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RESUMEN

La displasia fibrosa es un trastorno éseo cronico benigno, no hereditario y poco
frecuente que causa alteracibn monostoética o poliostética, debido al reemplazo del
hueso normal por hueso displasico infiltrado por tejido conectivo fibroso. Por lo
general se diagnostica en la infancia o la adolescencia. Nuestra investigacion
surge por un paciente con un cuadro clinico sugestivo de displasia fibrosa. El
propoésito de nuestra investigacion es estudiar el cuadro clinico del paciente y
conocer si presenta mutaciones activantes heterocigotas en el codén 201 del exén
8 del gen que codifica para la subunidad alfa de la proteina G (GNAS1) usando un
estudio de PCR.

Se realizd un estudio cualitativo, descriptivo y de tipo transversal realizado en la
ciudad de Neiva en un paciente que presenta un diagndstico clinico de displasia
fibrosa al que se le realiza una revision exhaustiva de la historia clinica,
laboratorios, imagenes diagndsticas, estudio histopatolégico y cuadro clinico
comparandolo con lo expuesto en la literatura disponible actualmente, buscando
verificar la presencia de la patologia y posteriormente realizando el analisis
molecular por una técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) de tipo
convencional en busca de una mutacion especifica de reemplazo de arginina por
histidina en el codon 201 del exén 8 del gen que codifica para la subunidad alfa de
la proteina G (GNAS1).

Resultados: El paciente presenta un diagnéstico de displasia fibrosa, la cual es
apoyada por un estudio clinico, basado en la presentacion de dolor bilateral en la
region distal anteromedial de la pierna, y asociado a la presencia de masa
palpable, cuya evidencia clinica, es posteriormente respaldada con los resultados
imagenologicos mostrando en las radiografias esclerosis en tercio medio de tibias
y peroné y en fémur se observa lesién aparentemente quistica en tercio distal de
ambos fémures.

Por ultimo se realiza un estudio histopatolégico del tejido 6seo correspondiente
del cual termina reforzando lo planteado a partir de los anteriores estudios, el
diagnéstico de displasia fibrosa poliostotica.



ABSTRACT

Fibrous dysplasia is an uncommon non-hereditary chronic bone disease that
causes mono or polyostotic alterations, caused by the replacement of normal bone
tissue by dysplasic bone infiltrated by connective tissue. It is usually diagnosed in
the infancy and adolescence. Our research arises with a patient with clinical
manifestations suggestive of fibrous dysplasia. The purpose of this research is to
study the clinical manifestations of the patient and to determine if there is a
heterozygous activating mutation in the codon 201 from the exon 8 from the gene
codifying for alpha subunit of the G protein (GNAS1) using polymerase chain
reaction techniques

A qualitative, descriptive and cross - sectional study was carried out in the city of
Neiva in a patient presenting a clinical diagnosis of fibrous dysplasia, who
underwent an exhaustive review of the clinical history, laboratories, diagnostic
images, histopathological study and clinical analysis, comparing it with what is
exposed in the currently available literature, seeking to verify the presence of the
pathology and subsequently performing the molecular analysis by a conventional
polymerase chain reaction (PCR) technigue in search of a specific arginine
replacement mutation By histidine at codon 201 of exon 8 of the gene encoding the
alpha subunit of G protein (GNAS1).

The patient presents a diagnosis of fibrous dysplasia, which is supported by clinical
analysis, based on the presentation of bilateral pain in the distal anteromedial
region of both legs, and associated to a palpable mass, this clinical evidence is
then supported by imagenologic studies showing sclerosis on the medial one third
of both the tibia and the fibula and an apparently cystic lesion in the distal region of
both femurs.

Finally a histopathologic study of the correspondent bone tissue is performed
which reinforces the clinical diagnosis of fibrous dysplasia.



INTRODUCCION

La presente investigacion sobre displasia fibrosa se centra en el estudio
biomolecular de en un paciente con cuadro sugestivo de dicha patologia, mediante
PCR convencional y comparar el cuadro clinico que éste presenta con lo descrito
en la literatura disponible.

El problema de nuestra investigacidbn surge por un paciente que asiste a la
consulta externa de los servicios de genética y ortopedia con diagndstico de quiste
Oseo bilateral por lo cual se envia a biopsia, siendo sugestiva de displasia fibrosa
a confirmar con estudio molecular. La displasia fibrosa es un desorden éseo muy
poco comun, donde el hueso y la médula 6sea son reemplazados por tejido fibro-
0seo, llevando a fracturas, deformidad y dolor. El propédsito de nuestra
investigacién es estudiar el cuadro clinico del paciente y conocer si presenta
mutaciones activantes heterocigotas en el codén 201 del exén 8 del gen que
codifica para la subunidad alfa de la proteina G (GNAS1) mediante el andlisis de
una muestra de sangre usando un estudio de PCR.

El estudio tuvo ciertas limitaciones como el hecho de tener una muestra de un solo
paciente, esto debido a la relativa rareza de la condicién y la dificultad para
obtener protocolos especificos de PCR de otros trabajos, razon por la cual se
necesité de un proceso de estandarizacion de la técnica.

Esta investigacion tiene el potencial de tener un alcance global como
antecedente que facilita el desarrollo de posteriores investigaciones.

Iniciaremos haciendo un recuento de los antecedentes sobre estudios existentes
en la literatura acerca de la displasia fibrosa, continuando con la presentacion del
caso, planteamiento del problema de nuestra investigacion, asi como una
explicacion de en qué consiste la patologia, su causa, cuadro clinico, forma en que
se diagnostica y tratamiento. Luego se presentara la metodologia que se utilizd
para realizar la investigacion y finalmente los resultados obtenidos basados en la
historia clinica y el estudio genético del paciente, lo cual se compara
posteriormente con lo hallado en la revisidn bibliografica, llegando a partir de esto
a varias conclusiones y recomendaciones importantes.
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1 ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

La displasia fibrosa 6sea es un trastorno raro del esqueleto en el que el hueso
normal y la médula 6sea son reemplazados por tejido fibroso 6seo, lo que lleva a
la fractura, deterioro funcional 6seo, deformidad y dolor. Esta enfermedad puede
ocurrir en asociacion con hiperpigmentacion cutanea y alteraciones
endocrinolégicas hiperfuncionantes, incluyendo hipertiroidismo, pubertad precoz,
exceso de la hormona del crecimiento, y el sindrome de Cushing, llevando a un
cuadro patolégico conocido como sindrome de McCune-Albright (MAS). Es una
patologia poco frecuente en nuestro medio pero deben ser estudiados los casos
gue se presenten, varios investigadores se han interesado en esta enfermedad
llevando a cabo distintos tipos de estudio a partir de este fenébmeno.(1)

Un estudio importante realizado por la doctora Rossana y colaboradores en el afio
2001 “Estudio clinico-molecular de pacientes chilenas con sindrome de McCune-
Albright”, por medio de PCR alelo especifica teniendo una muestra de ADN
obtenidos a partir de los leucocitos, cuyo objetivo del estudio era describir la
comparacion de la clinica de este sindrome (pubertad precoz, hiperpigmentacion
cutdnea y DISPLASIA FIBROSA) con la presencia de la mutacion en el codon 201
del exdén 8 del gen especifico que algunas nifias portaban y otras no, demostrando
gue no existe una relacion directa entre la presencia del gen mutado y las
manifestaciones o alteraciones clinicas que compone este sindrome debido a que
no es criterio tener la mutacion para poseer esta patologia, por ello no se
encontraron diferencias en la severidad de los sintomas o en la edad de
presentacion de los que tienen la mutacién y los que no la tienen. Concluyendo asi
que la mutacién R201H se puede detectar en las células blancas de la sangre, en
aproximadamente el 70% de los casos y en donde los pacientes presentan una
amplia variabilidad clinica con el mismo defecto molecular. (1)

De igual forma se ha reportado un estudio de caso en el 2013 en el que el doctor
Miguel Angel Flores y colaboradores en un estudio de revisién, de un paciente con
displasia fibrosa poliostética con afectacion de la columna toracica, tuvieron como
objetivo mostrar que esta enfermedad puede generar lesion también en la
columna toracica, debido a que es poco frecuente que se vea afectada esta
region, ya que los sitios mas comunes de esta enfermedad son: todos los huesos
largos, los huesos craneofaciales, las costillas y la pelvis y es muy raro en la
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columna, donde aproximadamente 4.2% se asocian a esta, y la zona mas
afectada es la lumbar, mas no la toracica. (2)

Por otro lado, Alison M Boyce y colaboradores, realizaron un estudio en 2012, en
el que presentaron el caso de una nifia de nueve afos de edad que presentaba
manifestaciones graves de displasia fibrosa, asociado a una lesiéon femoral de
rapida expansion, mostrando en estudio de biopsia 6sea, una marcada expresion
del marcador RANKL, que es una proteina de la superficie celular implicado en
muchos procesos celulares, incluyendo la osteoclastogénesis, y en donde se
informa que se sobreexpresa en células 6seas de pacientes con displasia fibrosa.
El objetivo de este estudio era comprobar la efectividad de un anticuerpo
monoclonal en esta enfermedad llamado denosumab, cuya accion es inhibir la
activacion del receptor de NF-kB ligando (RANKL) y en el que su uso es aprobado
para el tratamiento de la osteoporosis y la prevencion de eventos relacionados con
el esqueleto de las metastasis 6seas. Se demostré que el denosumab conduce a
una reduccion dramatica de la expansion de la lesidon y del dolor relacionado con
la enfermedad, pero también se asocid con la aparicion de efectos adversos
significativos, por ende es importante garantizar el estudio de este medicamento
para confirmar su eficacia y determinar el potencial de morbilidad. (3)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La displasia fibrosa es una enfermedad genética no hereditaria caracterizada por
la presencia de lesiones fibro-6seas intramedulares benignas que se manifiestan
con dolor, deformidad y fracturas en el hueso afectado, fue descrita por primera
vez por Lichtenstein y Jaffe en la década de 1940. Se puede presentar en un solo
hueso (monostética) o en mdultiples huesos (poliostética) y puede o no estar
asociada a otras comorbilidades. (4)

Es causada por una mutacién postcigotica sin sentido en el gen que codifica para
la subunidad alfa de la proteina G estimuladora "Gs" situado en el complejo GNAS
del cromosoma 20ql3, esta mutacidn resulta en anormalidades en la
diferenciacion de osteoblastos y de la resorcion de hueso que por lo general se
encuentra aumentada. (5)Se cree que la gravedad de la presentacion es
dependiente del momento del desarrollo del cigoto en el que ocurrié la mutacion,
es decir, una mutaciébn mas temprana llegaria a afectar un mayor nimero de
células produciendo un cuadro mas grave.(5)

La presentacion clinica puede ocurrir a cualquier edad aunque suelen detectarse
la mayoria de las lesiones durante la juventud. La enfermedad no tiene
predileccion de género. Los sitios comunes de presentacion son los huesos largos,
las costillas, la pelvis y los huesos craneofaciales. Algunos pacientes con
manifestaciones poliostéticas presentan anormalidades endocrinas
(principalmente pubertad precoz) y manchas “Café con leche”, que en conjunto se
conoce como sindrome de McCune-Albright, también pueden presentarse masas
en tejido blando que son conocidas en el sindrome de Mazabraud. (6)

La presentacibn monostética es mas frecuente y suelen crecer de manera
proporcional al crecimiento normal del hueso, en contraposicion la forma
poliostética es mas rara, sus lesiones continlan creciendo al terminar el
crecimiento esquelético y generan deformidades severas incluso desde la nifiez,
las manchas café con leche de la piel se presentan a menudo en el tronco y las
areas proximales de las extremidades y suelen presentar bordes pocos definidos y
accidentados en comparacion por ejemplo a las manchas presentes en la
neurofibromatosis difusa. Otra presentacion poco frecuente de la displasia fibrosa
es el sindrome de Mazabraud caracterizado por masas de tejido conectivo laxo
llamados mixomas que se localizan de manera intramuscular. (7)
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El cuadro clinico suele ser asintomatico, sobre todo en presentaciones
monostoticas. Los principales sintomas son dolor, deformidad y fracturas. El dolor
suele ser signo de fracturas en areas de alto estrés como el cuello del fémur, se
ha descrito que en pacientes femeninas el dolor se puede acentuar durante el
embarazo y en ciertos momentos del ciclo menstrual debido a la estimulacion de
receptores de estrogeno que se encuentra en las lesiones 6seas.(7)

El diagnodstico se realiza con imagenes radiologicas, biopsias de patologia,
reportes endocrinolégicos y estudios de biologia molecular. No existe un
tratamiento uniforme para la displasia fibrosa pero suele ser tratada con una
combinacion de analgésicos, bifosfonatos, vitamina D y anticuerpos que actlan en
RANKL. El manejo quirurgico es Util en ciertas circunstancias para tratar y prevenir
fracturas y deformidades. (4)

Este trabajo de investigacion tendra como poblacibn a un paciente con
diagnostico de displasia fibrosa 6sea, residente en la ciudad de Neiva cuya
investigacion se desarrollara en el laboratorio de genética de la facultad de salud
de la universidad Surcolombiana, una vez se obtengan los datos de la muestra
para analizar.

Este Laboratorio de medicina Gendémica cuenta con un espacio fisico de
aproximadamente de 200 m?, con sala de espera para los pacientes que vienen a
tomarse las muestras, un consultorio de toma de muestras, dos bafios, un espacio
separado de oficinas, una zona de neveras, un area de PRE PCR donde se hace
la extraccion de ADN O ARN y preparaciéon de la mezcla de PCR. Ademas cuenta
con dos cabinas de seguridad bioldgicas, un area de POST PCR que cuenta con
los equipos especificos para el montaje de las pruebas, el tiempo real y el
secuenciador, el area de citogenética en donde se realizan los cariotipos y donde
se encuentra el microscopio para la lectura de las células, y por ultimo el area de
lavado.

Por otro lado el grupo de investigacion que se realiza en el laboratorio de medicina
genomica, tiene tres lineas principales de investigacion: Enfermedades
infecciosas, Enfermedades Croénicas y cancer; Biodiversidad y seguridad
alimentaria. Vinculados con estas se han realizado investigaciones en
enfermedades genéticas como los defectos del tubo neural que han permitido
justificar una ordenanza de la Gobernacion del Huila para prevenir su ocurrencia
en el departamento. Igualmente se sigue trabajando con estas y otras
alteraciones de gran impacto en la comunidad como labio y/o paladar hendido y
cardiopatias congénitas en los cuales se tiene convenios con grupos nacionales e
18



internacionales. En enfermedades infecciosas se trabaja en conocer, diagnosticar
y manejar las infecciones relacionadas con el embarazo y recién nacidos;
promoviendo programas que conlleven a medidas de salud publica para su
prevencion. En enfermedades cronicas y cancer se buscan alteraciones
moleculares que se relacionan con enfermedad de Alzheimer y otras demencias.
Toda la tecnologia adquirida se ha proyectado para fortalecer el diagndéstico una
vez validadas las pruebas, asi como en el grupo de trasplantes de 6rganos se
hace diagndstico en citogenética y molecular para muchas enfermedades de tipo
infeccioso y cancer.

El grupo esta conformado por profesionales de diferentes &areas como
Inmunologia, Bacteriologia, Biologia, Genética, Pediatria, Medicina Interna,
Cardiologia, Endocrinologia y Gineco-Obstetricia. Al grupo se encuentra asociado
el semillero de investigacion ERKLAREN y en su trabajo se involucra activamente
la participacién de estudiantes haciéndoles participes con responsabilidad de los
proyectos en que se comprometen.

En la linea de Biodiversidad se cuenta con Médicos Veterinarios, Zootecnistas,
Bidlogos y el comun denominador es girar alrededor de equipos de alta tecnologia
que ha ido adquiriendo y que permite realizar investigaciones con solvencia en
Biologia molecular, cultivo de tejidos y campos de biotecnologia.

El Laboratorio de medicina Gendmica actualmente se encuentra habilitado como
laboratorio de alta complejidad para prestar los servicios de pruebas diagnésticas
moleculares, pruebas de inmunogenética y estudios de trasplante renal a las
diferente EPS de la region surcolombiana.

Ahora bien, referiamos que la displasia fibrosa 6sea es una enfermedad poco
frecuente, los pocos casos que se presentan deben ser diagnosticados
oportunamente. Y considerando que ésta es una alteracion o mutacién genética su
diagnostico se debe confirmar a partir de estudios moleculares que respalden la
clinica de esta enfermedad.

Siendo esta patologia de baja frecuencia se ha realizado una busqueda de
reportes de casos en el afio 2014 donde no se encontré ningun dato veridico
asociado a ésta enfermedad en el municipio de Neiva.

19



El problema de nuestra investigacion surge por un paciente que asiste a la
consulta externa de los servicios de genética y ortopedia con diagndstico de quiste
0seo bilateral y que dice que ha aumentado el dolor, por lo cual se envia a biopsia.
Se procede a realizar radiogréficas y gammagraficas, donde el resultado de la
biopsia e historial, refiere que el caso es sugestivo de displasia fibrosa a confirmar
con estudio molecular. El paciente presenta lesiones tibiales simétricas y
bilaterales, lo cual es sugestivo de algun tipo de alteracion genética hereditaria. Si
es cierto que presenta lesiones éseo-fibrosas, pero la displasia fibrosa no es la
Unica enfermedad que tiene estas caracteristicas. Hay varios sindromes descritos
que muestran rasgos histoldgicos similares, aunque también es probable que no
haya ningun caso como el que esta descrito previamente.

La displasia fibrosa es un desorden 6seo muy poco comun, donde el hueso y la
médula désea son reemplazados por tejido fibro-6seo, llevando a fracturas,
deformidad y dolor. Esta enfermedad est4 poco estudiada en la poblacion de
Neiva. El propésito de nuestra investigacion es estudiar el cuadro clinico del
paciente y conocer si presenta mutaciones activantes heterocigotas en el codon
201 del exén 8 del gen que codifica para la subunidad alfa de la proteina G
(GNAS1) mediante el analisis de una muestra de sangre usando un estudio de
PCR bajo el protocolo estandarizado por este grupo de investigacion.

A partir de este planteamiento se formula la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Presenta el paciente una mutacion en el codon 201 del exén 8 del gen GNAS1
gue pueda explicar el cuadro clinico que manifiesta?

20



3. JUSTIFICACION

La displasia fibrosa es una enfermedad muy poco estudiada y de dificil diagnostico
debido a la falta de recursos que nos faciliten confirmar la presencia de la misma a
partir de la clinica dado que esta puede ser muy variable y facil de confundir con
patologias con cuadros similares. El uso de estudios biomoleculares para la
confirmacion de esta enfermedad es muy poco usado de manera regular y podria
ser de gran ayuda para despejar las dudas que tiene el personal médico y la
incertidumbre que se genera en el paciente al no tener pleno conocimiento de su
padecimiento.

Entre estos métodos podemos encontrar el analisis mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) para identificar ciertas secuencias en el ADN que
son caracteristicas de los pacientes que presentan el cuadro y que debemos
confirmar que estén presentes, esto nos demuestra la importancia del estudio y
difusion de la patologia a la comunidad médica en nuestro medio, para hacer
posible un diagndstico oportuno y un tratamiento adecuado.

Esta investigacion es viable debido a que las pruebas de reaccion en cadena de la
polimerasa son una herramienta cada vez mas asequible y presente en el arsenal
de métodos diagnésticos, en especial los de enfermedades poco comunes lo que
permite a este estudio otorgar informacion de manera costo-eficiente y de uso
practico.

21



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe una mutacién del codon 201 del exén 8 del gen GNAS1
mediante un ensayo de reaccion en cadena de polimerasa en el paciente que
acude al laboratorio de medicina genémica de la facultad de salud en el 2015.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar la prueba diagnéstica para ese tipo de enfermedad genética

Comparar las manifestaciones clinicas con la fisiopatologia subyacente a su
codigo genético.

Describir la presencia de afecciones comunes o complicaciones de la displasia
fibrosa en el paciente como fracturas, dolor corporal, claudicacion o fatiga.

Verificar el diagnéstico de sindrome de displasia fibrosa de acuerdo a los datos
obtenidos de la historia clinica del paciente.

22



5. MARCO TEORICO

La displasia fibrosa es una rara enfermedad del hueso que lleva a dolor 6seo,
fracturas y deformidad del hueso, y algunas veces progresa a compresion
neurologica. Una pequeiia parte de los pacientes también presenta anormalidades
endocrinas (< 5%), la mas frecuente siendo la pubertad precoz. Muchos pacientes
tienen compromiso 0seo autolimitado, con pocos 0 sin sintomas, pero la
enfermedad puede ser responsable de discapacidades significativas en aquellos
pacientes que presentan dolor 6seo, fracturas, deformidades y compromisos
endocrinos. El tipico sindrome de McCune Albright asocia displasia fibrosa,
anormalidades endocrinas y mancha café con leche. Importantes descubrimientos
acerca de la fisiopatologia de la enfermedad han sido ganados en las ultimas dos
décadas con la descripcién de los genes mutados y las principales vias biol6gicas
alteradas. También se han desarrollado terapias médicas con bifosfonatos en los
altimos tiempos.

La displasia fibrosa es una enfermedad genética, no hereditaria que se debe a
mutaciones poscigéticas en el gen que codifica para la subunidad de la proteina G
estimuladora (Gs) en el locus del cromosoma 20g13 GNAS. Las dos mutaciones
descritas (sustitucion del residuo de arginina en el codén 201 por cisteina o
histidina), las cuales son dominantes, son responsables del mosaicismo somatico,
y de las proteinas resultantes evidenciadas por la disminucién de la actividad de la
GTPasa, con incremento de la activacion de la adenilato ciclasa como
consecuencia. Por lo tanto las células mutadas constitutivamente generan
mayores niveles de AMPc y tienen una alta tasa de proliferacion. La activacion de
la via Gsa/PK/CREB induce la sobreexpresion de c-fos en las lesiones de
displasia fibrosa. (6)

Asi la displasia fibrosa es debido a una proliferacion y diferenciacion anormal de
las células estromales de la médula 6sea, debido a mutaciones de la GNAS. En el
tejido 6seo se puede observar células fusiformes similares a fibroblastos que
corresponden a osteoblasto pobremente diferenciados. La marca histologica de
esta condicién es la proliferaciéon de tejido fibroso dentro de la médula 6sea,
producida por estas células pre-osteoblasticas anormalmente diferenciadas. La
mutacion puede ocurrir antes de la gastrulacion (es decir cuando las tres lineas
germinales: ectodermo, endodermo y mesodermo, se separan con determinacion
del linaje celular) dado que el sindrome de McCune Albright involucra mdaltiples
tejidos que se originan de las tres lineas germinales embrionarias. En adicion, las
células del hueso, también se derivan de dos capas: el mesodermo y el
ectodermo. Como la enfermedad presenta un espectro amplio, desde la displasia

23



fibrosa monostotica benigna hasta severos casos de McCune Albright, se ha
especulado que el tiempo en el que ocurre la mutacion determina la severidad de
la enfermedad. El paradigma actual es que a mas temprana sea la mutacion
mayor sera el espectro de 6rganos afectados, con la severidad de la enfermedad
siendo proporcional al numero de células afectadas. (8) Se ha sugerido que el
aumento del AMPc puede inhibir el factor de transcripcion Runx2 del osteoblasto,
asi contribuyendo a la diferenciacion osteoblastica anormal. En esos osteoblastos
la secrecion de interleucina 6 esta incrementada como resultado de la activacion
de la proteina G, con consecuente activacion de los osteoclastos circundantes,
permitiendo a la lesion expandirse y crear lesiones osteoliticas. Otros factores
menores han sido considerados, como la elevacion del factor de crecimiento (3
derivados de las plaquetas, que contribuyen a la activacion osteoclastica, y a la
elevacion de receptores de esteroides sexuales en las células mutadas, lo que
explicaria los sintomas discordantes durante el embarazo o el uso de
anticonceptivos orales. (9)

Se ha observado que la produccion de AMPc se encuentra elevada en tejidos
afectados con McCuneAlbright. El crecimiento de glandulas endocrinas vy
secreciones hormonales estdn estimuladas incluso en ausencia de hormonas
estimuladoras, lo cual es la principal caracteristica bioldégica de este sindrome.
Especificamente, pubertad precoz, sin evidencia de hipersecrecién de hormonas
gonadotropinas. De manera similar, la AMPc esta aumentado en melanocitos y
dendritas de pacientes con McCune Albright. Algunas disfunciones endocrinas
también pueden tener un origen central, debido a tumores pituitarios relacionados
con mutaciones Gs a activantes de la misma. (10)

La prevalencia de la enfermedad es desconocida. Contando el numero de
pacientes en comunidades pequefias islefias aisladas, se ha estimado que la
prevalencia puede ser alrededor 1 de cada 30.000 (datos no publicados). La
respectiva prevalencia de acuerdo a las formas de la enfermedad en monostética
y poliostética es dificil de estimar porque el conocimiento disponible se basa
Gnicamente en series de casos, con evidentes sesgo en la seleccion pues
provienen de cirugias ortopédicas y faciales. Aunque probablemente las formas
monostéticas representan el 60% de todos los pacientes con FD, y la proporcién
de pacientes sindrome de McCune Albright es probable que sea de menos del 5%
de todos los pacientes con displasia fibrosa. La proporcion de sexos es 1:1. (11)

La displasia fibrosa es una enfermedad frecuentemente asintomatica. Esta pueda

tener cambios observados en una radiografia interpretada. En muchos pacientes

sin embargo, la enfermedad se diagnostica a causa de dolor 6seo, deformidad

0sea, o fractura por fragilidad. Los sintomas suelen aparecer durante la infancia,
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pero el primer dolor 6seo o fractura, puede ser observado en la tercera, cuarta o
incluso quinta década de la vida. Los primeros sintomas aparecen antes de los
quince afos de edad en el 80% de los pacientes. El dolor 6seo puede surgir a
causa de una fractura completa o incompleta, o también puede aparecer por una
pseudo-inflamacion dsea sin ningun tipo de activacion aparente. Su intensidad es
variable de ser minima a insoportable y puede ser desencadenada con la
palpacion. Una fractura patologica es un método comun de diagnosticar la
displasia fibrosa. Las fracturas se producen debido a lesiones osteoliticas por
debilitamiento de los huesos largos, o por deformidades adquiridas durante el
crecimiento. Los sitios mas comunes de esta enfermedad son: todos los huesos
largos, los huesos craneofaciales, las costillas y la pelvis, es raro que afecte la
columna, donde la zona mas afectada es la lumbar. En cuanto a las formas en
gue se presenta la enfermedad, se tiene que la variedad monostética aparece en
el fémur, la tibia, las costillas y la base del craneo; es asintomatica, de aparicién
mas temprana, las lesiones crecen aun después de la madurez esquelética y
tienden a afectar sélo un lado del cuerpo. Por otro lado la displasia fibrosa
poliostética se manifiesta alrededor de los 10 afios de edad, con lesiones de
apariencia mas agresiva y progresion rapida. Ocasiona los sintomas clasicos ya
mencionados (dolor, fractura patoldgica, claudicacibn o deformidad de la
extremidad.) En otras ocasiones aparece con disfuncion endocrina (acromegalia,
hipertiroidismo, sindrome de Cushing y manchas café con leche) que constituye el
sindrome de McCune-Albright. (2)

A parte del estudio clinico, el diagnostico se realiza con imagenes radiolégicas,
biopsias de patologia, reportes endocrinolégicos y estudios de biologia molecular.

En las radiografias se observan imagenes radiopacas con aspecto de vidrio
esmerilado, mal definida en sus limites; puede ser unilocular o multilocular, con
expansion de cortical 6sea. Existen tres tipos de lesiones, segun si predomina el
componente de tejido 6seo o fibroso: lesidn tipo quistico (radioltcida con margen
reactivo, ninguna trabécula y espesor de cortical normal), lesiones tipo pagetoide
(patron trabecular mas denso que el hueso normal) y deformidad en cayado o
baston (amplia afectacion del fémur proximal que produce la caracteristica
deformidad en varus, que parece la curva de un bastén). La TAC permite
determinar con mas exactitud la localizacion y extension de las lesiones. Sin
embargo, en la resonancia magnética, la intensidad de sefial es moderadamente
baja en T1, mientras que en T2 es alta o media; con gadolinio, las lesiones
muestran un incremento del contraste en la parte central y en los anillos
periféricos. La gammagrafia es el estudio mas rapido para determinar la
distribucion de lesiones esqueléticas, ademas de permitir descubrir lesiones en
sitios insospechados; este estudio revela la intensa captacion del radioisétopo,
que refleja la magnitud del tumor, en especial cuando la lesion esta activa.
25



En términos histolégicos es una coleccion irregular de trozos pequefios de tejido
inmaduro rodeado por abundante proliferacion fibroblastica de matriz de tejido
fiboroso y tejido trabecular inmaduro. Algunas lesiones contienen grandes
cantidades de cartilago benigno y otras, componentes quisticos. Pero los rasgos
mas tipicos incluyen hueso trabecular displasico truncado que produce segmentos
cortos e irregulares del hueso (llamados sopa de alfabeto chino); no hay evidencia
de actividad osteoblastica, propia de la lesion.

No existe un tratamiento uniforme para la displasia fibrosa pero suele ser tratada
con una combinacion de analgésicos, bifosfonatos, vitamina D y anticuerpos que
actian en RANKL. El manejo quirargico es util en ciertas circunstancias para tratar
y prevenir fracturas y deformidades.

Para superar los problemas asociados con el analisis de mutaciones gendémicas
gue pueden estar presentes en un bajo rendimiento variable a lo largo del cuerpo,
un estudio de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha permitido la
amplificacion selectiva de los productos a partir del alelo mutante. Esta técnica
utiliza la mutagénesis dirigida al sitio para generar un producto de PCR, para el
alelo normal que es susceptible a endonucleasa de restriccion de digestion,
mientras que el alelo mutante es resistente a la digestion. Los ciclos de
amplificacion y digestion consecutivas y repetitivas permiten el enriquecimiento
selectivo del producto a partir del alelo mutante. La técnica se ha aplicado al
andlisis de los pacientes con displasia fibrosa 6sea, donde la consecuencias sobre
el gen que codifica para la subunidad de la proteina G estimuladora, puede variar
de lesiones monostGtica a poliostética, y se han realizado con el ADN aislado tanto
de muestras de biopsia de hueso y leucocitos de sangre periférica. (12)

26



6. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 1 Variables a evaluar

Género Conjunto de caracteristicas|Masculino, Nominal Porcentaje
diferenciadas que cada femenino
sociedad asigha a
hombres y mujeres
Estado civil Clase o condicion de una |Casado, viudo, [Nominal Porcentaje
persona en el orden social. |soltero,
separado.
Etnia Color de piel Caucaésico, Nominal Porcentaje
negro, mestizo
y asiatico
Tener trabajo  [Tener actualmente un Si, No. Nominal Porcentaje
trabajo estable
Edad Edad en afos actualmente [NUmero Razén Promedio
Fecha de Inicio momento desde la Fecha Razén Promedio
de sintomas |aparicion de los sintomas
Fecha de momento desde que se Fecha Razon Promedio
Diagnostico dicta el diagnéstico
Comorbilidades|Fracturas Si, No. Nominal Porcentaje
Trastornos Si, No. Nominal Porcentaje
endocrinologicos
obesidad Si, No. Nominal Porcentaje
Titulo Reconocimiento de Primaria, Nominal - Porcentaje
académico caracter académico, al Secundaria, |Ordinal
culminar un programa Universidad
Funcionalidad |movilidad libre sin Si, No. Nominal Porcentaje
fisica dependencia de terceros
para realizar tareas
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autonoma cotidianas

Dolor corporal |Molestias superficiales o |Si, No. Nominal Porcentaje
profundas, que pueden ser
generalizadas o
localizadas.

Fatiga Sensacion de cansancio |[Si, No. Nominal porcentaje
extremo

Diagnostico de |presencia de la mutacion |Positivo, Nominal Porcentaje

la PCR

en el codon 201 del exén 8
del gen GNAS1

negativo
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1 TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio cualitativo de tipo descriptivo, especificamente un reporte o estudio
de caso, ya que tiene como fin, reedificar o describir los aspectos de la historia
natural de una enfermedad y los factores que intervienen o inciden en su
aparicion. Y en cuanto al tiempo es un estudio de tipo transversal, debido a que
estamos estudiando esta enfermedad en un periodo corto de tiempo.

7.2 LUGAR

La investigacion se llevard a cabo en la facultad de salud de la Universidad
Surcolombiana de la ciudad de Neiva, Huila, Colombia. Especificamente en el
laboratorio de medicina genémica ubicado alli.

7.3 POBLACION Y MUESTRA

Un paciente que presenta un cuadro clinico congruente con las manifestaciones
caracteristicas de la displasia fibrosa, residente en el municipio de Neiva.

El tipo de muestreo es no probabilistico por conveniencia, y corresponde a la
totalidad de la poblacion, ya que es una patologia con poca incidencia.

7.4 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS
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7.4.1 Muestra. Se recolectaron muestras de sangre periférica 4 ml en tubo marca
Vacuette® tapa lila con EDTA previo a consentimiento informado.

7.4.2 Procedimiento. La técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que consiste en la amplificacion in
vitro de un fragmento de ADN especifico. Para llevar a cabo el estudio de
amplificacion es necesario conocer, al menos parcialmente, la secuencia del
fragmento a amplificar (un gen, una parte de un gen, una region no codificadora),
en nuestro caso en el codén 201 del exdn 8 del gen que codifica para la subunidad
alfa de la proteina G (GNASL1) en el que la arginina es remplazada por histidina en
los pacientes enfermos. Basicamente, se trata de replicar una y otra vez ese
mismo fragmento de ADN vy, para ello, debemos realizar in vitro lo que hacen las
células in Vivo para replicar su ADN.

Asi entonces, se trata de disponer en un tubo de ensayo el ADN (muestra de
sangre) de la persona en estudio.

Extraccién de DNA: EI DNA de las muestra de sangre fue extraido, implementado
el Kit comercial PureLink Genomic DNA Kits (Invitrogen, Estados Unidos),
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Para la extraccion de DNA,
se emplearan muestras de sangre completas, un volumen de 200ul. EI DNA
extraido fue cuantificado con el Nanodrop, y la integridad se observé en geles de
agarosa 1.5%. Finalmente se almaceno a -20°C hasta su analisis.

PCR: Para el diagnéstico dela mutacionseguimos el protocolo deRoman et al.
(2001); 10 pmol de cada uno de los primer, 200 mM dNTP, 5 mM de MgCI2,y 2
unidades de TaqgPolimerasa (Fermentas®). Se utilizara 60 ng de ADN gendmico
extraido para completar un volumen final de reaccion de 25uL y usando los primer
descritos en la tabla 2.(1)

Tabla 2 Secuencia de los Primer

Secuencia normal para el Forward: TCA GGA CCT GCT TCG CTG
coddn 201 sense CCG

Reverse: GCT GCT GGC CAC CAC GAA
GAT GAT
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Secuencia mutada para el Forward: TCA GGA CCT GCT TCG CTG
codon 201 sense CCA

Reverse: CGC AGG GGG TGG GCG GTC
ACT CCA

Una vez tenemos todos los componentes en nuestro tubo de reaccion, tenemos
que favorecer de alguna forma que ocurra la sintesis de ADN. Para ello, lo primero
gue debemos hacer es facilitar la desnaturalizacién del ADN.

1. Desnaturalizacion. Se conseguiria elevando la temperatura del tubo de reaccion
durante cinco minutos a 95 °C, a continuacion, permitir el alineamiento de los
primers (apareamiento con su region complementaria).

2. Alineamiento. Se desciende la temperatura hasta una temperatura 94°C durante
un minuto, 65 °C durante un minuto, 55 °C, Y por ultimo, facilitar que la polimerasa
lleve a cabo la sintesis de ADN utilizando como cebadores los extremos 3" de los
primers utilizados.

3. Extension. Se vuelve a aumentar la temperatura hasta los 72 °C durante 40
segundos, con una extensioén final de cinco minutos a 72 °C.

Estos tres pasos constituyen un ciclo el programa de amplificacién sera de 35
ciclos, permitira obtener, como resultado de un experimento de amplificacién,
millones de copias del fragmento de interés.

Todo esto, por supuesto, se realiza de forma automatizada. Para ello, los tubos
de reaccion se introducen en un termociclador PTC 100 que de forma automatica
realiza los 35 ciclos de amplificacion.

Los productos obtenidos fueron corridos en geles de agarosa al 2% a 70V durante
una hora. Se utilizara un marcador de peso molecular de 50pb (Fermentas®) y se
revelaron en transiluminador ultravioleta.
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7.5 INSTRUMENTO PARA RECOLECCION DE INFORMACION

El instrumento principal usado en esta investigacion fueron los resultados del
andlisis por PCR, sin embargo se utiliz6 un cuestionario sencillo que se aplicara al
paciente para recolectar algunos datos importantes para conocer las
caracteristicas del individuo y el grado de afectacion causado por la patologia.
(Ver anexo A).

7.6 CODIFICACION Y TABULACION

La informacién se tabulo mediante una base de datos creada para tal fin, en el
programa Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation). Esta base de datos
y su registro correspondiente fue manejada por los investigadores, los cuales
ingresaron la informacion recolectada, para posteriormente continuar con el
proceso de analisis.

7.7 FUENTES DE INFORMACION

Las fuentes de informacion utilizadas en esta investigacion son principalmente
directas, los datos mas importantes provienen de los resultados del analisis
mediante PCR y de informacién obtenida del paciente. También se obtuvo
informacion de fuentes indirectas como la historia clinica previa del paciente para
confirmar el diagnéstico clinico probable de la patologia investigada.

7.8 PLAN DE ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El andlisis se realiz6 describiendo las variables de estudio y se compararon con
investigaciones previas sobre el tema, el estudio clinico previo del paciente y los
resultados del estudio biomolecular con PCR. Se analizaron la informacion en el
software Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation) y habiendo obtenido
los resultados mediante el estudio genético respectivo, se procedié a determinar si
el paciente cursa con la mutacion del gen especifico que conlleva a la
presentacion de su enfermedad.
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8 CONSIDERACIONES ETICAS

Se consulta la resolucion 8430 de 1993 de la Republica de Colombia del Ministerio
de Salud que establece las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud. Para el desarrollo de esta investigacion se hara énfasis en
el Titulo Il, de la investigacion en seres humanos, basados en el capitulo 1 de los
aspectos éticos de la investigacion en seres humanos , y especificamente en los
siguientes articulos: articulo 5 el cual habla sobre el respeto a su dignidad y la
proteccion de sus derechos y su bienestar, articulo 6 que trata los criterios a tener
en cuenta en una investigacion en seres humanos, articulo 8 sobre la proteccion
de la privacidad del individuo, sujeto de investigacion, identificandolo solo cuando
los resultados lo requieran y éste lo autorice.

De acuerdo con el articulo 11 de la resolucion 8430, ésta investigacion se clasifica
en la categoria tipo B, investigacion con riesgo minimo, en la que se emplean el
registro de datos a través de procedimientos comunes como lo es en este caso la
extraccion de sangre por puncién venosa en adultos.

Se llevara a cabo la utilizaciéon del Consentimiento Informado por escrito basado
en los articulos 14, 15 y 16, el cual serd firmado por el participante como
autorizacion para hacer parte de la investigacién, y previamente se dard una
explicacion verbal de los objetivos del estudio, riesgos y beneficios que puede
llegar tener y se atendera cualquier inquietud que tenga el participante. (Ver Anexo
B)

La realizacion de la presente investigacidon no conlleva en su concepto, en su
desarrollo, ni en la publicacién de resultados, lesiones a la dignidad humana y
menos aun en su integridad, a las personas que intervienen en el estudio. Se
garantizardn los principios de beneficencia, no maleficencia y justicia, para el
manejo de todos los datos e informacion recolectada en la revisién de las historias
clinicas, la informacién se utilizar4 exclusivamente con fines investigativos y ésta
no sera utilizada en detrimento de la integridad fisica, moral y espiritual de los
participantes. La investigacion se realizara por personal en formacion profesional,
con conocimiento y experiencia para cuidar la integridad del ser humano.

De igual manera se garantiza la no alteracion de las intervenciones médicas
propias de cada paciente y el suministro de farmacos adicionales a los mismos.
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En cuanto a los beneficios que obtiene el paciente al participar en la investigacion
incluyen la adquisicion de informacion pertinente a su patologia lo que le permitiria
tener mayor seguridad y conocimiento sobre su diagndstico y que se realice su
intencion altruista de ofrecer mayor conocimiento cientifico sobre su condicion
para lograr un diagndstico y tratamiento tempranos a pacientes afectados por
cuadros clinicos de caracteristicas similares. La realizacion de la investigacion
conlleva costos que serian justificables dados los potenciales beneficios para la
Universidad Surcolombiana (USCO) y demas entes investigadores asociados
como lo son la produccion de literatura cientifica publicable y la reafirmacion de la
USCO como una importante fuente de investigacion académica.

El estudio tiene la capacidad de tener un impacto a corto plazo como marco de
referencia para posteriores estudios que quieran describir la patologia y en
especial aquellos que estén interesados en investigar métodos diagnosticos de
tipo molecular y a largo plazo como informacién que aumenta el entendimiento de
la fisiopatologia de la enfermedad, informacion que se puede usar para el
desarrollo de medidas terapéuticas y curativas posiblemente mediante técnicas de
edicion genética.

El estudio tiene entonces el potencial de tener un alcance global como
antecedente que facilita el desarrollo de posteriores investigaciones.
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9.1 CRONOGRAMA

9 MODELO ADMINISTRATIVO
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9.2 PRESUPUESTO

Presupuesto global de la propuesta por fuentes de financiacion (en miles de $).

FUENTES

RUBROS

USCO

CONTRAPARTIDA.

TOTAL

PERSONAL

50.000

50.000

EQUIPOS

9.450

9.450

SOFTWARE

MATERIALES

31.350

31.350

SALIDAS DE CAMPO

MATERIAL
BIBLIOGRAFICO

PUBLICACIONES Y
PATENTES

1.500

1.500

SERVICIOS TECNICOS

VIAJES

2.000

2.000

CONSTRUCCIONES

No financiable

MANTENIMIENTO

No financiable

ADMINISTRACION

(3% del total
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solicitado)

TOTAL 94.300

Descripcidn de los gastos de personal (en miles de $).

DEDICACION
Horas/seman RECURSOS
a
Nompre del ., Funcién USCO | Contrapartida
Investigador /| Formacion d
. entro en el TOTAL
Experto/ Académica
Auxiliar proyecto Otras
LMG | fuentes
*
Henry Ostos | MD. M.Sc. Investigador |10 10.000 10.000
Alfonso Principal
Frank MVZ Co 30 25.000 25.000
Barreiro investigador
Dolly Castro | M.Sc. Asesora 4 7.800 7.800
metodolégic
a
David Farah | Est. MD Estudiante |10 5.000 5.000
de medicina
Juan David | Est. MD Estudiante |10 5.000 5.000
Diaz de medicina
Cristian Diaz [ Est. MD Estudiante |10 5.000 5.000
de medicina
TOTAL 57.800

* Agregar una columna para cada fuente de financiacion adicional distinta de la
entidad que presenta el proyecto.

Descripcidn de los equipos que se planea adquirir (en miles de $).
JUSTIFICACION RECURSOS

FoLllze Usco Contrapartida R

TOTAL

Descripcién y cuantificacion de los equipos de uso propio (en miles de $)

EQUIPO VALOR (CONTRAPARTIDA)
Ultracentrifuga refrigerada 3.000
Nevera -20 °C 500
Termociclador PTC 100 BIO-RAD 1.000
Termociclador real time 3.000
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Cabina de extraccion 400
Camara de electroforesis 100
Fuente de Poder 50
Transiluminador 150
Foto documentador 200
Impresora de foto de geles 50
TOTAL 8.450
Descripcion del software que se planea adquirir (en miles de $).
JUSTIFICACION RECURSOS
SRR Coilciencias | Contrapartida BT
TOTAL
Descripcion y justificacion de los viajes (en miles de $)
Total
, Recursos
dias
Lugar e ., . .
/No. De Justlfﬁauon Pa(ssgjes Es:g;jla Total
viajes USCO | Contrapartida
TOTAL

** Se debe justificar cada viaje en términos de su necesidad para el éxito del
proyecto

Valoracion de salidas de campo (en miles de $)

item Costo unitario # Total
TOTAL
Materiales y suministros (en miles de $)
Materiales* Justificacion Valor
Primer especificos y sonda (primers |Validacion y desarrollo de 9.000
Forward — reversed) la PCR
Kit de extraccibn de DNA (QlAamp|Extraer el DNA vy 8.000
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DNA mini Kit, Qiagen) muestras experimentales

Tagman Master Mix Validacion y desarrollo de 6.000
la PCR

Puntas de 10, 100, 1000 ul Validacion y desarrollo de 1.000
la PCR

Viales para PCR (0.2 ml) Corrido de las PCR 500

Tubos ependorffs (0,6 y 1.5 ml) Almacenamiento de DNA 200

Agarosa Geles de revelado 300

TBE Electroforesis 200

Marcado de peso molecular Validacion y desarrollo de 550
la PCR

Bromuro de ethidium Tincion de geles 100

Papeleria Informacion e informes 2.000

Alcohol industrial por galdn Desinfeccion  de  los 150
puestos de trabajo

Caja guantes nitrilo x 100 Cultivos microbiol6gicos 1.000

Agua free Nuclease Reconstitucion DNA vy 500
Primers

MaterialFungible Procesamiento de 1.000
muestras

ImplementosdelaLaboratorio Correcto funcionamiento 1.000
del proyecto

TOTAL 31.500

Pueden agruparse por categorias, ej.. vidrieria, reactivos, papeleria, etc.,

suscripciones a revistas, libros, etc.

Servicios Técnicos (en miles de $)

Tipo de servicio Justificacion Valor

TOTAL

PUBLICACIONES Y PATENTES (en miles de $)

ftem Justificacién Valor
Jornada de divulgacion Socializacion de resultados en 1.000
eventos cientificos del area de
investigacion
Articulo cientifico Publicaciones en revistas 500
TOTAL 1.500
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10 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Tras una revisidbn minuciosa de los archivos médicos del paciente, incluyendo
historia clinica, imagenes diagnosticas, reportes de patologia, entre otros, se
encontraron los siguientes datos:

Un paciente masculino de 32 afios de edad procedente de la ciudad de Neiva
quien consultdé por cuadro clinico de aproximadamente 1 mes de evolucion
consistente en dolor constante de tipo opresivo en la regidn anteromedial de la
pierna con puntaje en la escala analoga del dolor de 6/10 el cual no se irradiaba a
ninguna parte del cuerpo, asociado al ejercicio y que cesaba con la ingesta de
analgésicos de tipo AINES y reposo.

Entre los antecedentes personales de importancia encontramos:

Patologicos: hipertension arterial, obesidad (IMC: 37,96), hiperprolactinemia,
hernia discal de L4, L5y S1.

Quirurgicos: tenorrafia de extensores de mano izquierda hace 5 afios.

Medicamentos: losartdn potasico x 50mg (TAB) 2 veces al dia (10am — 9pm),
hidroclorotiazida x 25mg (TAB) 1 vez al dia (10am).

Antecedentes toxicoldgicos: alergia al enalapril.

Antecedentes familiares: Hipertension arterial en padre y madre, Diabetes mellitus
tipo 2 en padre.

Ademas en el apartado de revisién por sistemas y examen fisico, reportan los
siguientes hallazgos: alteraciones en el sistema osteomuscular, con una limitacion
para la marcha excesiva y mantenimiento de posicion de pie por tiempo excesivo.
También las extremidades superiores presentaban deformidad muscular en el
brazo derecho y las extremidades inferiores mostraban deformidad en piernas con
angulacion tibial y presentacion de parestesias en el muslo derecho.
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Entre otros estudios complementarios de la historia que apoyan el diagnéstico de
displasia fibrosa estan:

Diagnostico de quiste 0seo benigno (referido por el paciente) a los 7 afios de
edad.

2009/10/22: diagnéstico de tumor benigno de los huesos largos del miembro
inferior por la especialidad de ortopedia.

2011/05/02: en radiografias se observa esclerosis en tercio medio de tibias y
peroné, en region del fémur se observa lesion aparentemente quistica en tercio
distal

2011/06/13: en radiografias de humero se observé lesion parecida a quiste. En
metafisis en craneo se observa progreso de lesiones de iguales caracteristicas en
region superior de parietales. Diagnéstico de enfermedad 6sea de Paget por la
especialidad de genética. Posteriormente por estudio histopatolégico mediante
biopsia se determina el diagndstico de displasia fibrosa poliostética.

2011/09/26: gammagrafia muestra lesiones hipercaptantes simétricas de tibia y
peroné.

Imagenes diagndsticas:




41



Tabla 3 Datos del paciente

GENERO Masculino
ESTADO CIVIL Soltero
TENER TRABAJO Si

EDAD 32 Anos

FECHA DE INICIO DE SINTOMAS

26 de agosto de 1990

FECHA DE DIAGNOSTICO

06 de junio de 2011

COMORBILIDADES

Fracturas: No
Trastorno endocrinolégicos: Si
Obesidad: Si

TITULO ACADEMICO

Universidad

FUNCIONALIDAD FiSICA
AUTONOMA

Si

DOLOR CORPORAL

Si
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FATIGA Si

Fuente: Historia clinica aportada por el paciente.

Respecto al resultado obtenido en el estudio biomolecular, el cual fue
protocolizado y estandarizado por este grupo de trabajo de investigacion, la
ausencia en este caso de la mutacion en el codon 208 del exén 8 del gen que
codifica para subunidad de la proteina G estimuladora del cromosoma 2013, no
me indica que dicha prueba sea confirmatoria de la enfermedad ya que
correlacionando la clinica con la imagenologia y el estudio histopatolégico es
posible realizar el diagndstico.

Diagndstico molecular pcr: La integridad se observé en un gel de agarosa 1.5%,
donde utilizamos como control negativo solo agua, el DNA del paciente y dos
controles de DNA, como lo pueden observar en la imagen N. 1 la integridad fue
buena y cantidad fue medida en el Nanodrop y fue de 50ng/pl.

Figura 1 Integridad del ADN

La electroforesis se hizo en un gel de agarosa al 2%, se utiliz6 un marcador de
peso molecular (MPM) de 25 pares de bases (PB), en el primer pozo se adiciono
MPM, en el segundo pozo se adiciono el DNA del paciente y las primers de la
regiéon normal para gen, en el tercer pozo se adiciono DNA control de un paciente
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normal y los primers de la region normal, en el cuarto pozo se adiciono DNA del
paciente y los primers de la region mutada, en el quinto pozo se adiciono un DNA
control de un paciente sano y los primers de la regibn mutada, el paciente no
amplifico la region mutada pero si amplifico para el gen normal. Ver imagen N. 2

A del DNA DNA DNA
control  paciente control

ecuencla . cue

Figura 2 Resultado de la PCR
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11 DISCUSION

La displasia fibrosa es una enfermedad rara con poca literatura disponible, sobre
la cual existen dudas respecto a su etiopatogenia, por esto es de gran relevancia
la caracterizacion de la clinica de los pacientes.

DiCaprio y colaboradores, describen que el cuadro clinico de la displasia fibrosa
se caracteriza por dolor 6seo, acompafado de deformidad, fracturas patolégicas y
alteraciones radiogréficas, los cuales son manifestados por el paciente de nuestro
estudio. (13)

Rossana Roméan y colaboradores, estudiaron la relacion entre la presentacion
clinica y una mutacién activadora de la proteina GNAS1, usando métodos de
biologia molecular similares al del actual estudio, demostrando en ambos que no
existe una relacion directa entre la presencia del gen mutado y las alteraciones
clinicas. (1)Sin embargo, al tener en cuenta que adn no existe una prueba
molecular estandar para el diagndstico confirmatorio de esta patologia, este grupo
de trabajo considera imprudente descartar el diagndstico de displasia fibrosa por la
ausencia de mutacion en dicha prueba teniendo tanto una presentacion de la
clinica, imagenoldgica e histopatoldgica clara. Por otro lado, tampoco se excluye la
idea de que dicha patologia sea resultado de otro tipo de mutaciones, en
localizaciones diferentes a la antes descrita.

Como ha sido mencionado en el presente estudio, sabemos que el paciente fue
diagnosticado por estudios de histopatologia e imagenologia con displasia fibrosa
de tipo poliostética la cual representa alrededor del 30% del total de las displasias
fibrosas, ello concuerda con lo encontrado en la literatura.(14) La causa de
displasia fibrosa es de origen postcigética, pero la simetria de las lesiones
bilaterales de la extremidad inferior sugiere que la alteracién pueda ser de origen
hereditario; recientemente se ha identificado la mutacion del gen que causa la
displasia fibrosa, su analisis por biologia molecular y determinacion por PCR en
tiempo real, podria ser Gtil para confirmar en dltima instancia la displasia fibrosa.
(15)

A pesar de que los datos no son suficientes para realizar un diagnostico certero de
sindrome de McCune — Albright cabe resaltar que el paciente no presenta
manchas color café con leche y que en algin momento presentd
hiperprolactinemia de origen idiopatico, la cual se asocia probablemente a la
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displasia fibrosa. Llama la atencion la masa que el paciente presenta en su brazo
derecho ya que podria tratarse tal vez de un mixoma el cual a su vez esta
asociado, junto con la displasia fibrosa, al sindrome de Mazabraud.

Entre las limitaciones que encontramos en el estudio esta el hecho de que solo se
evalué un paciente debido a la baja prevalencia de la patologia. También se
evidencio que en la partede la biologia molecular ninguno de los articulos
publicados respecto al tema, especifican exactamente el protocolo para el
procedimiento del estudio de PCR especifico para esta enfermedad, por lo que se
necesita estandarizarlos para poder replicarlo.
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12. CONCLUSIONES

Se constatd a partir del estudio clinico e histopatolégico la presencia de un
sindrome de displasia fibrosa

Se evidencié en el paciente la presencia de afecciones comunes de la displasia
fibrosa como fatiga y dolor, en este caso bilateral en la region anteromedial de la
pierna y complicaciones como alteraciones endocrinolégicas en este caso
hiperprolactinemia en el paciente.
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13 RECOMENDACIONES

Consideramos la importancia de realizar un estudio biomolecular de acuerdo al
protocolos descritos anteriormente.

Realizar estudios con una muestra mas amplia usando casos y controles, con el
fin de mejorar el alcance estadistico para asi obtener resultados que representen
de manera mas fidedigna los datos de los pacientes con displasia fibrosa.
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ANEXOS



Anexo A Formato de recoleccion de la informacion

ESTUDIO BIOMECULAR DE UN PACIENTE CON DISPLASIA FIBROSA
POLIOSTOTICA EN EL LABORATORIO DE GENETICA DE LA FACULTAD DE
SALUD DE LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA DE NEIVA EN EL ANO 2016

OBEJETIVO DEL ESTUDIO: Determinar si existe una mutacion del codon 201 del exon 8
del gen GNASI mediante un ensayo de reaccion en cadena de polimerasa en el paciente
que acude al servicio de genética del hospital Hernando Moncaleano Perdomo en el 2015.

DATOS PERSONALES:

1. Género: Masculino Femenino.

2. Edad:

3. Estado Civil: Soltero Casado Viudo Separado
4. Ocupacion:

5. Nivel Académico: Primaria Secundaria Universidad

6. Etnia: Caucasico Mestizo Negro Asiatico

7. Inicio De Sintomas: Fecha

8. Fecha De Diagnéstico: Fecha

9. Acompanante En Su Vivienda: Familiar Amigo Ninguno

Profesional De La Salud.
10. Comorbilidades: Fracturas (Si/No) Trastornos Endocrinolégicos (Si/No)

Obesidad (Si/No)
11. Funcionalidad Fisica Auténoma (Si/No)
12. Dolor Corporal (Si/No)
13. Fatiga (Si/No)
14. Resultado De PCR: (Positiva/Negativa)
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Anexo B Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA.

ESTUDIO BIOMECULAR DE UN PACIENTE CON DISPLASIA FIBROSA
POLIOSTOTICA EN EL LABORATORIO DE GENETICA DE LA FACULTAD DE
SALUD DE LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA DE NEIVA EN EL ANO 2016

INVESTIGADORES: Juan David Diaz Pascuas
Christian Mauricio Diaz Pascuas
David Fernando Farah Borrero

SEDE DONDE SE REALIZA EL ESTUDIO: Laboratorio de Medicina Gendmica,
Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana de Neiva.

NOMBRE DEL PACIENTE:

A usted se le esta invitando a participar en el estudio de investigacion médica.
Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado.
Siéntase con absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude
a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le
pedira que firme esta forma de consentimiento.
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1. Objetivo del estudio: Determinar si existe una mutacion del codén 201 del
exon 8 del gen GNAS1 mediante un ensayo de reaccion en cadena de
polimerasa en el paciente que acude al servicio de genética.

2. Justificacién del estudio: La displasia fibrosa es una enfermedad muy poco
estudiada y de dificil diagnostico debido a la falta de recursos que nos
faciliten confirmar la presencia de la misma a partir de la clinica dado que
esta puede ser muy variable y facil de confundir con patologias con cuadros
similares. El uso de estudios biomoleculares para la confirmacion de esta
enfermedad es muy poco usado de manera regular y podria ser de gran
ayuda para despejar las dudas que tiene el personal médico y la
incertidumbre que se genera en el paciente al no tener pleno conocimiento
de su padecimiento.

3. Beneficios del estudio: Los participantes de la investigacién, sentiran
satisfaccion personal gracias a que su colaboracion ayuda a contribuir a la
comprension mas profunda de la patologia y a la consecuente identificacion
mediante el uso de técnicas biomoleculares como el PCR, de factores
asociados para que ésta se desarrolle, para lograr un diagnéstico y
tratamiento tempranos.

4. Procedimientos del estudio: Se realizara un estudio biomolecular, donde se
requiere obtener una muestra de sangre periférica del paciente en un tubo
de 4 ml, para ser estudiada en el laboratorio genémico, a partir de unos
métodos que sustenta el estudio de PCR.

5. Riesgos asociados al estudio: De acuerdo con el articulo 11 de la
resolucién 8430, ésta investigacidn se clasifica en la categoria tipo B, es
decir, es una investigacion con riesgo minimo, en la que se emplean el
registro de datos a través de procedimientos comunes como lo es en este
caso la extraccion de sangre por puncion venosa en adultos. Entre los
posibles riesgos del procedimiento podemos encontrar: hematoma local,
sangrado, infeccion local, mareos, debilidad, entre otros.

6. Aclaraciones:
- Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.
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- No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

- Si decide patrticipar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o
no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

- No tendré& que hacer gasto alguno durante el estudio.

- No recibira pago por su participacion.

- En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

- La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Si tiene alguna pregunta o si desea alguna aclaracién por favor comunicarse
con Juan David Diaz Pascuas al teléfono 3167574559, con David Fernando
Farah al teléfono 3112486107.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede
si asi lo desea, firmar el consentimiento informado que forma parte de este
documento.

EN CONSIDERACION DE LO ANTERIOR

Yo, identificado(a) con C.C N°

de he leido y comprendido la informacién anterior y
mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria por el investigador
gue me entrevistd. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el
estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos, por lo tanto deseo
participar voluntariamente en el proyecto de investigacion.
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Nombres y Apellidos del Participante Firma del Participante

C.CN°
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
C.CN°
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
C.CN°

Esta parte debe ser completada por el investigador (0 su responsable).

He explicado al Sr. (a) el propésito de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implican su
participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella
(Resolucion 8430 de 1993) una vez concluida la sesion de preguntas y
respuestas, se procedié a firmar el presente documento.

Firma del Investigador Fecha
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