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Resumen

La osteoartrosis humana (OA) es una enfermedad compleja y multifactorial. Compromete
principalmente al cartilago, los tejidos blandos de la articulaciébn y al tejido Oseo
subcondral. Los sintomas aparecen generalmente en la poblacion de mayor edad
afectando al 50% de los adultos mayores de 50 afios, y alcanzando una prevalencia del
80% en los adultos de 70 afios. La asporina, una proteina de la matriz extracelular de
cartilago que interactla directamente con el Factor de crecimiento transformante B (factor
de crecimiento responsable de la formacién de tejido éseo y su diferenciacion), presenta
polimorfismos de repeticion para la secuencia GAT, la cual ha sido asociada como factor
de riesgo a OA de rodilla y de cadera en poblaciones asiéticas. Esta asociacion no ha
podido ser replicada en poblaciones no asiaticas y se desconoce la tendencia en la
poblacion colombiana. En este estudio se evalud la asociacion entre los polimorfismos de
repeticién de acido aspartico de asporina y osteoartrosis de rodilla, mano y cadera en un
grupo poblacional colombiano en un estudio de casos y controles. Se extrajo ADN de
sangre periférica tomada a pacientes con OA de rodilla, mano o cadera diagnosticados
bajos los criterios radioldgicos del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) y controles
sin OA. El grado de severidad de la enfermedad se determind segun la escala de grados
radiologicos de artrosis de Kellgren y Lawrence. Se amplificé la region que contiene el
polimorfismo de repeticion por PCR empleando primers fluoromarcados (6-FAM) y el
tamafio de los fragmentos que contienen los polimorfismos se determind por medio de
electroforesis capilar. Se estimo el OR para valorar la susceptibilidad de los polimorfismos
y la OA, y otras variables que influencian el desarrollo de la OA como lo son el sexo,
indice de masa muscular, grado de severidad y tipo de OA.

El grupo con OA de rodilla consistié de 92 pacientes y el grupo control de 95 pacientes,
En esta muestra se identificaron 10 variantes del gen que contienen D8, D10, D11, D12,
D13, D14, D15, D16, D17 y D18 repeticiones, el alelo mas frecuente fue el D12, con una
frecuencia del 42% para los casos y 51% en los controles. En los andlisis de asociacion
de riesgo se encontré6 que ninguno de los alelos mostré susceptibilidad de riesgo o
proteccién con OA, sin embargo el genotipo D12 — D2 mostré diferencias significativas
con un OR de 0.19 (IC 0.02-0.93 p — valor: 0.0198) como factor de proteccion a OA de
mano. Las comparaciones entre sexo, IMC, tipo de OA y grado de clasificacion K/L no
mostraron diferencias significativas entre casos OA y controles.

PALABRAS CLAVE:

Asporina, Osteoartrosis, Polimorfismo, STR, Asociacion



8 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS DE REPETICION DE ACIDO
ASPARTICO DEL GEN ASPN Y LA OSTEOARTROSIS EN UN GRUPO POBLACIONAL COLOMBIANO

Abstract

Osteoarthritis (OA) in humans is a complex and multifactorial condition. It involves
primarily cartilage soft tissues of the joint and the subchondral bone tissue. Asporina, a
protein of the extracellular matrix of cartilage that interacts directly with transforming
growth factor B (factor responsible for the formation of bone tissue growth and
differentiation), has repeat polymorphisms for the GAT sequence which has been
associated as a risk factor for OA of the knee and hip in Asian populations. This
association could not be replicated with populations outside of Asia and the trend is
unknown in Colombian populations. In this work the association between the repeat of
polymorphisms of aspartic acid of asporine and knee, hand, and hip osteoarthritis in a
Colombian population group in a study of cases and controls were evaluated. The DNA
was extracted from peripheral blood taken from patients with OA of the knee, hand, or hip
based on the criteria of the American College of Rheumatology (ACR) and controls
included individuals without OA. The severity of the disease was determined using the
osteoarthritis radiographic Kellgren and Lawrence scale. The region containing the
repeated polymorphism was amplified with PCR techniques using fluorescent 6-FAM
markers. The size of the fragments containing the polymorphisms were determined using
capillary electrophoresis. The OR was estimated to assess the susceptibility
polymorphisms and OA, and other variables that influence the development of OA such as
gender, body mass index, severity and type of OA.

The OA knee group consisted of 92 patients and the control group of 95 patients, from
which 10 gene variants were identified: D8, D10, D11, D12, D13, D14, D15, D16, D17 and
D18. The gene variant most frequently observed was the D12 with a frequency of 42% in
the cases with OA and 51% in controls.

Risk association analysis found that none of the susceptible gene variants showed any risk
or protection for OA, however the genotype D12 - D2 showed significant differences with
the OR 0.19 (IC 0.02 - 0.93 p - value: 0.0198) protection factor as hand OA. Comparisons
of gender, IMC, type of OA and degree of K/ L rating did not show significant differences
between OA cases and controls.

Keywords: Asporin, Osteoarthritis, Polymorphism, STR, Association.
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Abreviaturas

3'UTR: 3" untranslated region. Region 3" no traducida

5'UTR: 5 untranslated region. Regién 5" no traducida

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario

AGC1: Agrecano

AR: Artritis reumatoide

ASPN: Gen de asporina

ASTNZ2: Astrotactina 2

BNTL2: butyrophilin-like 2

CHST1: Carbohydrate sulfotransferase 1. Carbohidrato sulfotransferasa 1
COL2AL: Collagen, type Il, alpha 1. Colageno tipo Il alfa |

D14: Polimorfismo de repeticion de acido aspartico con 14 repeticiones
DOTIL: DOT1-like. Histona H3 metiltransferasa 6 simil a DOT1

DVWA: Double von Willebrand factor A domains.

ECM: Extracellular matrix. Matriz extracelular

ER: Estrogen receptor. Receptor de estrdgenos

FC: Fibras de colageno

FILIP1: FILIP1: Filamin-A-interacting protein 1. Proteina 1 de interaccion con filamina A
FRZB: Frizzled Related Protein

GDF5: Growth/differentiation factor 5. Factor de crecimiento y diferenciacion 5.
GLT8D1: Glycosyltransferase 8 domain containing 1

GNL3: Guanine nucleotide binding protein-like 3. Proteina 3 de union al nucle6tido
guanina

GWAS: Genome-wide association study. Estudio de asociacién del genoma completo
HBP1: HMG-box transcription factor 1. Factor de transcripcion 1 HMG-box

HLA: Human leukocyte antigen. Antigeno leucocitario humano

IL-1B: Interleucina 1-beta

kg: Kilogramos

K/L: Escala de Kellgren y Lawrence

KLHDCS5: Kelch domain-containing protein 5.

LRR: Proteinas ricas en repeticiones de leucina
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MCF2L: Guanine nucleotide exchange factor DBS.

MMP: Matrix metalloproteinases. Metaloproteinasas de la matriz

nM: nanomolar

NO: Oxido nitrico

OA: osteoartritis u osteoartrosis

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: Odds ratio. Raz6n de momios

pb: Pares de bases

PCR: Polimerase chain reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa

PG: Proteoglicanos

PTHLH: parathyroid hormone- like hormone. Hormona similar a la paratiroidea
SENPG6: Sentrin-specific protease 6. Proteasa especifica de sentrina 6

SLRP: Small leucin rich proteoglicans. Pequefios proteoglicanos ricos en leucina
SMAD: Small Mothers Against Decapentaplegic.

TGFB1: Transforming growth factor beta 1. Factor de crecimiento transformante beta 1
TNF-a: Tumor necrosis factor-a. Factor de necrosis tisular alfa

VDR: Vitamin D receptor. Receptor de Vitamina D
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1. Introducciodn

La osteoartritis u artrosis (OA) es la patologia que tiene mayor prevalencia en
reumatologia. Esta afeccion ocasiona dolor y alteracién de la funcion articular, generando
consecuencias socioecondémicas importantes en la poblacién en general. Es responsable
de una morbilidad mayor en los paises desarrollados, donde constituye la segunda causa
de invalidez, después de las enfermedades cardiovasculares !, es la razén de consulta
articular mas frecuente en un consultorio reumatolégico 2, constituyéndose a su vez, como
la enfermedad articular con mayor prevalencia en la poblacién adulta con una incidencia
gue aumenta con la edad.

A pesar de ser la méas frecuente de las enfermedades articulares, la osteoartritis todavia
es insuficientemente conocida, sus causas, su historia natural y su progresién constituyen
un desafio para la medicina 2. Adicionalmente, el hecho que en sus primeras etapas sea
una enfermedad asintomatica, dificulta un diagnéstico temprano que permita retrasar su
progresion y severidad.

La osteoartritis representa un grupo heterogéneo de condiciones que resultan en
frecuentes cambios histopatolégicos y radiolégicos. Se puede considerar como un
trastorno degenerativo que surge de la descomposicion bioquimica del cartilago en las
articulaciones sinoviales. Actualmente se sabe que la osteoartritis implica no sélo el
cartilago articular, sino que también compromete a la articulaciobn en su conjunto
incluyendo el hueso subcondral y la membrana sinovial.

Son varios los factores que son considerados como causantes de esta enfermedad, entre
los que se destaca un componente genético. En este sentido, analisis de ligamiento y
estudios de asociacion en mas de 90 genes diferentes, han intentado elucidar los genes
en los cuales la variacion genética contribuye a la susceptibilidad de la OA y la progresién
de la enfermedad 3.

La asporina, una proteina de la matriz extracelular expresada en cartilago, contiene un
polimorfismo de repeticibn de acido aspartico que ha sido asociado con la OA. En el
estudio de Kizawa y colaboradores “ (2005) se informé que el polimorfismo de repeticién
GAT del gen de la asporina estaba asociado con la susceptibilidad a la OA de rodilla y de
cadera, y que la presencia del alelo D14 se asociaba con una mayor gravedad
radiografica de OA. En la presente propuesta, se busca evaluar si existe asociacion entre
los polimorfismos de repeticion de &cido aspartico del gen de la asporina y la OA en un
grupo poblacional colombiano empleando casos y controles.
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la asociacion entre los polimorfismos de repeticién de acido aspéartico del gen
ASPN y Osteoartrosis en un grupo poblacional colombiano.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia de los polimorfismos de repeticion de acido aspartico del gen
ASPN en pacientes colombianos con osteoartrosis y en controles.

o Evaluar la asociacién entre el nimero de repeticiones de acido aspartico del gen
ASPN vy la osteoatrtritis.

¢ Identificar si los polimorfismos del gen de la Asporina se relacionan con la severidad
de la enfermedad medida bajo pardmetros radiograficos en un grupo de pacientes
colombianos con osteoartritis.

2.2 HIPOTESIS

Existe asociacion entre pacientes colombianos con osteoatrtrosis de rodilla, cadera o
mano Y los polimorfismos de repeticion de acido aspartico del gen de la asporina.



3. JUSTIFICACION

La osteoartritis es una de las enfermedades mas prevalentes y que mas discapacidad
produce en todo el mundo, lo que ocasiona costos altos para el paciente y la sociedad °.
La enfermedad es multicausal y suele ser concomitante con otros trastornos de indole
metabdlica como la obesidad y la diabetes mellitus tipo Il; puede progresar hasta impedir
las labores cotidianas y asi poner en riesgo la autosuficiencia, lo que acarrea elevados
costos econdmicos y sociales 3. A pesar de su importancia, solo en los Ultimos afios se
han hecho avances considerables en la comprension de esta enfermedad, por lo que las
estrategias de prevencion y las medidas terapéuticas empleadas hasta el momento son
insuficientes °.

La OA es una de las mayores causas de discapacidad en los adultos mayores. Afecta a la
poblacion mayor de 50 afios de edad siendo asociada con limitaciones en actividades
rutinarias, discapacidad laboral, mayor obesidad, y menor calidad de vida en el individuo.
Cifras obtenidas de estudios en varios paises desarrollados sitlan la incidencia de esta
enfermedad en casi el 50% de los mayores de cincuenta afios y hasta el 80% de los
mayores de sesenta afios; aproximadamente 26.900.000 adultos en Estados Unidos
tienen osteoartritis, y la mayoria de las personas mayores de 65 afios de edad la padecen
en al menos una articulacién, lo cual hace que esta condicién sea una de las principales
causas de discapacidad en Estados Unidos ¢. En Colombia no existen datos acerca de la
prevalencia ni la incidencia de la enfermedad; sin embargo en la consulta externa de la
Unidad de Reumatologia de la Universidad Nacional de Colombia cerca del 12% de los
pacientes que acuden a consulta tienen diagnéstico de OA.

Debido a su elevada prevalencia y a la alta tasa de discapacidad que acompafia a la
enfermedad en las articulaciones como la rodilla o la rétula, la OA es la principal causa de
problemas al subir escaleras y caminar que ninguna otra enfermedad y es la razén mas
frecuente de sustitucion completa de rodilla o cadera. El rdpido aumento de la prevalencia
de esta enfermedad, ya de por si frecuente, indica que su futuro impacto sera creciente en
los sistemas de salud publica 7. Las implicaciones econdémicas de la enfermedad son
importantes tanto para el paciente como para el sistema de salud debido a los altos
costos de atencion médica que incluye: medicacion, fisioterapia e intervencién quirargica
para el remplazo de la articulacion afectada en los casos mas avanzados.

Adicional a la alta incidencia de la enfermedad, existe una limitante mayor en el
tratamiento de la OA, que se relaciona con la poca capacidad de reparacién que tiene el
cartilago, como consecuencia, los resultados del dafio en este tejido se reflejan en una
enfermedad progresiva y degenerativa. Muchos de los pacientes que asisten a consulta lo
hacen a causa del dolor, reflejando grados intermedios o avanzados de la enfermedad en
donde la integridad y funcionalidad de la articulacion ya se encuentran comprometidas.

Puesto que en el desarrollo de la osteoartrosis estan implicadas varias citosinas,
hormonas y otras moléculas diversas, realizar estudios que permitan aclarar parte del
complejo panorama de la osteoartritis es uno de los primeros pasos a seguir en la
comprension de la enfermedad. En Colombia no se han desarrollado investigaciones
sobre la proteina asporina y la OA, de hecho, no se cuenta con estudios genéticos que
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evallen la asociacion de estos factores, con la predisposicion o mayor susceptibilidad de
padecer osteoartrosis.

Por ello, surge el reto de realizar un primer acercamiento a este tipo de investigaciones e
indagar la posible asociacion entre los dos factores. Determinando en primera instancia la
frecuencia de los polimorfismos del gen de la asporina en una muestra de poblacion
colombiana, asi como su frecuencia en un grupo de pacientes y controles colombianos e
investigar si existe asociacion entre el polimorfismo de repeticién D de la asporina y la OA
primaria de rodilla, mano o cadera.



4. Artrosis

La existencia de la osteoartritis ha sido documentada ampliamente. Existen registros
fésiles en animales que vivieron en épocas muy anteriores a la aparicion del hombre
sobre la tierra & (que incluyen dinosaurios y réptiles), y por ello, la osteoartritis u
osteoartrosis ha recibido el calificativo de la enfermedad mas antigua del mundo *. Esta
enfermedad no ha cambiado sus caracteristicas patolégicas en 100 millones de afios, a
pesar de los cambios extraordinarios en sus huéspedes animales durante este tiempo;
parece ser una parte inmutable de la vida que es ajeno a toda la evolucion °. Entre los
restos arqueolédgicos concernientes al hombre, existen ejemplos de osteoartrosis en
representantes del Neardental, Cro-Magnon y por supuesto en el hombre moderno.
La presencia se hizo més frecuente en la medida en que el humano avanzé en su ciclo
evolutivo, lo cual se explica mas por la mayor longevidad alcanzada, que por factores
ambientales o genéticos 1.

A pesar de los amplios registros fosiles que evidencian la existencia de la osteoartrosis los
registros sobre su antigiiedad son controversiales, sobre todo debido a las diferencias en
la terminologia utilizada: osteoartrosis-osteoartritis, enfermedad degenerativa de las
articulaciones, artrosis deformante; asi como también debido a la confusién entre OA
generalizada y OA secundaria. Sin embargo, una caracteristica comun en todas las
descripciones patoldgicas y trastornos relacionados descritos histéricamente es la pérdida
de cartilago en asociacién con el desarrollo de osteofitos y esclerosis del hueso
subcondral °.

Actualmente es aceptado que la OA se trata de un grupo de afecciones degenerativas
articulares; es decir, la artrosis no es una enfermedad sino un sindrome, manifestacion
final comdn de diversas enfermedades que afectan a la articulacién 2. Como definicién la
OMS en 1995 lo estableci6 de esta manera:

La artrosis es la resultante de fendmenos mecanicos y biogquimicos que
desestabilizan el equilibrio entre la sintesis y la degradacién del cartilago y el
hueso subcondral. Este desequilibrio puede ser iniciado por mdltiples factores:
genéticos, del desarrollo, metabdlicos y traumaticos. La artrosis afecta todos los
tejidos de la articulacién diartrodial.

Se manifiesta por modificaciones morfol6gicas, bioquimicas, moleculares y biomecanicas
de las células y de la matriz extracelular conduciendo a una remodelacion, fisuracion,
ulceracion y pérdida del cartilago articular, esclerosis del hueso subcondral con
produccion de osteofitos y quistes subcondrales 2.

4.1 Clasificacion OA

Existen mdltiples clasificaciones para la OA, aunque todas ellas acaban convergiendo de
un modo u otro en la clasificacion mas conocida, aunque tedrica, que divide a las OA en
primarias y secundarias en funciébn de su patogenia ®. La OA primaria se define
ampliamente como una condicién idiopatica que se desarrolla en articulaciones en buen
estado en ausencia de un evento desencadenante aparente °. En contraste, la OA
secundaria corresponde a los casos en los cuales existe un antecedente previo que
permite su identificacion como factor desencadenante !'; es causada por diferentes
condiciones predisponentes reconocidas, que incluyen anormalidades anatémicas,
traumatismos y trastornos inflamatorios y metabdlicos °. Aunque la causa primordial en la
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OA primaria se desconoce, factores genéticos y fuerzas mecéanicas han sido asociadas
con el desarrollo y progresividad, definiendo como factores de riesgo: ser mayor a 50
afos, registrar una historia familiar con la enfermedad, ser mujer, tener sobrepeso, haber
sufrido algun traumatismo en las articulaciones y realizar repetitivamente ejercicios que
sobrecarguen las articulaciones 112,

Otro tipo de clasificacién se relaciona con la presencia de sintomas de dolor, molestia o
rigidez en una articulacién con OA radiogréfica, lo que permite discriminar entre OA
sintomatica y asintomatica ’.

Debido a la fuerte influencia de los factores genéticos, del envejecimiento y la deficiencia
de estrogenos (relacionada con la menopausia) en la patogénesis y desarrollo de la OA,
Herrero-Beaumont y colaboradores propusieron en el 2009 que la OA primaria se
clasificara en 3 subconjuntos distintos: el tipo | OA, determinada genéticamente; tipo Il
OA, hormono dependiente — post-menopausica (estrégeno); vy tipo Ill OA, relacionada con
el envejecimiento 1°,

También se debe mencionar la clasificacion segun criterios topograficos que divide a las
OA en formas localizadas y generalizadas (siendo estas Ultimas aquellas que afectan a
tres 0 mas articulaciones) ®. Dentro de las formas localizadas se distinguen: la artrosis en
manos (nodulos de Heberden y Bouchard), pie (hallux valgus, hallux rigidus), rodilla
(compartimento medial, lateral y femororrotuliano), cadera (excéntrica, concéntrica o
difusa), de columna (articulaciones apofisarias, discos vertebrales, espondilosis,
hiperéstosis), y otras localizaciones aisladas. La osteoartrosis puede afectar
practicamente a cualquier articulacion del ser humano, pero las localizaciones més
frecuentes de esta enfermedad son las manos, la columna, las rodillas, la cadera y el
primer dedo de los pies.

Debido a las limitaciones que se generan al emplear criterios radiol6gicos en el
diagnéstico de la OA. El Colegio Americano de Reumatologia ha postulado unos criterios
clasificatorios para OA de rodilla, cadera, y manos que conjugan los parametros clinicos
clasicos con parametros bioldgicos y radiolégicos. Estos criterios proporcionan una
sensibilidad y especificidad de alrededor de un 90% *. En el estudio de la progresion de
artrosis mediante RX, se comparan los cambios en el espacio articular, la aparicion de
osteofitos y los cambios en el hueso subcondral. Para calificar estos cambios se utiliza la
Escala de grados radiolégicos de artrosis de Kellgren y Lawrence 3. Esta escala de
gradacién de la artrosis se origin6 en los afios 50 y permite una valoracién global
estandarizada de la artrosis !. Este sistema distingue 5 niveles de OA, de 0 a 4,
caracterizando la enfermedad por la presencia de un osteofito definido y sus niveles méas
graves por la prevision de aparicion sucesiva de estrechamiento del espacio articular,
esclerosis, quistes y deformidad 7. En la Tabla 1 se lista la clasificacion de Kellgren y
Lawrence.



Grado Caracteristicas

0 Normal

1 Dudoso
Dudoso estrechamiento del espacio articular
Posible osteofitos

2 Leve
Posible estrechamiento del espacio articular
Osteofitos

3 Moderada
Estrechamiento del espacio articular
Osteofitos
Leve esclerosis
Posible deformidad de los extremos de los
huesos

4 Grave
Marcado estrechamiento del espacio articular
Abundantes osteofitos
Esclerosis grave
Deformidad de los extremos de los huesos

Tabla 1. Clasificacién radiolégica de la artrosis (Kellgren y Lawrencce).
Fuente: Gracia San Roman FJ, Calcerrada Diaz-Santos N. Grupo de trabajo de la guia de
practica clinica del manejo del paciente con artrosis de rodilla en Atencién Primaria. Guia de
Practica Clinica del manejo del paciente con artrosis de rodilla en Atencién Primaria. Madrid:
Unidad de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias (UETS), Area de Investigacidon y Estudios
Sanitarios. Agencia Lain Entralgo; Septiembre 2006.

4.2 Incidencia - Prevalencia OA.

La artrosis es la enfermedad articular mas frecuente de los paises desarrollados, aunque
su real incidencia y prevalencia son desconocidas 2. Es la causa mas importante de
discapacidad funcional del aparato locomotor en todas las razas y zonas geogréaficas 4.
En los ultimos estudios epidemiol6gicos se marcan pequefas diferencias respecto a la
afectacién por zonas geogréficas, es posible atribuir éstas diferencias a condiciones
establecidas sobre un area especifica 0 como consecuencia de actividades laborales 2.

Existen numerosas estimaciones de la prevalencia de la OA que son muy variables
dependiendo de la articulacién, del sexo, de la edad y de la etnia '°. Adicionalmente, al
estudiar la prevalencia de la OA debe tenerse en cuenta que en esta enfermedad existe
una importante disociacion clinico-radiolégica. Asi, menos del 50% de la poblacién con
cambios radiolégicos padece algun tipo de sintoma relacionado con la enfermedad y mas
del 70% de los pacientes mayores de 50 afios tienen signos radiolégicos compatibles con
OA en alguna localizacién *. La prevalencia e intensidad de la artrosis se incrementa con
el envejecimiento de la poblacion porque esta condicién es irreversible 1, siendo rara en
menores de 45 afios que muestren evidencia radiolégica grave *.

Las estimaciones del riesgo a desarrollar OA durante la vida de un individuo es de 24%
para OA de rodilla, 11% para OA de cadera y un 43% para OA de mano *°. Neogi Yy
Zhang describen en su ultima recopilacion sobre la epidemiologia de la artrosis que una
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estimacion del riesgo de desarrollar artrosis de rodilla sintomética es de 40% en hombres
y 47% en mujeres, con un mayor riesgo entre aquellos que son obesos ¢,

A nivel general, alrededor del 50% de los mayores de 65 afios presenta signos
radiolégicos de artrosis en las manos, mientras que la prevalencia de artrosis asintomatica
es del 10% en este mismo grupo de edad, y quizas ronde el 5% de la poblaciéon general
adulta 1. Es mas frecuente en mujeres que en hombres con una relacién 2:1 o mayor /.
En Europa, la prevalencia de artrosis de las manos se ha calculado en 10% entre los
individuos de 40 a 49 afios. En mujeres mayores de 70 afios puede alcanzar el 90% vy, en
los hombres, el 80% 4. En Estados Unidos, alrededor de un tercio de los adultos entre 25
y 74 afios tienen cambios artrésicos al menos en una localizacion, siendo la mas
frecuente la artrosis de las manos *’.

Con relacién a la artrosis de rodilla existe una gran discordancia entre la prevalencia de
sintomas y de signos radioldgicos. La prevalencia de la artrosis radiol6gica en mayores de
40 afios se estima alrededor del 20%. Los signos radiolégicos aumentan progresivamente
con la edad, mas rapido en mujeres y en personas obesas *.

La artrosis de cadera o coxartrosis es una enfermedad relativamente frecuente a partir de
los 50-55 afos, a esta edad puede presentarse en alrededor del 20-30% de la poblacion
11 La prevalencia en mayores de 40 afios probablemente esta por debajo del 5%. No hay
claras diferencias en cuanto a prevalencia o gravedad entre sexos, aunque hay una
tendencia a ser mas frecuente en hombres. Se ha visto que este tipo de artrosis es mas
frecuente en poblaciones occidentales que en asiaticas y africanas ?.

Con relacion a la incidencia de artrosis existen muy pocos datos debido a la dificultad de
definirla y de identificar el momento en el que comienza ’. Segin la OMS, las
enfermedades reumaticas representan el tercer problema de salud mas importante en los
paises desarrollados y, entre ellas, la artrosis es la méas frecuente ya que afecta al 80% de
la poblacibn mayor de 65 afios en los paises industrializados. En este sentido, en el
informe de la Segunda Asamblea Mundial de Envejecimiento a cargo de la Organizacién
de Naciones Unidas (Madrid, 2002) se proyecta que la esperanza de vida media habra
aumentado a 76 afos, y que el nimero de personas con mas de 60 afos llegara a casi
2.000 millones en el 2050 8, lo que indiscutiblemente conllevara a un aumento en la
incidencia de la enfermedad.

Actualmente se estima que la incidencia anual de la artrosis en mayores de 50 afios es
del 2% para signos radiogréficos en rodilla y del 2,8% para manos, del 1% para artrosis
sintomatica de rodilla y del 4% de progresion radiolégica . Las tasas de incidencia por
edad y sexo para las manos, la cadera y la OA de rodilla sintomatica se han estimado en
100, 88 y 240 casos por 100.000 personas-afio, respectivamente, con tasas de incidencia

creciente bruscamente después de los 50 afios, y estabilizdndose después de los 70 afios
16

Finalmente es importante mencionar las diferencias étnicas que se han observado en la
prevalencia de la OA. En el Proyecto Johnston County OA, los hombres afroamericanos



tenian una mayor prevalencia de la artrosis de cadera radiografica que los hombres de
raza blanca (32,2% vs. 23,8%), mientras que no hubo diferencias entre los afro-
americanos y las mujeres caucasicas (40,3% vs. 39,4%). En los estudios desarrollados
por Braga y colaboradores '° y Nelson y colaboradores ° se sefialé que la prevalencia de
OA de mano y cadera eran menores en poblaciones chinas que en poblaciones
caucasicas (44,5 - 47% vs. 75.2 - 85% y 0,8% vs. 3,8 - 4,5%, respectivamente), sin
embargo la OA de rodilla fue mas frecuente entre las mujeres chinas que en mujeres de
raza blanca (46,6% vs. 34,8%).

4.3 Factores de riesgo OA

La OA presenta una etiologia multifactorial y puede ser considerada como el producto de
la interaccion entre factores sistémicos (a nivel del individuo) y locales (a nivel de la
articulacién). La importancia relativa de los factores de riesgo varia en las articulaciones,
en las diversas fases de la enfermedad y en las manifestaciones radiograficas
comparadas con las sintomaticas ’.

A través de los estudios epidemiolégicos ha sido posible determinar los factores de riesgo
implicados en el desarrollo de la OA. Los factores de riesgo a nivel de persona muestran
una fuerte evidencia sobre la incidencia y progresion de la enfermedad, entre estos se
incluyen: la edad, el sexo, los antecedentes familiares y la obesidad. Por otra parte, los
factores de riesgo a nivel de la articulacion incluyen: carga articular por lesiones u
ocupacioén, y asociaciones entre lesion y alineacion articular con la progresién de la
osteoartritis. Los niveles moderados de actividad fisica no se han relacionado con un
mayor riesgo a osteoartritis. Algunos temas de alto interés reciente o nuevas pruebas para
la asociacion con la osteoartritis incluyen rutas metabdlicas, vitaminas, forma de la
articulacion, densidad 6sea, longitud del miembro, desigualdad, fuerza muscular y masa, y
dafio estructural temprano 2.

4.3.1 Edad

La edad es el factor de riesgo mas fuertemente asociado con la OA, debido a cambios
morfol6gicos relacionados con la edad en el cartilago articular y la capacidad de los
condrocitos de mantener y reparar el tejido, debido a una disminuciéon de su actividad
sintética y mitética, exhibiendo una disminucién en la respuesta a factores de crecimiento
anabdlicos y una sintesis de pequefios y menos uniformes agregados de proteoglicanos y
pocas proteinas funcionales ?2. La estrecha relaciéon de la artrosis con el envejecimiento
se demuestra con el crecimiento exponencial del nimero de casos afectados: 2 al 3% en
la cuarta década de la vida a mas del 80% después de los 80 afios 2.

4.3.2 Género

Existen diferencias entre mujeres y hombres en la prevalencia, incidencia y severidad con
OA 22, Las mujeres presentan una mayor probabilidad de padecer OA que los varones, asi
como de que esta sea grave y afecte a un mayor nimero de articulaciones ‘. Hasta los
cincuenta afios aproximadamente, no hay diferencias notables respecto a la prevalencia
de la artrosis primaria con relacién al sexo; sin embargo la diferencia se hace notable
después de los cincuenta y cinco afios, edad en la cual la enfermedad afecta mas
frecuentemente a la mujer. Estas caracteristicas se relacionan también con el tipo de
articulacion afectada; se lesionan con mayor frecuencia las interfalangicas distales y
rodillas en la mujer y las metacarpofalangicas y coxofemorales en el hombre 2.
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4.3.3 Etnia

La artrosis tiene una distribucion universal, es decir que no se observan variaciones
geogréficas 2. La prevalencia de la OA y los patrones de las articulaciones afectadas por
ella varian en los distintos grupos raciales étnicos ’; la raza negra se ve afectada con
menos frecuencia que la blanca para todo tipo de artrosis. También se observé menor
prevalencia en los esquimales 2.

Aunque las diferencias en factores como el indice de masa corporal y los estilos de vida o
los factores socioecondémicos pudieran explicar parcialmente la variacion étnica, las
diferencias étnicas en biomarcadores de sintesis y degradacién del cartilago sugieren que
los factores biolégicos y genéticos también pueden desempenfiar un importante papel %.

4.3.4 Obesidad

Un factor de riesgo importante en la OA es la obesidad. No se conocen todavia los
mecanismos de esta asociacion, pero existen al menos tres teorias: a) el sobrepeso
aumentaria la presiébn sobre una articulacibon de carga; b) la obesidad actla
indirectamente induciendo cambios metabdlicos tales como intolerancia a la glucosa,
hiperlipemia o cambios en la densidad 6sea, y c) determinados elementos de la dieta que
favorecen la obesidad producen dafio en el cartilago, el hueso y otras estructuras
articulares %,

La hipotesis mas aceptada es la primera; pero esta no explicaria la relacién que existe
entre la obesidad y la artrosis de manos ?2. Por lo tanto, al estudiar la obesidad como
factor de riesgo, se deben considerar factores sistémicos y locales %,

4.3.5 Actividad fisica

Las articulaciones normales en general toleran muy bien impactos leves y prolongados
causados por el ejercicio 2. La actividad fisica puede tener beneficios para la articulacién
mediante el fortalecimiento de los musculos periarticulares que ayudan a estabilizar la
articulaciéon, pero puede ser potencialmente perjudicial si se coloca carga excesiva en la
articulacion, sobre todo una que ya es vulnerable debido a otros riesgos *°. Individuos con
alteraciones anatomicas en las articulaciones o que hayan sufrido algun tipo de lesion
seran mas propensos a la OA 'y la progresion de la enfermedad 23.

Se ha demostrado que las personas que participan en algun tipo de deporte tienen un
riesgo mayor de desarrollar OA comparado con personas sedentarias, este riesgo
agregado es causado principalmente por una lesién articular. Evidencias experimentales y
clinicas muestran que las articulaciones son principalmente dafiadas por el impacto y la
torsiébn de carga. Lo anterior depende de la naturaleza del deporte, los deportes con
mayor riesgo son aquellos que involucran repeticiones, una alta intensidad y una mayor
fuerza de impacto de la articulacién afectada. También influye la frecuencia con que se
practique %,

4.3.6 Actividad profesional

El uso repetitivo y la sobrecarga mecanica a la que se someten algunas articulaciones en
determinadas profesiones predispone a la apariciéon de la artrosis °. El nimero de horas
de trabajo, la intensidad y el tipo de actividad, como permanecer de rodillas o levantar



pesos de 25 kg o mas, se relacionan con la presencia y gravedad de la enfermedad. La
actividad laboral que mas se ha relacionado con la OA de cadera es la de los agricultores,
mientras que la OA de manos es mayor de la esperada en trabajadores que realizan
trabajos manuales en comparacion con otro tipo de trabajadores 3.

4.3.7 Genéticos

Puesto que la presente tesis se centra en el analisis de asociacidn entre los polimorfismos
de repeticién del gen que codifica la asporina, el componente genético se desarrollara
ampliamente demostrando su influencia en la patogenia de la artrosis.

A pesar de la naturaleza multifactorial de la artrosis, desde los afios cincuenta se sabe
gue ciertas formas de osteoartritis estan relacionadas con un fuerte componente genético.
Las bases genéticas de esta enfermedad no siguen los patrones tipicos de herencia
mendeliana y probablemente esten relacionadas con alteraciones en multiples genes. La
identificacion de un elevado niamero de genes candidatos a conferir susceptibilidad a la
osteoartritis pone de manifiesto la compleja naturaleza de la enfermedad ?*. La evidencia
disponible sugiere que los factores genéticos pueden contribuir a desencadenar y
acelerar el curso de la enfermedad, aunque el papel de los genes implicados adn no esta
claro ?°. A su vez, con la evolucién en la detecciéon de factores genéticos relevantes en la
patogénesis de la OA y en general de las enfermedades reumaticas ha sido posible definir
tres caracteristicas: 1) los factores genéticos tienen una baja penetrancia (aumentan de
forma moderada el riesgo) y, por tanto, s6lo una pequefia fraccion de los sujetos que
portan el alelo de susceptibilidad van a padecer la enfermedad; 2) los factores no son
imprescindibles para que se produzca la enfermedad, por lo que pacientes de la misma
enfermedad van a tener un componente genético parcialmente diferente; 3) el efecto de
cada factor genético depende criticamente de la presencia de otros factores, tanto
genéticos como ambientales .

Los primeros estudios genéticos que han permitido mostrar el componente hereditario de
la OA y su naturaleza poligénica han sido los estudios de segregacion en familias,
estudios de gemelos y de riesgo relativo entre hermanos 2°. Las estimaciones de
heredabilidad para la OA en los articulaciones afectadas mas comunes (manos, caderas,
rodillas y la columna vertebral), se encuentran en un rango de 39 a 74%, mientras que la
estimacion de la heredabilidad de la enfermedad en varias articulaciones oscila en un
78% 2, lo que sugiere una susceptibilidad o predisposicion genética significativa a la
osteoartritis para multiples articulaciones o localizada. Para OA de rodilla y OA de mano la
heredabilidad se sitia en torno al 40-65%, mientras que para OA de cadera seria
aproximadamente de un 60%. La OA de columna es la que presenta un heredabilidad
mas elevada de un 70% 2’. Uno de los primeros estudios genéticos de OA fue llevado a
cabo en 1941 por Stecher, quien demostré que la presencia de ndédulos de Heberden en
los dedos de las manos con osteoartritis eran 3 veces mas comunes en hermanas
gemelas que en la poblacion en general, y concluia que estas lesiones eran heredadas de
forma autos6mica dominante, con una elevada prevalencia en mujeres ?*. La evolucién en
el conocimiento sobre el origen y patogénesis de la OA ha avanzado con el desarrollo de
nuevas tecnologias permitiendo desarrollar estudios de genes candidato, estudios de
ligamiento de genoma completo, estudios de asociacion caso-control, GWAS (estudios de
asociacion de genoma completo) y meta-andlisis; los cuales describen las principales
estrategias de estudio que se han llevado a cabo en el campo de la genética de la OA.
Parte de los problemas para encontrar nuevos loci asociados viene dada en parte por la
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propia naturaleza poligénica de la enfermedad. Asi, multiples polimorfismos con distintas
frecuencias alélicas contribuyen con efectos pequefios 0 modestos. Sin embargo, también
existen otras dificultades especificas de la OA que se deben fundamentalmente a la
heterogeneidad de la enfermedad y la definicién de controles.

Los estudios de ligamiento han llevado a la identificacion de diversas regiones de
ligamiento en OA de cadera, rodilla y mano, aunque la mayoria de los hallazgos no han
tenido una repercusion importante ni han sido replicados posteriormente °. El estudio de
genes candidatos esta orientado a la busqueda de alteraciones en un gen especifico, por
lo que se requiere un conocimiento tanto de su funciébn como de su posible papel en la
enfermedad *. Los genes candidatos estudiados en OA se pueden dividir de una forma
genérica en tres grandes grupos °:

1-Genes que codifican componentes de la ECM.

2-Genes que codifican reguladores del anabolismo o catabolismo de la ECM.
3-Genes que codifican moléculas inflamatorias.

Algunos genes relacionados con el proceso artrésico se reflejan en la Tabla 2 28,

Gen* Articulacién Género  Poblacion

GDF5 Rodilla Ambos Europea y asiética
HBP1 (7922) Rodilla Ambos Europea

MCF2L Rodilla Ambos Europea

DVWA Rodilla Ambos Asiatica; no europea
HLA clase 1l/lll - BNTL2 Rodilla Ambos Asiatica; no europea
GNL3/GLT8D1 Rodilla + cadera Ambos Europea

ASTN2 Cadera Mujeres Europea
FILIP1/SENP6 Cadera Ambos Europea
KLHDC5/PTHLH Cadera Ambos Europea

CHST11 Cadera Ambos Europea

DOTIL Cadera Hombres  Europea

Tabla 2. Loci asociados con OA a con significancia en todo el genoma.
Fuente: A. Gonzalez / Osteoarthritis and Cartilage 21 (2013) Pag. 1444

La evidencia de estudios familiares y de gemelos ha confirmado que el factor hereditario
es determinante en la aparicion de la artrosis, especialmente en el sexo femenino y
cuando hay afectaciéon de un nimero importante de articulaciones, puntualmente cuando
hay compromiso de mas de cinco. La concordancia de artrosis fue constatada en el 57%
de los gemelos monocigotos y en el 33% de los dicigotos %. También se han identificado
algunos subgrupos de artrosis que muestran un patrén hereditario definido. Trabajos
recientes de biologia molecular han demostrado que artrosis familiares de cadera y rodilla
son determinadas por una anomalia del gen codificador para el telopéptido del
procolageno Il: en la posicién 519 del gen, la secuencia de bases codifica una arginina en
vez de una cisteina. Esta simple modificacion de un amino&cido en la composicion del
colageno lleva a la aparicion precoz de un subgrupo de artrosis. También existen
evidencias de que algunas formas de artrosis poseen un patrén de herencia mendeliana
dominante, este esquema se asimila a la artrosis primaria generalizada que se trasmite de
madres a hijas como una clara muestra de agregacion familiar 2.



En cuanto a los estudios genéticos moleculares, estos se han enfocado al entendimiento
de las vias de sefalizacibn y mecanismos metabdlicos involucrados en la pérdida del
cartilago articular y progresividad de la enfermedad. Los andlisis de ligamiento y estudios
de asociacion de méas de 90 genes diferentes, han intentado elucidar los genes en los que
la variacién genética contribuye a la susceptibilidad de la OA y la progresion de la
enfermedad *. Diversos estudios sugieren que el colageno tipo 2 alfa 1 (COL2A1), el
receptor de Vitamina D (VDR), el receptor de estrégenos (ER), el agrecano, y el factor de
crecimiento transformante B (TGFB1), estan asociados con la OA3. Aunque los estudios
se han enfocado en otros tres genes también relacionados con el desarrollo vy
mantenimiento éseo de las articulaciones. Uno de estos es el gen FRZB que regula el
desarrollo del esqueleto y la masa ésea, polimorfismos en este gen son asociados con un
aumento en la probabilidad de cuatro veces para la OA de cadera en mujeres. Una
segunda asociacién se relaciona con polimorfismos en el gen de la interleucina-1, el cual
puede reducir o aumentar la probabilidad de sufrir OA de rodilla en unas cuatro — cinco
veces en la poblacion del Reino Unido, dependiendo del polimorfismo especifico. Una
tercera asociacion, confiere un aumento en la probabilidad de 1.7 a 2.6 veces de tener OA
de rodilla o cadera en individuos japoneses, y se relaciona con polimorfismos de
repeticiéon de &cido aspartico (D) en el gen de la asporina (ASP), se ha encontrado un
aumento en la expresion de la proteina en individuos con OA de cadera y rodilla “.
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5. CARTILCAGO ARTICULAR

Como se ha descrito anteriormente, son diferentes los factores que estan involucrados en
el desarrollo de la artrosis: los eventos traumaticos son la causa principal, pero otros
factores como la predisposicion genética, mal alineamiento, obesidad, vejez y mal
nutricion conllevan a alteraciones similares en el cartilago articular. Lamentablemente,
este cartilago tiene una capacidad limitada para auto-regenerarse; en las ocasiones en las
gue la regeneracion se presenta se forma como respuesta a la pérdida de cartilago
fibroso y en su mayoria se reducen las capacidades mecénicas en comparaciéon con el
cartilago hialino saludable. Adicionalmente, los cambios artrésicos suelen ser
diagnosticados en una etapa avanzada, cuando es particularmente dificil un tratamiento
que permita la regeneracion del cartilago 3. Por ello, es importante conocer las
caracteristicas y los mecanismos moleculares en un cartilago sano y las modificaciones
subyacentes a la destruccion del cartilago en la OA permitiendo comprender mejor la
patogénesis de esta enfermedad y a su vez desarrollar y mejorar los enfoques
diagnosticos y terapéuticos.

En la morfogénesis del esqueleto los procesos de la formacion de las articulaciones y la
diferenciacién del cartilago estan estrechamente relacionados. La regulacion de la
diferenciaciéon de los condrocitos y la homeostasis de la matriz extracelular son
fundamentales para la funcién adecuada de la articulaciéon 2. Las articulaciones que
sufren de OA se caracterizan por presentar una alteracion del equilibrio entre la sintesis y
el catabolismo de la matriz extracelular, que favorece la destruccién del cartilago ya sea
por falta de sustrato o por activacion de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) 5.

5.1 Fisiopatologia del cartilago articular

El cartilago hialino o diartrodial es un tejido muy especial puesto que no tiene relacion
directa con los vasos sanguineos, linfaticos y el sistema nervioso. Esto hace que la
respuesta a los procesos inflamatorios 0 mecanicos sea totalmente diferente al de otros
tejidos vascularizados e inervados. No por ello deja de ser un tejido complejo,
metabdlicamente activo y con un elevado grado de heterogeneidad estructural 2. El
cartilago articular es una estructura altamente especializada; es un componente
fundamental del sistema esquelético en areas donde se requiere de una arquitectura
semisolida para dar forma, fuerza, flexibilidad y resistencia al tejido esquelético. Actua
como un componente intermedio en procesos de crecimiento y reparacion 6sea, estando
presente desde el periodo embrionario en las epifisis, placas de crecimiento primario y
secundario, asi como en areas de reparacién de fracturas %. Impide el dafio articular
secundario a la carga mecanica generada por el movimiento, gracias a que disminuye la
friccion, es resistente a la tensiébn y a la compresion y se adapta a condiciones
cambiantes®. Carece de inervacion, vasos sanguineos y linfaticos y membrana basal, y se
nutre del liquido sinovial 1. Estd compuesto basicamente por agua (60% de su peso) y
por una matriz extracelular formada por proteoglicanos (PG) y fibras de colageno (FC)
principalmente de tipo Il, sintetizados por la Unica célula residente del cartilago, el
condrocito. Este tejido esta aislado de otros circundantes por la membrana sinovial, que
es impermeable al paso de macromoléculas pero permite la difusién de nutrientes y
oxigeno®.



La estructura y composicion del cartilago articular varian desde la superficie articular
hasta el hueso subcondral. Estas diferencias incluyen el volumen y la forma de las
células, asi como el diametro y la concentracion de proteoglicanos %2,

Los condrocitos se diferencian en sus caracteristicas morfolégicas y funcionales segun la
zona del cartilago donde se ubiquen. Los de la zona superficial estan en contacto con el
liquido sinovial, presentan una apariencia alargada que contrasta con los de las zonas
intermedia y profunda que son redondeados (llustracion 1) °.

—_____‘———___\
CAPA SUPERFICIAL;
Condrocitos alargades y abundantes,
Proteoglicanos escasos.

- -

Fibras de coldgeno en disposicién tangencial.

/ CAPA INTERMEDIA:

\ Condrocitos redondeados y abundantes.
Proteoglicancs abundantes.
§ Fibras de caldgenc en disposicidn radial.

CAPA PROFUNDA:

§ Condracitos redondeados y escasos.
—\ /Q Proteoglicanos abundantes.

Fibras de coldgenc en dispasicidn radial.

Figura 1. Representacion de las diferencias estructurales de las capas del cartilago.
Imagen tomada de Sanchez & Lopez, 2011. Fisiopatologia celular de la osteoartritis: el
condrocito articular como protagonista. latreia Vol. 24 (2): Pagina 169

El condrocito es el elemento celular del cartilago y es el responsable de la sintesis y del
mantenimiento de la matriz extracelular a través de la liberacion, por parte de estas
células, de una serie de moléculas sintetizadas y degradadas durante las actividades de
anabolismo y catabolismo que, en condiciones normales, se mantiene en equilibrio!!. Si
hay disminucion en el proceso de sintesis, el cartilago se tornara mas delgado y débil; si,
por el contrario, hay un amento en la sintesis de matriz el cartilago sera hipertrofico y
desordenado y se favorecera la formacion de osteofitos °.

El condrocito responde a las condiciones fluctuantes del medio, generadas por los
cambios de presion, modificando su composicion i6nica y alterando el transporte de
solutos y agua en su membrana. Esta capacidad de respuesta es clave para el
mantenimiento de la matriz extracelular y por ende, de un cartilago funcional. Una
respuesta inadecuada del condrocito ante la carga mecéanica, conlleva a un predominio
del catabolismo de la matriz y a un cartilago defectuoso que es la base del desarrollo de
la osteoartritis °.

Para el mantenimiento de la homeostasis de la matriz extracelular cartilaginosa es
importante el mantenimiento del nimero de células, el cual depende de un equilibrio entre
el nacimiento (mitosis) y la muerte celular. En la OA se produce una importante
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disminucion del nimero de células, en la que juega un papel muy importante la muerte
celular por apoptosis. Dicha apoptosis se detecta principalmente en las zonas
superficiales e intermedias del cartilago y presenta una clara implicacion de mediadores
celulares como el oxido nitrico (NO), la interleucina 1-beta (IL-18) y el factor de necrosis
tisular alfa (TNF-a) *.

Otro de los componentes importantes en las articulaciones corresponde a la membrana
sinovial, la cual reviste la cara interna de la articulacion diartrodial. Suele ser lisa y
brillante y posee abundantes vasos sanguineos, nervios y vasos linfaticos. Fabrica el
liguido articular, que lubrica y nutre al cartilago avascular, y regula la presiéon y la
temperatura local. También participa en la defensa y la respuesta inmunitaria articular. En
condiciones normales, posibilita el movimiento indoloro de la articulacién. En el proceso
artrésico, la inflamacién de esta membrana esta fuertemente relacionada con el proceso
de cronificacion y progresion de la enfermedad. Varios factores desencadenantes son
propuestos en esta relacion: las sobrecargas mecéanicas, los microcristales vy
determinados productos procedentes de la degradacion del cartilago *’.

El hueso subcondral de las articulaciones afectadas por artrosis es rigido y de aspecto
denso!. Teniendo presente que la artrosis se define como la degradacion y pérdida del
cartilago articular, acompafiado por cambios hipertréficos del hueso con la formacién de
ostedfitos y rigidez del hueso subcondral, es clara la participacion de éste componente en
la etiopatogenia de la artrosis. De hecho, algunas teorias defienden que la artrosis es una
enfermedad 6sea mas que cartilaginosa, puesto que los pacientes con artrosis tienen de
forma significativa mas hueso (independientemente del peso corporal). Uno de los
posibles mecanismos de iniciacién de la artrosis es la rigidez del hueso subcondral. Una
vez iniciado el dafio en el cartilago, la rigidez del hueso puede contribuir a una progresion
mas rapida de la artrosis . No se conocen de forma completa los mecanismos que
conducen a los cambios observados en el hueso subcondral de los pacientes artrésicos,
pero determinados estudios demuestran que no se deben Unicamente a las repercusiones
de la sobrecarga mecanica, también se han encontrado niveles elevados del factor de
crecimiento de la insulina (IGF) en pacientes con OA, en zonas alejadas de la articulacion
afectada’.

5.2 Componentes moleculares

5.2.1 Factor de crecimiento transformante beta - TGF-8

Las funciones fisiol6gicas y fisiopatolégicas de TGF- B son extensas, ya que casi todos los
tipos celulares pueden secretarlo y ademas expresar sus receptores 3. Es un factor de
crecimiento que esta implicado en el control de la proliferacién, migracion, diferenciacion y
supervivencia de muchos tipos de células diferentes. Influye en diversos procesos como la
embriogénesis, la angiogénesis, la inflamacion y la cicatrizacién de heridas 3. En los
mamiferos, hay tres isoformas de TGF- B, llamado B 1, B 2 y B 3. Todas las isoformas
muestran un alto grado de homologia entre 84 y 92% 33, aunque en la mayoria de las
células y tejidos el TGF- B 1 es la isoforma predominante . En el tejido esquelético TGF-
Bl juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento del cartilago y el
metabolismo 6seo .

La activacion del receptor del TGF-B propicia su fosforilacion en residuos de serina /
treonina y dispara la fosforilacién de proteinas efectoras intracelulares (Smad), que una



vez activas inducen la transcripcion de genes blanco, y asi regulan procesos y funciones
celulares. Las proteinas Smad son hasta ahora los Unicos sustratos identificados de los
receptores tipo | y son consideradas como proteinas transductoras citoplasmicas,
proteinas efectoras intracelulares o como mediadores intracelulares de la via del TGF- .
Alteraciones en sus sefiales pueden contribuir a la patogénesis de enfermedades tan
diversas como las enfermedades autoinmunes, la fibrosis y el cancer. La falta de TGF-
0 una anormalidad en la sefalizacion de TGF-b aparentemente resulta en el fenotipo
cartilago que se asemejan a la patologia del cartilago en la OA .

5.2.2 Colageno

El colageno es una proteina extracelular compuesta por tres cadenas polipeptidicas
(cadenas a) que tienen una secuencia caracteristica (gly-x-y). Las tres cadenas a se
entrelazan entre si formando una estructura que se estabiliza por puentes de hidrogeno
en la glicina y uniones covalentes por la hidrolisina, La funcion principal del colageno en el
cartilago es proporcionar al tejido propiedades tensiles e inmovilizar los proteoglicanos en
la matriz extracelular 22,

5.2.3 Proteoglicanos

Dado que el agua no esta retenida por membranas en el cartilago, su concentracion y
volumen depende de la interaccién con las moléculas de la matriz. Los proteoglicanos son
moléculas formadas por la union de proteinas y glucosaminoglicanos (anteriormente
llamados mucopolisacaridos) que estan distribuidos entre las fibras de colageno Il 2. Los
proteoglicanos estan formados por un esqueleto de acido hialurénico, al cual se unen
mondémeros de glucosaminoglicanos formando ramificaciones que se estabilizan por
medio de proteinas de unidn; los mas comunes son el condroitin-sulfato, el queratén-
sulfato y el acido hialurénico °; sus porcentajes en la constitucion de la matriz extracelular
varian de acuerdo a la edad y a la localizacién, el queratan es prevalente en los ancianos
y en las zonas mas profundas del cartilago mientras que el condroitin sulfato es mayor en
las primeras etapas de la vida. Los glucosaminoglicanos se sintetizan en el condrocito y
luego se excretan, su unién al proteoglicano correspondiente es extracelular 2.

Por sus caracteristicas fisico-quimicas y estructurales los proteoglicanos mantienen una
elevada carga negativa en su superficie; las fuerzas repelentes de los grupos con cargas
del mismo sentido hace que los proteoglicanos se dispersen y expandan, hasta que las
fuerzas elasticas se equilibren debido a la accion de las fuerzas tensionales de las fibras
de colageno. Este mecanismo es el que confiere al cartilago articular la capacidad elastica
y permite que desde o hacia la superficie puedan ser transportados los nutrientes,
productos de degradacion, mensajeros quimicos y hormonas 2. El proteoglicano mas
abundante en el cartilago articular humano es el agrecano que constituye el 90% de la
masa total de proteoglicanos 2.

5.2.4 Pequefios proteoglicanos ricos en leucina - SLRP

Son un grupo de proteinas extracelulares que pertenecen a la superfamilia de proteinas
ricas en repeticiones de leucina, quienes son uno de los componentes principales de la
matriz extracelular no colagena °. Los miembros de esta subfamilia tienen su nucleo
proteico similar en tamafio (alrededor de 40 kilodalton) el cual contiene un dominio central
compuesto de 6 a 10 repeticiones en tdndem ricas en leucina. Este dominio esta
delimitado por las regiones N-terminal y C-terminal menos conservadas y pequefas que
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contienen cisteinas en posiciones caracteristicas *¢. Los miembros de esta familia se
unen al factor de crecimiento transformante beta - TGF-3, un factor de crecimiento clave
en el metabolismo del cartilago, y para otras moléculas de la matriz extracelular de
cartilago, incluyendo colagenos “.

La familia de SLRP contiene 13 miembros conocidos divididos en tres subfamilias con
base en su organizacién genémica, secuencia de aminoacidos, similaridad y estructura
536, La subdivision de las diferentes clases de proteinas basadas en sus secuencias, no
refleja la funcién de las moléculas. Una propiedad funcional importante comun entre las
clases | y I, es la capacidad para unirse al coldgeno a través de los dominios ricos en
repeticiones de leucina ?2. Varias de estas moléculas tienen un papel en la modulacién del
ensamblado de las fibras de coldgeno como es indicado por experimentos in vitro, asi
como por estudios de inactivacion del gen. Invariablemente, estos estudios muestran
alteracion de las dimensiones de las fibras de coladgeno cuando cambia la concentracion
de proteoglicanos *°.

5.2.5 Asporina

También llamada proteina 1 asociada al ligamento periodontal, es miembro de la familia
de pequefios proteoglicanos ricos en leucina perteneciendo a la clase | que se
carcaterizan por contener 10 repeticiones de leucina en la region central con el patrén L-
X-X-L-X-L/1-X-X-N-X-L/I, cuatro residuos de cisteina en la region N-terminal y dos en la C-
terminal *’. En contraste con la decorina y el biglicano también miembros de la Clase |,
asporina no es un proteoglicano propiamente dicho, porque no contiene la secuencia de
dipéptidos serina/glicina requerida para el ensamblaje de los glicosaminoglicanos; a pesar
de esta diferencia, su secuencia de aminoacidos es idéntica en un 50% (y 70% similar)
con las proteinas decorina y biglicano. El nombre asporina refleja su caracteristica
estructural principal que consiste en una regién N-terminal rica en acido aspartico, la cual
es polimérfica y en su primera identificacion mostré variacion entre 11 y 15 repeticiones .

El gen ASPN humano que codifica para la proteina asporina se expande 26 Kilobases en
el cromosoma 9q.1-32, contiene 8 exones y los intrones estan insertos en la secuencia
codificante en las posiciones correspondientes en decorina y biglicano *’. En cuanto a la
descripcién estructural de este gen se ha descrito que esta conformado por un ADNc de
2357 nucledtidos, una regiéon no traducida 5’"UTR de 305pb y una 3’'UTR de 930pb, un
marco abierto de lectura de 1122pb, su péptido sefial es de 15 aminoacidos y la proteina
esta constituida por 373 aminoacidos 2. En la figura 2 se muestra la posicion de los
polimorfismos registrados en la secuencia del gen ASPN de los cuales tan sélo el
polimorfismo de repeticiéon D ubicado en el exdn 2 mostré asociacion con OA 4.
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Figura 2 Estructura gendmica de laregion ASPN.
(a) organizacion gendmica de ECM2, ASPN, OMD (Osteoaderina) y OGN (Osteoglicina),
grupo de genes que codifican proteinas que contienen repeticiones ricas en Leucina
ubicados en laregion 9921.3-9q22. (b) Variaciones en la secuencia de ASPN. Las
cajas negras con numeros indican exones. Imagen tomada de Kizawa H, et al. 2005.
Nature Genetics Volume 37 (2): Pagina 139

5.2.5.1 Asociacion de Asporina con OA

Los genes de la familia SLRP han sido implicados con la etiologia de OA. Ratones
knockout de fibromodulina y doble knockout para fibromodulina y biglicano desarrollaron
de manera prematura artrosis leve y severa respectivamente. La funcién biolégica de
asporina aun no es clara, sin embargo, estudios genéticos recientes han demostrado su
asociacion con enfermedades 6seas y de las articulaciones que incluyen la osteoartritis, la
artritis reumatoide y la enfermedad del disco lumbar 3.

Asporina se expresa normalmente en tejidos como: aorta, Utero, intestino delgado,
corazon, higado, vejiga, estomago, tiroides y glandulas mamarias *’; se ha descrito que en
cartilago articular los niveles de expresién aumentan si se trata de cartilago artrésico * 3¢
38, Estas observaciones llevaron a proponer al gen ASPN como gen candidato para OA *°.

Kizawa y colaboradores fueron los primeros en reportar una asociacion significativa entre
el polimorfismo de repeticién del acido aspartico (D) y la artrosis. Ellos encontraron que el
alelo D14 era sobre-expresado en individuos japoneses con artrosis de rodilla en
comparacion con el alelo D13 que era el mas comun; adicionalmente encontraron que la
frecuencia del alelo D14 amentaba con la severidad de la enfermedad #. El primer meta-
analisis para ASPN lo realiz6 Valdes et al 2007 combinando los datos de las poblaciones
japonesas y caucasicos (que habian mostrado discrepancias para el alelo D14)
mostrando una asociacion significativa para el alelo D14, a pesar de que el analisis para
los caucdsicos por si solo no mostré evidencia de asociacion. Los datos combinados de 3
poblaciones caucasicas independientes (Grecia, Espafia y el Reino Unido) indican que el
alelo D13, en efecto esta asociado con un menor riesgo de OA de rodilla. Si bien ninguno
de los estudios en caucasicos proporciono pruebas de una asociacion entre el alelo D14 y
OA, los datos combinados confirmarian susceptibilidad en ambas poblaciones .
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Estudio Pais Etnicidad Ndmero Tipo de OA Hallazgos de asociacion

[Ref ] OA Controles

Arelano [42] México Latinoamericano 218 222 Rodilla D13, D14, D15 (NS)

Atif [43] EEUU Europeo 775 511 Rodilla /Mano D13, D14, D15 (NS)

Song [44] Corea Asiatico 190 376 Rodilla D13, D14, D15 (NS)

Jiang [45] China Asiatico 218 454 Rodilla D13, D14 (p=0.0013), D15 (NS)

Kaliakatsos Grecia  Europeo 155 190 Rodilla D13 (p<0.05), D14 (NS), D15

[46] (p=0.0018)

Rodriguez [47] Espafia Europeo 491 294 Rodilla/Cadera D13, D14, D15 (NS)

Mustafa [48] RU Europeo 1247 748 Rodilla/Cadera D13, D14, D15 (NS)

Kizawa- 1 [4] Japon Asiético 137 234 Rodilla D13 (NS), D14 (p=0.0013), D15
(NS)

Kizawa -2 [4] Jap6n Asiatico 986 374 Rodilla D13, D14 (p=0.0018), D15 (NS)

Kizawa -2 [4] Japon Asiatico 986 374 Cadera D13, D14, D15 (NS)

Tabla 3. Caracteristicas de los estudios individuales incluidos en el meta-analisis. Tabla
tomada de Song et al. 2014. Ref. Referencia, EEUU Estados Unidos de América, RU Reino
unido, NS No significativo.

En el 2014 Song y colaboradores %' desarrollaron un meta-andlisis para evaluar la
asociacion de los diferentes polimorfismos de repeticion D de asporina que habian
mostrado discrepancias con la susceptibilidad a OA, puesto que en los estudios que
habian evaluado dicha relaciébn mostraban resultados muy heterogéneos con relaciéon a
los alelos de susceptibilidad. En la tabla 3 se describen las caracteristicas de los estudios
individuales incluidos en el meta-andlisis.

Los resultados del meta-analisis mostraron que no existe asociacion entre OA y el alelo
D14 de asporina en todas las poblaciones (OR 1.161, 95 % IC 0.934-1.444, p = 0.178);
como tampoco al agrupar las poblaciones europeas y asiaticas (OR 1.035, 95 % CI
0.914-1.173, p = 0.589; OR 1.537, 95 % CI 0.899-2.626, p = 0.116), respectivamente.
Como innovacion los autores evaluaron variaciones y heterogeneidades intra e inter-
estudio, demostrando que la poblacion asiatica presenta una alta heterogeneidad (I2 =
81.2, p = 0.001). Los autores concluyen que los alelos D14, D13 y D15 no estan
asociados con OA de rodilla o de cadera en poblaciones europeas y asiaticas.

5.2.5.2 Asporinay TGF- B

La importancia del estudio de Kizawa radica en que se demostré que asporina suprime la
expresion de los genes marcadores de condrogénesis: agrecano (AGC1) y colageno tipo
[l (COL2A1) mediada por el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), y reduce la
acumulacién de proteoglicanos en un modelo in vitro de condrogénesis. El efecto de
asporina con TGF-B se da por una interaccion directa, es alelo especifica y dosis
dependiente puesto que el alelo D14 genera una mayor inhibicién 4.

Asporina co-localiza con TGF- 31 en la superficie celular, se une a TGF- 1, y bloquea su
union al receptor TGF- B tipo Il. Consecuentemente, la fosforilacion de las proteinas
Smad, principalmente Smad3 es inhibida y la expresion de los genes corriente abajo de la
sefial TGF- B - Smad, incluyendo el colageno tipo Il y el agrecano disminuye * “4°.
Nakajima y colaboradores ¥ emplearon ARN de interferencia para silenciar los niveles
enddgenos de asporina en condrocitos articulares humanos normales lo que generd un
incremento en los niveles de expresion de los marcadores genéticos agrecano y colageno
tipo Il, de esta manera se verificé que la asporina regula negativamente la expresion de



genes de la matriz en el cartilago articular bajo condiciones fisioldgicas. La asporina
regula la sefializacion de TGF- B1 al prevenir la interaccién con su receptor en la
superficie celular de manera dosis dependiente . Cabe anotar que al inhibir la unién de
TGF- B1 a su receptor tipo I, asporina forma un bucle de retroalimentacion funcional con
TGF- B1 y regula su potencial condrogénico *°.

5.2.5.3 Papel de Asporina en el metabolismo de cartilago articular

En ensayos de transfeccién in vitro se examiné el efecto inhibitorio de los diferentes alelos
de asporina mostrando que la variante D14 tiene el efecto inhibitorio més fuerte sobre la
sefalizacién mediada por TGF- B. Se sospecha que los individuos que presentan el alelo
de susceptibilidad disminuyen su potencial en la recuperacién del cartilago y por lo tanto
la susceptibilidad a OA. Si asporina actia como un modulador de TGF-B en la respuesta
de regeneracion del cartilago, las alteraciones en este mecanismo de control podrian
desencadenar en una aceleracion del progreso de la osteoartrosis 43, De esta manera
se propone que asporina juega un papel fundamental en la funcion de TGF- 8 en el
cartilago articular y las alteraciones en este sistema podrian llevar a la degeneracion del
cartilago *.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Para el analisis de polimorfismos de repeticion de &cido aspartico del gen ASPN se realiz6
un estudio de asociacion empleando casos y controles, que permitira evaluar la hipotesis
propuesta explicitamente.

6.2 Tamafno de la muestra

Se incluyeron 92 pacientes y 95 controles manejando el modelo 1:1 asegurando un
control por caso.

6.3 Poblacion

Los casos se definieron como personas mayores de 55 afios con diagndstico clinico y
radiogréafico de OA de rodilla, mano o cadera; valorados en la consulta externa del servicio
de Reumatologia y medicina interna de la Universidad Nacional de Colombia en el
Hospital San Carlos (lll nivel de atencién) en la ciudad de Bogota — Colombia. Los grados
de clasificacién de severidad K/L fueron asignados por tres especialistas diferentes con el
objeto de disminuir sesgos de subijetividad.

Como controles se emplearon personas mayores de 55 afios que no presentaran
sintomatologia de OA de rodilla, mano o cadera; ni hallazgos al examen fisico sugestivos
de OA de rodilla, mano o cadera; ni cambios en la radiografia antero posterior de rodilla,
mano o cadera.

6.3.1 Criterios de inclusion
e Pacientes mayores de 55 afios con evidencia clinica y radiol6gica de osteoartritis
primaria de rodilla, mano o cadera y que cumplan criterios diagnosticos del Colegio
Americano de Reumatologia para OA.
e Con clasificacion para grado de severidad K/L = 2.
e Intenciébn de participar en el estudio previa autorizacibn mediante firma del
consentimiento informado (Anexo 1).

6.3.2 Criterios de exclusién

Pacientes con osteoartritis secundaria.

Inicio de los sintomas diagnosticos antes de los 40 afios.

Antecedente de cirugia en articulacion a evaluarse.

Antecedente de trauma o lesién del ligamento cruzado anterior, fracturas de

menisco.

e Pacientes con Artritis Reumatoide, Lupus Eritematoso Sistémico, Artritis reactiva,
espondiloartropatias seronegativas, artropatia por depésito de cristales (urato
monosaédico, hidroxiapatita, pirofosfato

6.4 Toma de muestra

Una vez se validada la condicion de los pacientes, se brindé una explicacién del estudio,
para confirmar su interés de participar mediante la firma del consentimiento informado



correspondiente. Contando con la aprobacion del paciente, se procedié a la toma de una
muestra de sangre periférica por puncién venocapilar en tubos vaccutainer tapa lila (para
hematologia, con anticoagulante EDTA) y tapa amarilla (para serologia, sin
anticuagulante); Adicionalmente se recogié informacion pertinente por medio de una
encuesta disefiada especificamente para el estudio (Anexo 2). Las radiografias de rodilla,
mano y/o cadera se valoraron por dos reumatdlogos con experiencia en Radiologia,
mediante la escala de Kellgreen-Lawrence 3.

Las muestras y documentacion recolectadas, fueron almacenadas en el Laboratorio de
Procesos Generales de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional para la
realizacion de fase de laboratorio correspondiente.

6.5 Procesamiento en laboratorio

6.5.1 Aislamiento ADN

El primer paso de procesamiento en el laboratorio tuvo como objeto purificar el ADN de
estudio, para ello se realizd el aislamiento de leucocitos mediante la metodologia de
separacion por gradientes de densidad empleando el reactivo Ficoll Histopaque® (Sigma-
Aldrich), como resultado de este proceso se obtuvo una columna con diferentes
componentes celulares como se describe en la figura 3. Los linfocitos fueron transferidos
y almacenados a -80°C para los analisis posteriores.

Plasma
Plaquetas

I Linfocitos

Reactivo Ficoll

Granulocitos
' Eritrocitos

Figura 3 Aislamiento de leucocitos empleando gradiente de densidad.
Ficoll- Histopaque® (Sigma-Aldrich)

6.5.2 Extraccion ADN

El proceso de extraccion de ADN se realiz6 empleando el kit PureLink™ Genomic DNA,
(Invitrogen), segun las especificaciones del fabricante. Empleando el equipo Nanodrop
2000, Thermo se confirm6 la cantidad de ADN y pureza (relacion 260/280 nm) de cada
muestra requeridas para continuar con el proceso de amplificacion.

6.5.3 Amplificacion de laregion del polimorfismo por PCR

Se disefiaron primers que encerraran la region polimorfica de acido aspartico, empleando
la secuencia de referencia: NCBI Reference Sequence: NG_023430.1 Homo sapiens
asporin (ASPN) y el software Primer3 v.0.4.0 %,
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Para la reaccion de amplificacion se emple6 el reactivo PCR SuperMix (Invitrogen) segln
las recomendaciones del fabricante junto con los primers Fordware 5 -HEXA-
TGGCTTTGTGCTCTGCCAAACC-3" y Reverse 5 -TCTGAGCAATGTACAACTCGTG-3" a
una concentracion de 200nM (Figura 4). Los tiempos y las temperaturas que se utilizaron
son; 94°C por 2 minutos, 40 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 60°C por 30 segundos y
72°C por un minuto, y finalmente a 72 °C durante 5 minutos.

ATGTGCTCCTATTATTCCTIGGCTTTGTGCTCTGCCAAACCCTTCTTTAGCCCTTCACACATCGC
ACTGAAGAATATGATGCTGAAGGATATGGAAGAGACACAGATGATGATGATGATGATGATGAT

CATTTGATCTGTTTCCAATGTGTCCATTTGGATGTCAGTGCTATTCACGAGTTGTACATTGCTC
AGATTTAGGTAAGAATATAAGTCGATTTTGTTTTGAA

Figura 4 Fragmento de la secuencias del gen ASPN que contiene el polimorfismo de
repeticién de acido aspértico (GAT), subrayados se sefialan los primers empleados para el
proceso de amplificacién por PCR

6.5.4 Analisis de fragmentos

Los fragmentos amplificados fueron analizados por electroforesis capilar en un analizador
genético ABI 3130 XL y los datos obtenidos se editaron con el programa GeneMapper. De
acuerdo al tamafo de los fragmentos que mostraron variaciones en tres pares de bases
se realizd la asignacion alélica de los polimorfismos, teniendo como referente que el
fragmento de 240 pb que se describe en la secuencia de referencia correspondi6 al alelo
D13.

6.5.5 Andlisis estadisticos

Se realiz6 estadistica descriptiva para las variables edad, IMC, tipo de artrosis y grado de
clasificacion K/L. Se emple6 el indicador epidemiolégico raz6n de momios (OR) para
evaluar la asociacion entre las variables categoricas, frecuencias alélicas, frecuencias
genotipicas y grados de severidad al comparar entre casos y controles con un intervalo de
confianza del 95%. La comparacion entre los grupos se realizé mediante la prueba Chi-
cuadrada (x?) empleando un a de 0.05.

Los andlisis de las variables descriptivas, estadistico OR y prueba Chi-cuadrada fueron
realizados con el programa Stata 12.0 2 mientras que la evaluacién del equilibrio Hardy-
Weinberg, y el parametro D’ del desequilibrio de ligamiento fueron realizados con el
programa Genepop .



7. RESULTADOS

En total se analizaron 92 casos y 95 controles. En la tabla 4 se resumen las variables
cuantitativas cantidad, edad, e indice de masa corporal para casos y controles. Se puede
evidenciar que el 67.4 % de los casos corresponde a mujeres en contraste con el 40% de
mujeres en el grupo de controles. Con relacion al indice de masa corporal se observa que
todos los pacientes presentan valores similares que corresponden a valores normales,
aunque el valor promedio para las mujeres con OA se encuentra en el limite superior de
esta clasificacion.

Casos Controles
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
Cantidad 30 62 56 38
Edad 73.6+10.3 699+7.1 723+8.3 735+7.6
IMC 242+33 252+49 23.8+3.0 22.8+ 3.5

Tabla 4. Descripcion de los pacientes participantes del estudio de casos y controles

Al comparar la cantidad de pacientes que presentaban antecedentes de artrosis en su
historia familiar 51.1 % de los casos reportaba antecedentes en su familia frente a un 17.8
% en los controles.

En la tabla 5 se describe el grupo de casos discriminando por género, tipo de artrosis y
grado de clasificacion K/L. El tipo mas frecuente de artrosis corresponde al de rodilla
presentandose en el 83.7% de los casos, seguido de OA de mano en el 76.1% y OA de
cadera en el 35.9% de los casos. Nueve casos presentaron los tres tipos de artrosis
analizados, mientras que la presencia de OA de mano y rodilla fue la mas frecuente
presentandose en 37 (40%) de los casos. Adicionalmente, también es posible observar
gue el grado de clasificacion K/L 3 es el méas frecuente en ambos géneros (70.5% en
hombres y 56.3 % en mujeres).

Hombres Mujeres

Total K/L2 K/L3 K/L4 Total K/L2 K/L3 K/IL4
OA rodilla 25 1 13 6 52 4 22 15
OA mano 22 1 14 3 48 4 28 9
OA cadera 10 1 4 1 23 1 9 5

Tabla 5. Tipo de artrosis y grado de clasificacion K/L por género

Se realiz6 la prueba estadistica Fis para evaluar si la poblacién se encuentra en Equilibrio
de Hardy Weinberg (EHW), esto permite verificar si la poblacion esta bajo el efecto de
alguna fuerza evolutiva que altere el equilibrio genético evaluando las frecuencias de los
alelos observados (casos y controles por separado) y los esperados bajo equilibrio
genético. Al realizar la prueba estadistica que compara los valores observados con los
esperados se puede evidenciar qué tan cerca del equilibrio (valores cercanos a 0) o qué
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tan desviado del equilibrio estan las poblaciones (valores cercanos a 1 cuando hay
exceso de homocigotos y valores cercanos a -1 cuando hay exceso de heterocigotos).

Para los casos se obtuvo un valor Fis de 0.0785 y para los controles un Fis de 0.0141,
puesto que los valores obtenidos se encuentran cercanos a 0, es posible determinar que
los casos como los controles se encuentran bajo equilibrio de Hardy-Weinberg por lo que
ninguna fuerza evolutiva esta influenciando de manera preponderante en los casos o
controles.

En la tabla 6 se describe la distribucién de las frecuencias alélicas observadas para casos
y controles. Dentro de esta muestra se identificaron diez alelos para el polimorfismo D de
asporina. En los dos grupos de pacientes el alelo mas frecuente fue el alelo D12 con una
frecuencia del 42% para los casos y 51% en los controles; mientras que el alelo D18 y
D17 fueron los menos frecuentes en casos y controles respectivamente.

OA Controles
ALELO 2n =184 % 2n =190 %
D8 2 1 - -
D10 2 1 - -
D11 7 4 11 6
D12 78 42 96 51
D13 50 27 44 23
D14 29 16 26 14
D15 10 5 8 4
D16 1 4 2
D17 4 2 1 1
D18 1 - -

Tabla 6. Frecuencias alélicas para el polimorfismo de repeticion D en asporina, discriminado
entre casos y controles.

Al observar que las distribuciones alélicas en casos y controles fueron similares, se realizé
una comparacion valorando el posible riesgo de portar alguno de los alelos descritos. En
la tabla 7 se listan los valores de OR, los intervalos de confianza respectivos y los p
valores sin que alguno resultara significativo. Se observa que en ninguna de las
comparaciones existe relacion de susceptibilidad o proteccion frente a la presencia de
alguno de los alelos D de asporina.



Alelo OR IC (95%) p valor
11 0.6 0.21-1.86 0.3699
12 0.72 0.47-1.10 0.1148
13 1.24  0.75-2.03 0.3707
14 1.18  0.64-2.18 0.5798
15 1.31 0.45-3.90 0.5803
16 0.25 0.005-2.61 0.1886
17 4.27 0.41-207.88 0.1654

Tabla 7 Asociacién de la repeticién D de asporina en pacientes con OA de mano, rodilla o
cadera.

Los alelos D12, D13 y D14 fueron los alelos méas frecuentes tanto en casos como en
controles. Es de esperar que los genotipos que contienen uno o dos de estos alelos
representen la mayor parte de los pacientes analizados. La distribucién de las frecuencias
genotipicas se muestra en las tablas 8A y 8B para casos y controles respectivamente. En
los casos los genotipos mas frecuentes fueron: D12-D13 (23.9%), D12-D14 (20,6%) y
D12-D12 (14.1%), mientras que en los controles el orden de frecuencia se observé al
genotipo D12-D12 (23,9%), D12-D13 (20,6%) y D12-D14 (14.1%).

Casos Controles
A 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 B 11 12 13 14 15 16
110 0 o 11 1
1210 0 2 13 1216 25
130 0 3 22 8 1312 1216
142 0 1 19 5 0 1411 14 6 1
1510 0 1 6 2 1 O 15| 0 2 3 2 0
16/0 0 0 O O 1 0O O 16 | O 2 0 1 1 0
1710 0 0 2 2 0 O O O 171 0 1 0 0 0 0
180 0 0 1 0 O O O O O

Tabla 8 Distribucion de los genotipos del polimorfismo de repeticién D en pacientes
con OA de mano, rodilla o cadera (A) y en controles (B)

Con relacion a los genotipos més frecuentes se evalué la posible asociacién como factor
de riesgo o proteccion para OA. En la tabla 9 se muestra la frecuencia y valoracion OR
para los genotipos D21 — D12, D12 — D13 y D12 — D14. El genotipo D12 — D12 mostré
diferencias significativas con un OR de 0.46 (IC 0.20-1.02 p — valor: 0.0384) exponiendo
una asociacion de proteccion para OA. Los otros dos genotipos evaluados no mostraron
una valoracion de riesgo significativa.
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Casos Controles
Genotipos n =92 % n=95 % OR (IC95 %) p valor
12-12 13 14,1 25 23,9 0.46 (0.20-1.02) 0.0384
12 - 13 22 23,9 21 20,6 1.11 (0.563-2.32) 0.7690
12 - 14 19 20,6 14 14,1 151 (0.66-—-3.49) 0.2888

Tabla 9 Asociacion de los genotipos mas frecuentes para la repeticion D de asporina en
pacientes con OA de mano, rodilla o cadera.

Adicionalmente, se evalud la asociacion de los tres genotipos mas frecuentes para OA
general o discriminados por tipo de OA comparando el nimero de individuos que fueron
clasificados con el grado de severidad radioldgica K/L = 4. En la tabla 10 se muestran los
valores de OR discriminados por genotipo y tipo de OA. La comparacion del genotipo
D12 — D12 en pacientes con OA de mano fue la Unica comparacion que mostrd
diferencias significativas OR 0.19 (IC 0.02 — 0.93 p-valor: 0.0198).

Genotipo
12-12 12 -13 12-14
OR P valor OR P valor OR P valor

OA General 0.46 (0.20 —1.02) 0.0384 1.11 (0.53-2.32) 0.7690 1.51 (0.66 —3.49) 0.2888
OA Mano  0.19 (0.02-0.93) 0.0198 0.37(0.06 —1.59) 0.1338 0.68 (0.06 —6.11) 0.6767
OA Rodilla 0.5 (0.08—2.44) 0.3292 0.39 (0.08 —1.41) 0.1085 0.76(0.21—2.61) 0.6217
OA Cadera -~ 0.14(0.00 —1.12) 0.0338 1.57 (0.17 —19.13) 0.6243

Tabla 10 Asociacién entre los genotipos mas frecuentes para larepeticién D de asporina en
pacientes con OA de mano, rodilla o caderay el grado de clasificacion K/L 4.



8. Discusion

La OA es una enfermedad compleja y multifactorial en donde factores genéticos y no
genéticos influencian su desarrollo. Identificar genes que se relacionan con la
susceptibilidad a esta enfermedad constituye uno de los principales frentes para el manejo
de esta enfermedad. La aplicacién de nuevas fuentes de conocimiento sobre el progreso

de la OA ofrece prometedoras perspectivas de cara al desarrollo de nuevos tratamientos
7

Los estudios en personas con sintomas articulares pueden resultar mas significativos
desde el punto de vista clinico, ya que no todas las personas con artrosis radiogréfica
presentan enfermedad clinica, y no todas las afectadas de dolor articular tienen signos
radiograficos de OA. Cada conjunto de criterios clinicos y radiograficos pueden dar lugar a
grupos ligeramente diferentes de sujetos en los que se define una OA 7.

Con el objeto de disminuir los sesgos que se pueden generar al emplear criterios de
clasificacion heterogéneos en los estudios de casos y controles para los pacientes con
OA, en este estudio se incluyeron tres pasos importantes para la seleccion de los
pacientes. La inclusiébn de los pacientes estuvo sujeta a una valoracion clinica y
radiolégica asegurando que los casos con OA presentaran un grado de severidad K/L = 2.
Adicionalmente, a cada paciente se le tomd una encuesta en la cual se consigné
informacién de variables importantes en este tipo de estudios que no puede ser extraida
por medio de la valoracidn clinica o la radiografia. Un ejemplo claro de lo informativo que
puede ser esta herramienta se observa al comparar el porcentaje de casos que reportaron
presentar un antecedente familiar para OA es 3.2 veces mayor que los pacientes del
grupo control, demostrando la influencia del componente genético en OA.

En este estudio 10 alelos de la repeticion D de asporina fueron identificados, la
distribucion alélica difiere de las descritas en estudios de referencia realizados en
poblaciones asiaticas, europeas o griega; pero se asemeja a los alelos descritos para la
poblacién mexicana en el estudio de Arrellano y colaboradores 2013 %, lo que podria
suponer una similitud genética entre poblaciones latinoamericanas; sin embargo, en el
estudio de Galvez que también fue realizado con poblacion mexicana el alelo mas
frecuente tanto para casos como para controles fue el D14 lo que pone de manifiesto la
heterogeneidad en los estudios del polimorfismo D de asporina. Como nuevo reporte se
encontro el alelo D8 el cual no habia sido descrito en estudios previos.

Con relacion a las asociaciones entre las variantes alélicas D de asporina y la
susceptibilidad de riesgo o de proteccién a OA, la asociacién de riesgo inicial reportada
por Kizawa 2004 para el alelo D14 con OA de rodilla en poblaciones asiaticas (OR: 2.49 p
—valor: 0.0013), fue replicada para la poblacion Han en el estudio de casos y controles de
Jiang 2006 (OR: 1.66 p — valor: 0.018), pero difiere de las asociaciones encontradas para
la poblacién caucésica en donde el alelo D14 mostré una asociacion marginal en hombres
y OA de cadera “¢. En contraste con los hallazgos de susceptibilidad en las poblaciones
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asiaticas, en el estudio de casos y controles realizado con pacientes griegos que habian
sufrido remplazo de cadera se describié que el alelo D13 disminuia el riesgo a OA de
rodilla (OR: 0.62 p — valor: 0.002) pero el alelo D14 no aumenta el riesgo (OR: 1.1 p —
valor: 0.65); sin embargo, en este mismo estudio se reporté asociacion con el alelo D15
(OR: 1.54 p — valor: 0.4) “6. Finalmente Arrellano reporté para poblacién mexicana una
asociacion diferente a las anteriormente descritas en donde los alelos D16 en mujeres y
D17 en hombres muestran un riesgo hacia OA de rodilla y el alelo D12 como factor
protector 42,

Debido a la amplia heterogeneidad en los estudios de asociacion de asporina con OA,
Nakamura *4, Xing *°, Song * y colaboradores realizaron meta-analisis recopilando los
diferentes estudios de asociacion concluyendo que la repeticion D de asporina esta
globalmente asociada con OA de rodilla, pero su efecto tiene diferencias étnicas: fuerte en
asiaticos y débil en europeos. La heterogeneidad de los efectos genéticos entre asiaticos
y europeos corrobora la existencia de una interaccién gen-gen o gen-medio ambiente >4,

Los resultados obtenidos en la poblacion colombiana difieren de los hallazgos descritos
en estudios precedentes. Al realizar la evaluacion de riesgo con cada uno de los alelos
presentes en la poblacion colombiana no se encontré susceptibilidad de riesgo a
desarrollar OA con ninguno de los alelos, pero al realizar la comparacion de los genotipos
mas frecuentes en casos AO y controles se encontré que el genotipo D12 — D12 podria
tomarse como un factor protector ya que obtuvo un OR de 0.46 (p — valor: 0.038) de no
ser porque el intervalo superior de confianza sobrepasa el limite para que la asociacion
descrita sea estadisticamente significativa. Sin embargo, al realizar la comparacion de los
genotipos discriminando entre los diferentes tipos de OA, se obtiene una asociacién
significativa entre el genotipo D12 — D12 y OA de mano (OR: 0.19 p — valor: 0.0198),
probablemente al realizar la comparacion agrupando los diferentes tipos de OA no es
posible detectar la asociacién de proteccion, y al separarlos desenmascara la asociacion
entre el genotipo homocigoto D12 y OA de mano.

Llama la atencién cémo la heterogeneidad de los alelos asociados como factores de
riesgo o proteccion difiere entre todas las poblaciones reportadas hasta la fecha. Si bien
en este estudio de casos y controles para poblacién colombiana no se encontr6 una
asociacion directa entre el polimorfismo de repeticion D de asporina y la OA general o en
los tres tipos de OA, gracias a los estudios previos en las diferentes poblaciones, es claro
que la accion inhibitoria que ejerce asporina sobre TGF- b, media la progresion de la OA
sin depender del nimero de repeticiones D presentes en asporina. Esta interaccion se
demostré en el estudio de Kuo y colaboradores *® en el que evaluaron péptidos parciales
de la region central de asporina que contenian dominios de LRR y la region del
polimorfismo D, en la busqueda de la regidon que interactia directamente con el factor de
crecimiento y conlleva a la inhibicién de la condrogénesis, favoreciendo la progresion de
OA. En dicho estudio encontraron que el péptido parcial P33-363 que contiene la regién
rica en acido aspartico no modula la interaccién con TGF-B1; mientras que el péptido
P159-205 que contiene LRR4-5 es el mediador primario en la union con TGF-1, en la



decorina P155-260 que incluye LRR4-8 es el que media la misma interaccion, mostrando
que las regiones primarias de uniéon a TGF- 31 de asporina y decorina son consistentes.

Por otra parte, cuando se analizan los resultados obtenidos en el estudio de asociacion de
los polimorfismos de repeticion D de asporina con la displasia del desarrollo de cadera * y
la asociacién de los mismos polimorfismos con artritis reumatoide en el estudio de Torres
5 se evidencia que la susceptibilidad de asporina no se limita a la OA. En el primer
estudio el alelo D14 es reportado como un factor de riesgo a OA y el alelo D13 como
como protector; mientras que en el segundo no se obtuvo una asociacién significativa
pero sugieren que la asociacién de asporina no puede descartarse por completo puesto
que los pacientes con artritis reumatoide que portaban el polimorfismo D14 producian con
mas frecuencia el factor reumatoide y tenian un inicio mas temprano de la enfermedad.
Aunque la repeticién podria no ser la mayor influencia en las enfermedades, es evidente
que asporina ejerce un papel modulador que influencia el desarrollo de las enfermedades
mencionadas.

Estudios en donde se evallia el efecto de asporina en el desarrollo de cancer gastrico *° y
de seno % demuestran la importancia de la interaccién entre asporina 'y TGF — B. En el
primer caso, altos niveles de asporina son expresados en fibroblastos asociados a cancer,
lo que conlleva a procesos de invasion y proliferacion de las células cancerosas. En
contraste, para el caso de cancer de seno, asporina actla como un supresor de tumor al
inhibir a TGF — B.

Con el incremento de estudios en donde se evalla la importancia de asporina en la
regulacion de diferentes enfermedades, es necesario resaltar que dichos estudios
adicional al analisis de frecuencias de los polimorfismos, hacen falta estudios que evalien
el potencial real de la asporina, que permitan describir las funciones de regulaciéon no sélo
en la patogénesis, sino también en los diferentes procesos de sefalizacién que conllevan
a patologias muy diferentes, pero que la localiza a diferencia de los otros miembros de
proteoglicanos como una molécula reguladora y clave en modulacion de procesos
fisiol6gicos vitales.
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9. Conclusiones

La artrosis es una enfermedad metabdélicamente muy activa en la cual la suma de muchas
factores que influyen en su desarrollo y progresividad. Gran parte de su patogenia
depende del componente genético por lo que el incremento de estudios en genes
asociados con esta enfermedad permite aclarar los mecanismos y factores que la
influencian.

El alelo de polimorfismo de repeticion D de asporina mas frecuente en la poblacion
colombiana analizada corresponde al alelo D12. A pesar de ser el mas frecuente no se
encontraron asociaciones significativas con factor de riesgo o de proteccion para OA
general o para OA de mano, rodilla o cadera.

La distribucion de los alelos D para la poblacién colombiana difiere de las reportas para
las poblaciones caucasicas, asiaticas, griegas y mexicanas; poniendo de manifiesto la
heterogeneidad de los estudios en OA.

Aunque en el presente trabajo no se encontré asociacion de susceptibilidad del
polimorfismo D de asporina y OA, el desarrollo de estas investigaciones permite
direccionar nuevas investigaciones en el estudio de OA.
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ANEXO 1

ESTUDIO DE ASOCION ENTRE LOS POLIMORFISMOS DE REPETICON DE ACIDO ASPARTICO
DEL GEN ASPN Y LA OSTEOARTRITIS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Apreciado paciente:

En esta institucion se adelanta un estudio para conocer si el nimero de repeticiones de acido
aspartico presentes en el gen de la asporina se asocia con la osteoartritis, puesto que, estudios
en poblaciones asiaticas han demostrado una asociacion entre estos dos factores. Por esta
razén queremos solicitar su participacion en el estudio. Su participacién es completamente
voluntaria; Ud. puede decidir no participar o retirarse del estudio en cualquier momento sin que
esto afecte sus controles y atencién prestada por la institucion. En este caso recibira el
tratamiento usual y se le haran los examenes de laboratorio que usualmente se realizan a los
pacientes con esta enfermedad. Durante el estudio podra plantear preguntas adicionales para
aclarar las dudas. Ademas, las muestras obtenidas en el estudio podrian ser empleadas a
futuro en estudios similares aprobados por el comité de ética de la institucion.

Si decide participar, debera tomarse, ademés de los exadmenes rutinarios que forman parte del
proceso de atencion a la osteoartritis, una muestra de sangre adicional, en la que se tomaran
15 mL. Las radiografias, que forman parte del diagnéstico y seguimiento de la osteoartritis, se le
practicaran independientemente de que participe o no en el estudio. Las molestias que Usted
puede experimentar son pocas. Algunos pacientes pueden presentar irritacion, alergia, dolor o
formacion de hematomas en el sitio de toma de sangre.

Si Ud. acepta participar, el examen de sangre del estudio no tendra ningin costo. Usted y su
médico tratante podran conocer sus resultados de los exdmenes y tener una explicacion sobre
los mismos con los especialistas en reumatologia que forman parte del grupo investigador.
Algunos de estos examenes son muy importantes para saber sobre su enfermedad, osteoatritis.
No se ofrecerd ninguna compensacién monetaria. La informacion recolectada se utilizara
exclusivamente para los propdsitos del estudio y sera mantenida en forma confidencial. Los
resultados se publicardn en revistas cientificas como datos agrupados y no individuales. En
estas publicaciones no se incluyen los nombres de los pacientes.

Al firmar este consentimiento reconoce que ha entendido las condiciones y objetivos del
estudio, esta satisfecho con la informacion brindada por el médico tratante quien lo ha hecho en
un lenguaje claro y sencillo, se le dio la oportunidad de resolver las dudas y comprende el
alcance, beneficios y riesgos que conlleva su participacion.
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Si durante este estudio tiene alguna duda sobre el tipo de investigacion que se realiza o ve
vulnerado sus derechos, debe comunicarse con el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd, al nUmero 3165000 Ext. 15049

El coordinador del estudio en esta institucion es la (eh Dra.

(Dr.): con quien Ud. se puede poner en

contacto en el teléfono:

Nombre:

Firma:

Cédula:

Ciudad y fecha

Testigo:

Cedula:

Firma Investigador:

Numero registro médico:




ANEXO 2

Encuesta
Universidad Nacional de Colombia

Facultad de Medicina-Departamento de Medicina Interna

Unidad de Reumatologia

Consecutivo: | N° historial: | Fecha:

Institucion:

Nombre:

Motivo de la consulta:

C.C. Teléfono:

Género: ‘ | ‘ v ] ‘ Edad:

Direccion: Ciudad:

Lugar de nacimiento:

Lugar de nacimiento madre:

Lugar de nacimiento padre:

Estado civil:  Soltero (J Casado (J Divorciado: (J Viudo: O3 Unién libre: O3

¢ Considera usted que pertenece a alguna etnia poblacional? Si (3 No (J éCual?

Indigena __ Mestizo __ Afrodescendiente

Ocupacién laboral actual: Desde:

Ultima ocupacién laboral: Duracion:

¢éPractica o practicé algun deporte de alto impacto? (futbol, taekwondo, boxeo, atletismo, salto)?

Un

si0 NoO  écual? Intensidad horaria semanal:
éDurante cuanto tiempo?
Menopausia (ausencia de menstruacién por 12 meses consecutivos) sidd No OJ
Anamnesis
Antecedentes
Patoldgicos SiJ No[J | cCudles?
Quirurgicos SiJ No[J | cCudles?
Alérgicos SiCJ No[J | cCudles?
Tabaquismo sifJ NolJ | N°Cigarros al dia
Farmacoldgicos | si(C) No[J | éCudles?
Acetaminofen Naproxen Ibruprofen ‘ Diclofenaco ‘ Piroxicam Meloxicam
Glucosamina Vitamina D Condroitin ‘ Tramadol ‘ Otros:
Familiares SifJ NolJ | éCudles?
Traumaticos SifJ NolJ | iCudles?
Accidentes previos con dafio en: Rodilla O Cadera O Manos OJ Columna O
Otro ¢Cual?
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ANTROPOMETRIA
Altura en metros \ Peso (Kg) \ IMC
MANOS
Derecha Izquierda ‘ Bilateral ‘ Fecha de Inicio de sintomas (meses)
Rigidez Matinal silJ No[J | Duracién rigidez en minutos
Dolor articular sitd) No(J
Dolor en IFD sifd NoJ
Dolor en IFP sifd nNoJ
Dolor en 1a carpo metacarpiana sild No[J
Nédulos de Heberden sild No[J
Nédulos de Bouchard sild No[J
Radiografia de mano derecha KLO KL1 KL 2 KL 3 KL 4
Radiografia de mano izquierda KLO KL1 KL 2 KL 3 KL 4
Observaciones
RODILLAS
Derecha Izquierda \ Bilateral \ Fecha de Inicio de sintomas (meses)
Rigidez Matinal siC3) No[J | Duracién rigidez en minutos
Dolor articular al movimiento sitd) No(J
Crepitos siCd) No(J
Radiografia de rodilla derecha | KLO | KL 1 | KL 2 | KL 3 | KL 4
Inestabilidad articular rodilla derecha  si(]J NoD‘Colateral medio  si(J NoD‘ColateraI lat  siCJ No(J
Cruzado ant sifCJ NoD‘cruzado post siCd no3J
Radiografia de rodilla izquierda KL O KL 1 KL 2 KL 3 KL 4
Inestabilidad articular rodilla izquierda si(} NoD‘Colateral medio  si(J NoD‘ColateraI lat  siCJ No(J
‘Cruzado ant siCJ) NoD‘cruzado post siCJ Nno(J
Observaciones
CADERA
Derecha Izquierda \ Bilateral \ Fecha de Inicio de sintomas (meses)
Dolor de cadera sild No(J
Estrechamiento espacio articular sil3 No[d
Osteofitos acetabulares o femorales sil3 No[d
Radiografia de cadera derecha KL O KL1 KL 2 KL 3 KL 4
Radiografia de cadera izquierda KL O KL1 KL 2 KL 3 KL 4

Observaciones




EXAMENES DE LABORATORIO

Cuadro hematico HB Hcto Plaguetas Leucos
Neutros Linfos

PCR VSG FACTOR REMAUTOIDE

BUN CREATININA

ANTECEDENTES FAMILIARES OA

ANTECEDENTES FAMILIARES

Parentesco Articulacion Hipertension arterial sid0 NoO
Cardiopatia sidd nod
Diabetes mellitus 2 sid NoO
Obesidad sid0 NoO
Hipercolesterolemia sid0 NoO
Cancer sid0 NoO
Otra

GENEALOGIA |

O Mujer ' [] Hombre |

OBSERVACIONES




