba confinada a s6lo una
estructura 6sea y en un caso se encontré6 que involucraba a dos estructuras d6seas. Con
respecto a la lateralidad el 63% (12) de los casos se encontraron en la extremidad inferior
derecha y el restante 37% (6) de los casos en la extremidad inferior izquierda. De los huesos
de las extremidades inferiores, el fémur en su porcidn distal represento el 74% (14), la tibia en

su porcion proximal represento el 15.7% (3), en un caso la tumoracién afectaba tanto la porcion
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distal del fémur y la proximal de la tibia y por ultimo sélo en un caso la neoplasia se localizé en
la porcion proximal del peroné. Con respecto a los cambios histopatologicos observados en las
biopsias tumorales en 63% (12) de los casos la naturaleza de la matriz extracelular evidencié
predominio de un sélo subtipo celular. De estos 12 casos, los subtipos osteoblastico y
telangiectasico se observaron en 3 casos cada uno, el subtipo condroblastico se observé en 2
casos Y los subtipos células pequenas, fibroblastico, indiferenciado y paraosteal se reportaron
en un caso cada uno. En los 7 casos restantes la naturaleza de la matriz extracelular mostro
predominio de al menos 2 subtipos celulares diferentes. Dentro de estos casos los subtipos
condroblastico y osteblastico se reportaron en 6 de los casos, y los subtipos fibroblastico y
telangiectasico se reportaron en 3 y 2 casos respectivamente. Con respecto a la presencia de
metastasis, éstas fueron detectadas en el 73.6% (14) de los casos y todas ellas se encontraban

localizadas en pulmoén.
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Tabla 6. Resumen de caracteristicas e histopatologicas de los pacientes.

Variable Osteosarcoma
(n=19)
No. %
Edad de presentacion
<18 12 63
>18 7 37
Sexo
Hombres 10 53
Mujeres 9 47
Localizacion
Fémur distal 14 75
Tibia proximal 3 15
Fémur distal y 1 5
tibia proximal
Peroné proximal 1 5

Subtipo Histolégico
Osteoblastico 3 15.7

Telangiectasico 3 15.7
Condroblastico 2 10.5
Células 1 5
pequenas
Fibroblastico 1 5
Indiferenciado 1 5
Paraosteal 1 5
Complejos 8 38.1
Metastasis
Si 14 73.6
No 5 26.4

Curvas de disociacion
Se obtuvo una curva de disociacion para cada uno de los genes de interés y el gen de referencia
(figuras 4-7). En estas cuervas no se observé la amplificacion de productos inespecificos en

ninguno de los casos.
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Figura 4. Curva de disociacion del de interés MYC. Se observa la temperatura de la reaccién

en la que se desnaturaliza esta secuencia de cDNA.
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Figura 5. Curva de disociacion del de interés MAX. Se observa la temperatura de la reaccién

en la que se desnaturaliza esta secuencia de cDNA.
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Figura 6. Curva de disociacion del de interés AMAX. Se observa la temperatura de la reaccién

en la que se desnaturaliza esta secuencia de cDNA.
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Figura 7. Curva de disociacion del de interés GAPDH. Se observa la temperatura de la reaccién

en la que se desnaturaliza esta secuencia de cDNA.
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Curvas de estandarizacion

Se realizaron las curvas estandar en las condiciones previamente mencionadas, demostrando,
que el disefio de los experimentos es adecuado para todos los genes blancos. Le eficiencia
obtenida de las curvas estandar para MYC, MAX, AMAX y GAPDH fue de 105.765, 109.858,
109.028 y 104.934 respectivamente. En la figura 8 se muestran las graficas de las curvas

estandar para cada uno de los genes.

59



Graphical View T
Reaction Volume Per Well: 10 pL
Holding Stage Cycling Stage Melt Curve Stage a
Continuous Step and Hold
100 — 950°C 95.0°C
/ 10:00 100% 00:15
75 —|
50 — 00% 01:00 01:00
g
25 —|
v
0—|< >
Legend
Data Collection On Data Collection O A AutoDeltaOn A AutoDeltaOf =——= Zone Temperatures a

Standard Curve

it Standard Curve

s b Taraet: MAX160 Sione: -3.100 Y-in %, 0.086 E1%: 100,050

< PiotcColor Deraun < rae < PlotColor [Derautt ~ I

a b =z a b |=
Standard Curve Standard Curve
= o -
@ -
0.0 - -
5 = 5 —
=]
o - -—
° T
200 ~——.
ouaotty Yy  ocuan ity
Taraet: MYC Siobe: -3.191 Y.inter: 30.73 o7. 0.981 Eff%: 105.765 Taraet: GAPDH Sione: -3.200 Y-inter :25.134 52 0.995 E1%: 104.934 e <
[ Stanaaras B Unkno wn Bl Unknown (Flagged) s I- stangara Il Unknown Bl Unknown (Flagged) s ]

Figura 8: a) Especificaciones de las condiciones de reaccién utilizadas para las reacciones
SYBR Green | en StepOne Plus (Applied Biosystems). b) Curva de estandarizacion MAX-103.
c) Curva de estandarizacion MAX-160. d) Curva de estandarizacion MYC. e) Curva de

estandarizacion GAPDH.
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Cuantificacion relativa

Para la Cuantificacion relativa de MYC se analizaron por la técnica descrita 24 muestras
provenientes de tejido 6seo con OS y sus respectivos controles pareados. La mediana de
expresion relativa de MYC en las muestras de tejido 6seo tumoral fue mayor que la mediana de
expresion relativa de MYC en las muestras de tejido éseo sano. Se aplico prueba de Wilcoxon
a las veces de cambio calculadas a partir de la expresion relativa de MYC para cada una de las
muestras de tejido con OS y sus controles sanos pareados, de la cual se obtuvo una p= 0.0005,

estadisticamente significativa. (Grafica 1).
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Grafica 1. Cuantificacion de Expresion Relativa de MYC
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Para la Cuantificacién relativa de MAX se analizaron por la técnica descrita 22 muestras
provenientes de tejido 6seo con OS y sus respectivos controles pareados. La mediana de
expresion relativa de MAX en las muestras de tejido 6seo tumoral fue mayor a la mediana de
expresion relativa de MAX en las muestras de tejido 6seo sano. Se aplico prueba de Wilcoxon
a las veces de cambio calculadas a partir de la expresion relativa de MAX para cada una de las
muestras de tejido con OS y sus controles pareados sanos, de la cual se obtuvo una p= 0.0054,

estadisticamente significativa. (Grafica 2).
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Grafica 2. Cuantificacion de Expresion Relativa de MAX
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Para la Cuantificacidon relativa de AMAX se analizaron por la técnica descrita 19 muestras
provenientes de tejido 6seo con OS y sus respectivos controles pareados. La mediana de
expresion relativa de AMAX en las muestras de tejido 6seo tumoral fue mayor a la mediana de
expresion relativa de AMAX en las muestras de tejido 6seo sano. Se aplicé prueba de Wilcoxon
a las veces de cambio calculadas a partir de la expresién relativa de AMAX para cada una de

las muestras de tejido con OS y sus controles pareados sanos, de la cual se obtuvo una p=

0.021, estadisticamente significativa (Grafica 3).
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Grafica 3. Cuantificacion de Expresion Relativa de AMAX
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Discusidén

El OS es la neoplasia primaria maligna de hueso mas frecuente. En la actualidad, a pesar de
los esfuerzos realizados, su tratamiento continua siendo el mismo que hace mas 20 afnos y por
lo tanto la sobrevivida se ha mantenido sin modificaciones. De las principales razones por las
qgue se ha dificultado el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos es el poco conocimiento de
la fisiopatologia y de las bases moleculares subyacentes al desarrollo de OS. La identificacion
de genes conductores a cancer en OS ha tomado relevancia no sélo para entender a esta
patologia si no para desarrollar nuevos farmacos que tengan como blancos la modulacién de
expresion de estos genes. La desregulacion en la expresion de los genes pertenecientes a la
super familia MYC bHLHZ ocurre hasta en el 50% de los tumores. La expresion diferencial de
los diferentes miembros de esta super familia y la consiguiente formacion de homo o
heterodimeros que se ha observado se puede correlacionar con diferentes presentaciones
clinicas, respuesta a tratamiento y con el prondstico de los pacientes. Es por esto que, el estudio
de la expresion de MYC, MAX'y AMAX, en tejido éseo con OS, es una via de interés.

En este estudio se describen las caracteristicas clinicas y los perfiles de expresion relativa de
MYC, MAX y AMAX en hueso sano y en hueso con OS proveniente de 19 mexicanos con
diagnostico de OS. Con respecto al género observamos un ligera predileccion por el género
masculino con un radio 1.11:1 con respecto al género femenino con lo que coincidimos la
literatura (Baena-Ocampo et al., 2009; Gianferante et al., 2017; Ottaviani & Jaffe, 2009;
Rodriguez-Franco et al., 2016). La edad media de diagndstico observada fue de 18.7 anos,
ligeramente mayor a la descrita por grupos series de otros paises, este dato se puede ver

influenciado por el tiempo que transcurre entre acudir a recibir atenciéon médica y ser referidos

64



de un primer nivel a un segundo o tercer nivel de atencion médica y por lo tanto en integrar el
diagnodstico de OS. En nuestro sistema de salud la mayor proporcion de los casos son atendidos
en un segundo nivel de atencion médica y solo aquellos casos complejos o de dificil manejo
son atendido en un tercer nivel de atencion médica, como lo es el Instituto Nacional de
Rehabilitacion. Por lo que, el tiempo en integrar el diagnostico es mayor en nuestro entorno
comparado con el de otros paises y el acceso a la atencion en centros especializados no esta
disponible para todos los pacientes (Ottaviani & Jaffe, 2009; Rickel et al., 2017). Con respecto
a la sintomatologia referida por los pacientes coincidimos con lo previamente descrito siendo el
dolor, el aumento de volumen y la limitacion de movilidad, la sintomatologia mas frecuente. El
antecedente de trauma o la presencia de una fractura patolégica fueron los menos
frecuentemente descritos (Durfee et al., 2016; Geller & Gorlick, 2010; Gianferante et al., 2017,
Moore & Luu, 2014). Con respecto a la localizacidon de la lesion primaria de OS, encontramos
que la mas frecuentemente afectada es en huesos largos de las extremidades inferiores en
especial, en las porciones que forman parte de la articulacion de la rodilla, con lo que
confirmamos lo previamente reportado por las otras series mexicanas y extranjeras (Baena-
Ocampo et al., 2009; Moore & Luu, 2014; Ottaviani & Jaffe, 2009; Rickel et al., 2017; Rodriguez-
Franco et al., 2016). La deteccion de metastasis al momento del diagnéstico se dio en el 73.6%
de los casos, mucho mayor que el 10-20% reportado por la literatura (Durfee et al., 2016; Geller
& Gorlick, 2010; Gianferante et al., 2017; Y. Zhang et al., 2014). Este dato se puede deber a
que el 74% de los casos se estadificaron en el estadio lll de la escala Enneking y en el resto de
las series el estadio mas frecuente al diagnodstico fue el 1B de la escala de Enneking (Cates,

2018; Steffner & Jang, 2018). Con respecto a la variedad histolégica reportada, el subtipo
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osteblastico fue el mas frecuente, observado en 3 pacientes en mas del 50% de su matrizy en
6 casos asociado a mas subtipos histologicos, con lo que apoyamos la observacion de que el
componente histolégico mas frecuente es el osteoblastico (Cates, 2018; Steffner & Jang, 2018).
En el analisis de la expresion de MYC, como era de esperase, se encontro en el 100% (de las
muestras analizadas) una mayor expresion de MYC en las muestras de OS con respecto a sus
controles, con una de p= 0.0005. La desregulacion de la expresion de MYC en OS previamente
reportada es del 7-78% de los casos, en nuestra serie se observé en el 100%, éste aumento
puede ser por la progresion de la enfermedad al momento de toma de la biopsia y la
consiguiente adquisicion de la desregulacion de MYC (Nair & Burley, 2003; Rickel et al., 2017;
Schaub et al., 2018). Se conoce la incapacidad de MYC para generar homodimeros en
condiciones normales y que es posible la generacién de homodimeros cuando se encuentra a
mayores concentraciones. En las muestras de osteosarcoma con respecto de los controles la
expresion de MYC se encontré significativamente elevada, estas condiciones podrian propiciar
la formacion de homodimeros y de esta manera desregular la actividad de MYC.

Con respecto al analisis de la expresion relativa de MAX, al igual que lo encontrado con MYC,
se encontré una mayor expresion relativa en las muestras con OS con respecto a sus controles
con una p de 0.0054 (estadisticamente significativa). Por otra parte, como se penso en un inicio,
los niveles de expresion relativa de AMAX en las muestras de OS con respecto a sus controles,
se encontro una ligera diferencia con una p de 0.021 con significancia estadistica.

La funcion de los dimeros formados por las interacciones de MYC, MAX'y AMAX es compleja y
se ve influenciada por la abundancia y localizacién de estas proteinas. La capacidad de MAX

de actuar de forma independiente a MYC ha sido previamente descrita, la sobreexpresion de
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MAX puede tener como efecto final la desregulacion de sus blancos habituales y la regulacion
de nuevos genes, ya sea por la formacién de homodimeros o heterodimenos con MYC o AMAX
(FitzGerald et al., 1999; Schaub et al., 2018). Con respecto a AMAX se demostro por FitzGeralt
et al, que esta isoforma de MAX tiene mayor afinidad para formar heterodimeros con MYC y
MAX incluso cuando se encuentran a la misma concentracion. Los heterodimeros asociados a
AMAX tiene a estar relacionados con la expresion de genes que promueven la proliferacion,
crecimiento y supervivencia celular (Makela et al., 1992). Si bien los niveles de AMAX no
mostraron el aumento esperado, el aumento en la expresion de MYC y MAX podria propiciar
mayor formacion de heterodimeros AMAX/MAX y AMAX/MYC. De esta forma sin depender de
forma directa del aumento en expresion de AMAX, modificar la expresién de sus genes blancos
0 adquirir nuevos genes blancos(Babic et al., 2013).

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion en que analizaron 15 muestras pareadas
de tejidos tumorales y hueso sano adyacente provenientes de pacientes con diagndéstico de OS,
se analizo el perfil de expresion de microRNAS vy su relacion con la evolucién clinica. Dentro de
los microRNAS que se encontraron con una expresion diferencial (entre el tejido tumoral y sano)
destacaron hsa-miR-486-3p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-34a-5p y hsa-miR-1228-3p, por su
participacion en vias de carcinogénesis conocidas (Monterde-Cruz et al., 2020). Dentro de ellos,
hsa-miR-335-5p es considerado un miRNA supresor de tumor previamente asociado a cancer
de ovario, cancer de pulmén, cancer de vesicula biliar y cancer de prostata (Xie et al., 2019).
Las sobre expresion de hsa-miR-335-5p en células con OS inhibe la proliferacién, migracion e
invasion celular, estos mediante la regulacion de sus genes blanco como SNIP1, BIRCS, TUG1

y ROCK1 (Monterde-Cruz et al., 2020; Xie et al., 2019). Con los mapas de enriquecimiento y
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de interaccidn de hsa-miR-335-5p Cruz et al proponen que este miRNA, puede regular por
medio de la interaccién de la secuencia semilla de hsa-miR-335-5p con el 3UTR de ambas
isoformas de MAX (Tabla 7), por consiguiente modificar la actividad de MAX y AMAX.
(Monterde-Cruz et al., 2020).

Tabla 7. MAX como blanco de hsa-miR-335-5p

Predicted consequential pairing of target region (top) and | Site Context++ Context++ score Weighted Conserved branch P
miRNA (bottom) type score percentile context++ score length =l

Position 151-157 of MAX 3 UTR 5" . . . UAUUUUUACGUAGAAGCUCUUGG. . .
1 1L
hsa-miR-335-5p 3" UGUAAAAAGCAAUAA-CGAGAACU

Tmer-

-0.30 98 -0.30 3.113 N/A
m8

Dentro de las limitantes que tuvimos en la realizacidén de los experimentos y que pudieron influir
en los resultados, destaca que se realizo la extraccidn y purificacion de ARN total, debido a que
las dos isoformas MAX y AMAX se pueden localizar tanto en nucleo como en citoplasma y es
la fraccidn nuclear la que pareciera ser mas importante (Nair & Burley, 2003). Son por estos
motivos que un kit de extraccion y purificacion de RNA nuclear pudo ser mas informativo en

nuestro estudio.
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Conclusion

El Osteosarcoma es el tumor 6seo maligno mas frecuente. A pesar de los esfuerzos el
tratamiento no se ha modificado y por lo tanto la sobrevida no se ha modificado en los ultimos
30 anos. Una de las principales causas de esto es la falta de entendimiento de su biogénesis y
por la tanto la ausencia de farmacos que actuen de forma especifica. En este estudio mostramos
la sobre expresion de MYC, MAX y AMAX en tejido 6seo con OS. La regulacion directa de MYC
ha sido previamente explorada sin tener el éxito esperado probablemente por lo complejo de su
funcién e interaccion. La regulacion de MAX y AMAX pueden ser un enfoque terapéutico que
vale la pena continuar investigando. Mas estudios funcionales son necesarios para analizar la
expresion de MYC, MAX y AMAX, asi como de las moléculas que interviene en la regulacion de

su expresion como en el caso de hnRNPA1.
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Anexos

Recursos materiales
Este protocolo forma parte de un proyecto mayor, que cuenta con financiamiento del Fondo
Sectorial para Instituciones de Seguridad Social (FOSISS) CONACYT numero 261525,

convocatoria S0008-2015-2 y el monto otorgado es $ 550,000.

Aspectos bioéticos y de bioseguridad
Este proyecto forma parte de una investigacion mayor, el cual fue aprobado a los Comites de
Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Rehabilitacion, Luis Guillermo Ibarra Ibarra.

Este proyecto es de riesgo minimo
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Carta de Consentimiento Informado (Pacientes mayores de 18 anos)

Fecha Numero de registro

Apellido Paterno Apellido Materno. Nombre (s) Sexo

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

Justificacion del estudio:

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

Consentimiento:

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

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

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

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

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

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

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

Si usted tiene algun problema, pregunta, duda y aclaracion o reclamacion acerca de la investigacion, no
dude en ponerse en contacto con el Dr. Alberto Hidalgo Bravo del Instituto Nacional de Rehabilitacion
(tel. 59991000 ext. 19405. En caso de duda sobre sus derechos, el participante puede consultar al
Comite de Etica en Investigacion del INR, telefono 59991000 ext. 18342.
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Nombre y firma (o huella digital en caso necesario) del participante:

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

Domicilio:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el paciente de estudio Relacion con el paciente de estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra:
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Consentimiento para resguardo de muestras y uso en futuros estudios

Se propone que las muestras colectadas formen parte de un banco de muestras resguardado en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion. Estas muestras podran ser utilizadas por los investigadores
involucrados en el proyecto, en futuros estudios que persigan una meta en comun al presente estudio.
Acepto que las muestras queden bajo resguardo de los investigadores involucrados en el presente
proyecto y sean utilizadas en estudios con objetivos comunes al presente estudio. Se me ha explicado
que en caso de no acceder al resguardo de las muestras estas no podran ser utilizadas en nuevos estudios
y seran destruidas al concluir el presente estudio.

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

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

Domicilio:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el paciente de estudio Relacion con el paciente de estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra:
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Carta de Consentimiento Informado (Pacientes menores de 18 anos)

Fecha Numero de registro

Apellido Paterno Apellido Materno. Nombre (s) Sexo

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

Justificacion del estudio:

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

87



Consentimiento:

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

La participacion de su hijo consiste en lo siguiente: durante la cirugfa programada para el tratamiento
del tumor, se tomara una muestra de tejido proveniente del tumor y otra muestra de tejido sano de la
region adyacente al tumor. La toma de tejido sera solo en una ocasion y no implica un riesgo extra
durante el procedimiento quirurgico. Ademas, entre 12 y 24 horas antes de la cirugfa se realizara una
toma de muestra de sangre venosa (20 mililitros), con el proposito de obtener el suero de la sangre
periferica, para posteriormente extraer el RNA. La toma de la muestra de sangre puede ser incomoda y
en ocasiones puede resultar en un pequeno moreton en el sitio de puncion y en raras ocasiones, puede
ocurrir una infeccion. La muestra de sangre se tomara solo en una ocasion. Las muestras colectadas
formaran parte de un banco de muestras resguardado en el Instituto Nacional de Rehabilitacion y que
podran ser utilizadas por los investigadores involucrados en el proyecto, en futuros estudios que
persigan una meta en comun al presente estudio. Aunque no se le soliciten nuevas muestras, los
medicos que participan en la investigacion daran seguimiento a la evolucion de la enfermedad de su hijo
para conocer la respuesta a su tratamiento, o saber si hubo desarrollo de metastasis. Este seguimiento
se hara consultando el expediente clfnico y hasta que su hijo sea dado de alta.

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

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

Su hijo no recibira ningun tipo de remuneracion por su participacion en el estudio. Los diferentes
resultados de los analisis moleculares podran ser publicados de manera anonima en revistas de
difusion cientffica y que de momento no tienen utilidad en la asistencia medica. Los resultados de
esta investigacion pueden no representar un beneficio inmediato para el manejo de la
enfermedad, sin embargo, es posible que sirvan como base para el desarrollo de futuros metodos
de diagnostico y/o seguimiento para personas con la misma condicion medica. Si usted desea
conocer los resultados de la investigacion puede consultarlos con el investigador responsable.
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Confirmo que se me ha explicado en detalle en que consiste el estudio y la participacion de mi
hijo, y que he tenido tiempo de aclarar mis dudas acerca del mismo. Se me han explicado los
riesgos de la participacion de mi hijo en el estudio y que solo el personal involucrado en el estudio
tendra acceso a los datos personales y a las muestras que sean colectadas.

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

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

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

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

Domicilio:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el paciente de estudio Relacion con el paciente de estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra:
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Consentimiento para resguardo de muestras y uso en futuros estudios

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

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

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

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

Domicilio:

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Firma Firma

Relacion con el paciente de estudio Relacion con el paciente de estudio

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra:

90



91



92



	Portada

	Contenido

	Resumen

	Introducción

	Planteamiento del Problema

	Pregunta de Investigación

	justificación

	Hipótesis

	Objetivos

	Metodología

	Criterios de Selección

	Descripción de Variables

	Descripción de Procedimientos

	Resultados

	Discusión

	Conclusión

	Referencias Bibliográficas

	Anexos


