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Polimorfismo del D repetido en gen ASPN en osteoartritis de rodilla
en mujeres de Torreon, Coahuila. Estudio de casos y controles
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Garcia-Salcedo JJ,***** Luna-Ceniceros DA*# %%
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RESUMEN. Antecedentes: La osteoartritis de
rodilla (OA) es uno de los trastornos articulares
mas comunes e incapacitantes del sistema muscu-
loesquelético, que afecta a cualquier grupo étnico y
ocasiona grados variables de discapacidad. Diver-
sos factores de riesgo se han relacionado con el de-
sarrollo y progresion de la enfermedad como son:
la edad, factores genéticos, factores ocupacionales,
traumatismos, menopausia, diabetes mellitus, obe-
sidad, género, entre otros mas. La distincion de
estos factores en forma individual o conjunta es
importante con el fin de prevenir o diagnosticar
y tratar en forma temprana la enfermedad. Méto-
dos: Se llevo a cabo un estudio de casos y controles
en 260 mujeres de Torreon, Coahuila, analizan-
do la asociacion entre la osteoartritis primaria de
rodilla y el polimorfismo del repetido D del gen
ASPN (asporina). Se incluyeron 130 mujeres con
osteoartritis de rodilla y 130 mujeres controles sa-
nos. Resultados: En este estudio, la menopausia y
la variante alélica D16 se asociaron como factores
de riesgo significativos para el desarrollo de os-
teoartritis de rodilla (p = 0.002, OR 2.656, IC 95 %
1.412-4.998; p = 0.026, OR 2.418, IC 95% 1.111-

Nivel de evidencia: IIT

ABSTRACT. Background: Knee osteoarthritis
(OA) is one of the most common and disabling dis-
orders of the musculoskeletal system. It may affect
any ethnic group and causes variable degrees of dis-
ability. Various risk factors have been associated
with the development and progression of this condi-
tion, such as: age, genetic and occupational factors,
trauma, menopause, diabetes mellitus, obesity, and
gender, among others. Distinguishing these factors,
whether individually or altogether, is important to
prevent or diagnose and treat the disease early on.
Methods: A case-control study was conducted in 260
females in Torreon, Coahuila, to analyze the rela-
tionship between primary knee osteoarthritis and the
D-repeat polymorphism in the ASPN gene (asporin).
130 females with knee osteoarthritis and 130 healthy
female controls were included. Results: In this study,
menopause and the D16 allele variant were found to
be significant risk factors for knee osteoarthritis (p =
0.002, OR 2.656, CI 95% 1.412-4.998; p = 0.026, OR
2.418, CI 95% 1.111-5.263, respectively). The D12
variant was found to be a significant protective allele.
Conclusions: As far as we know, this is the first case-
control study in Mexican women that suggests that
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5.263, respectivamente). La variable D12 mostro
significancia como alelo de proteccion. Conclusio-
nes: Hasta nuestro conocimiento, este es el primer
estudio de casos y controles en mujeres mexicanas
en el que se sugiere a la menopausia y el polimor-
fismo del repetido D del gen ASPN asociados a la
OA de rodilla.

Palabras clave: osteoartritis, rodilla, factores de
riesgo, polimorfismo genético, mujeres.

Introduccion

La osteoartritis (OA) de rodilla es una enfermedad cré-
nico-degenerativa incapacitante que ocurre como resultado
de la interaccién entre multiples factores de riesgo. Comun-
mente la edad, sexo, predisposicion genética, obesidad,
trauma, factores hormonales y ocupacionales son considera-
dos importantes en la patogenia de la enfermedad.'

Esta enfermedad se caracteriza por areas de pérdida focal
del cartilago, estrechamiento del espacio articular, forma-
cién de osteofitos y esclerosis subcondral. Es muy comun
en el paciente anciano y es una causa mayor de dolor y de
discapacidad fisica, ocasionando severas limitaciones fun-
cionales, afeccion de la calidad de vida y dependencia.

De las enfermedades reumaticas, la OA de rodilla es una
de las mds frecuentes en el mundo. Algunos estudios han
mostrado una prevalencia de 7.5 a 13.6% en paises asidti-
cos.’ En México, la Encuesta Nacional de Salud (ENSA 1II)
de 1998 la ubica como la segunda causa de morbilidad con
14% en personas mayores de 60 afios de edad.* En otro es-
tudio realizado por Cardiel y colaboradores, la prevalencia
de la enfermedad en poblacién mexicana fue estimada entre
2.3 a 11%.5 Recientemente, se publicaron los resultados de
la reunién multidisciplinaria de expertos en diagndstico y
tratamiento de la osteoartritis, en la que se establecié una
prevalencia de OA de rodilla de 23.9% sin especificar el gé-
nero (IC 95% 23.6 a 24.2).°

Diferentes estudios han mostrado que los factores de
riesgo mas cominmente asociados en el desarrollo de os-
teoartritis de rodilla son la obesidad (42.4%), la menopausia
(66.7%), la historia familiar de OA (43.2%) y las lesiones
previas en la rodilla (19.5%). Sin embargo, un efecto ge-
nético significativo ha sido reportado en muchos estudios,
favoreciendo no sélo el inicio, sino la progresién de la en-
fermedad.”®?

Recientemente, Kizawa y colaboradores® reportaron una
asociacion entre la OA de rodilla y cadera y el gen que co-
difica para asporina (gen ASPN). Resultados similares han
sido observados en otras poblaciones asidticas.!” En otros
dos estudios,'"!? este polimorfismo ha sido asociado con
la OA de rodilla en poblacién griega y del Reino Unido,
con los alelos D15 y D14 actuando como factores de riesgo
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menopause and the D-repeat polymorphism in the
ASPN gene are associated with knee OA.

Key words: osteoarthrosis, knee, risk factor, poly-
morphism genetic, women.

para la enfermedad. No obstante, esta asociacion no ha sido
replicada en otros estudios, sugiriendo que las diferencias
étnicas pueden jugar un papel crucial. Esto enfatiza la nece-
sidad de llevar a cabo mds estudios para detectar reales aso-
ciaciones entre el polimorfismo ASPN y la OA de rodilla."

La asporina es una proteina de la matriz extracelular
del cartilago que se caracteriza por tener residuos de acido
aspartico en la regiéon N-terminal en cantidad de 8 a 19."* El
gen que codifica para esta proteina se encuentra en el cro-
mosoma 9 q31.1-32. Este gen posee tripletes de repeticion
dentro del ex6n 2, los que codifican para el polimorfismo
de repetidos de 4cido aspdrtico (polimorfismo D). El me-
canismo involucra a TGF-B1, el factor de crecimiento res-
ponsable de la formacién de diversos tejidos entre los que
se encuentra el cartilago articular. Esta citocina regula la di-
ferenciacién celular, la proliferacién, apoptosis y migracién
celular en los tejidos musculoesqueléticos. Se ha propuesto
que el mecanismo de accion de asporina es a través de la
uni6én con TGF-PB1, impidiendo la interaccién de ésta con su
receptor e inhibiendo la expresién de los genes que codifi-
can para los componentes de la matriz extracelular, coldge-
no y agrecano (Agc-1y Col2al).!51¢

Por lo anteriormente descrito y la falta de estudios en
nuestra poblacién al respecto, exploramos el efecto del
polimorfismo del gen ASPN en pacientes mujeres con OA
primaria de rodilla en una poblacién del norte de México.
Consideramos la poblacién femenina debido a que el ratio
mujeres-hombres para la OA en poblacién mexicana se ha
reportado como 2:1."7

El objetivo del presente estudio fue analizar la asociacién
entre los polimorfismos del repetido D del gen ASPN y una
poblacién de mujeres mexicanas con OA primaria de rodilla
y controles sanos.

Material y métodos

Entre Febrero de 2010 y Febrero de 2012, se realizé un
estudio de casos y controles no pareado con 260 participantes
mujeres (130 casos y 130 controles). Todas las participantes
eran mexicanas mestizas, originarias y residentes de la ciudad
de Torre6n, Coahuila, México. Los casos y controles fueron
evaluados clinica y radiogrificamente por un ortopedista.
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El grupo de OA primaria de rodilla consisti6 de 130 par-
ticipantes mujeres quienes fueron diagnosticadas de acuer-
do con los criterios del Colegio Americano de Reumatolo-
gia' y con base en los criterios radiograficos de Kellgren y
Lawrence."

Las radiografias fueron tomadas con soporte de peso en
proyecciones antero-posterior y lateral en flexién a 30°. To-
dos los casos fueron seleccionados en forma no probabilisti-
cay consecutiva de dos instituciones médicas: Hospital del
Magisterio y del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
para los Trabajadores del Estado, ambos localizados en To-
rre6n, Coahuila, México, en las que reciben asistencia en
forma regular. Los criterios de inclusién fueron los siguien-
tes: 1) 40 afios de edad o mayores, 2) nacidos y residentes
de Torreén, Coahuila, 3) ambos sexos, 4) diagnosticados
por primera vez con OA de rodilla y 5) firma de consenti-
miento informado de manera voluntaria.

Las pacientes con artritis reumatoide, artritis asocia-
das con enfermedades autoinmunes, infecciosas, pos-
traumatica, metabdlicas, mala alineacidon, enfermedades
congénitas o displasias esqueléticas fueron excluidas.
Ninguno de los sujetos clasificados como casos habia re-
cibido tratamiento.

Por otra parte, los controles sanos (n = 130), originarios
y residentes de la misma ciudad, fueron seleccionados en
forma aleatoria, el dia en que se seleccionaba un caso, no
tenian lazos familiares con las pacientes y en el momento de
la seleccidn asistian en forma regular a las mismas institu-
ciones médicas que los casos por enfermedades no reumati-
cas ni ortopédicas.

De acuerdo con los criterios de K-L, los sujetos fueron
definidos como osteoartritis de rodilla para los grados 2-4 y
sin OA de rodilla los grados 0-1.

Otros parametros clinicos que pudieran confundir los re-
sultados y que han sido reportados como factores de ries-
go para la enfermedad tales como edad, género, indice de
masa corporal > 30 (IMC) de acuerdo con los criterios de
la OMS, menopausia, diabetes mellitus, tabaquismo, terapia
estrogénica, historia familiar de OA en rodilla se incluyeron
en el andlisis estadistico.?*?! La asignacion de los valores de

cada alelo fueron asignados por un investigador que desco-
nocia el estado de caso y control.

Se tomaron muestras de sangre periférica de todos los
participantes y recolectadas en tubos EDTA. La metodolo-
gia para la extraccion del DNA vy la determinacién de los
repetidos D del polimorfismo del gen ASPN se realizaron
de acuerdo con lo descrito en la bibliografia.*

La técnica de PCR fue utilizada para genotipificar el
repetido D con forward primer marcado Cy5 5’-TCCTA-
GACTGGTCTTCTACACT-3’ y primer reverse 5’-TCT-
GAGCAATGTACAACTCGTG-3’.%

El tamafio de los alelos marcados con fluorescencia fue
determinado por andlisis en geles de poliacrilamida (PAGE)
a 8% empleando el software secuenciador ALF express
(Amersham-Pharmacia Biotech).

Este estudio fue realizado siguiendo los acuerdos aprobados
por la Declaracién de Helsinki y aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténo-
ma de Coahuila. Todas las personas que participaron volunta-
riamente en el estudio firmaron el consentimiento informado,
previa explicacién detallada del mismo, estando de acuerdo en
que los resultados fueran publicados en revistas cientificas.

De acuerdo con una proporcién esperada de 0.25 y 0.10
en casos y controles respectivamente y tomando como refe-
rencia el alelo mayor de riesgo descrito previamente® (D14),
con un nivel de significancia de 0.05, obtenemos un tamafio
muestral de 124 personas por grupo. Decidimos incluir en
cada grupo 130 para obtener un poder estadistico de 0.894.

El financiamiento para la realizacién de este estudio fue
a partir del PIFI (Programa Integral de Fortalecimiento Ins-
titucional). Esta fuente no desempefié ningtin papel en los
resultados de la investigacion.

Se desarrollaron los descriptivos de todas las variables a
fin de conocer el comportamiento de su distribucién. Para
variables cualitativas se describieron en frecuencia absolu-
ta (N) y frecuencia relativa (%). Para variables cuantitati-
vas se describieron con medidas de tendencia central (X) y
dispersion (S). Para el andlisis de asociacidn se realizaron
puntos de corte en las variables continuas con el fin de ca-
tegorizar y dicotomizar. Asi, para la variable edad se eligié

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes con OA de rodilla y controles sanos.

OA rodilla
n=130

Controles
n=130

Edad (< 60; > 60 afios)*
Indice de Masa
Corporal (< 30; > 30)

53.83 (= 12.56)

28.39 (+5.24) 28.44 (+4.09)

Diabetes mellitus* 31 (23.8%) 50 (38.5%)
Tabaquismo* 24 (18.5%) 12 (9.2%)
Menopausia*® 65 (50%) 99 (76.2%)
Uso de estrégenos 13 (10.1%) 11 (8.3%)
Historia familiar 10 (7.7%) 7 (5.4%)

Para las variables categéricas se describen frecuencias y porcentajes.
Para las variables continuas se describen el promedio y desviacion estandar (£).
* p < 0.05, para determinar la significancia se empleé la prueba de 2.
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59.05 ( 14.25)
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p OR IC 95%
0.006 2.132 1.231-3.693
0.341 0.731 0.384-1.395
0.011 1.996 1.168-3.412
0.031 0.449 0.214-0.942
0.000 3.194 1.880-5.426
0.626 0.811 0.349-1.883
1.000 1.000 0.235-1.724
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como punto de corte a < 60 afios y para el IMC fue un in-
dice < 30, de acuerdo con la clasificacién de obesidad por
la OMS. La comparacién del grupo de casos con el grupo
de controles se llevé a cabo a partir de la categorizacion y
dicotomizacién de las variables numéricas y categéricas po-
litémicas. Se empled la prueba y* de Pearson en tablas 2 x 2,
estableciendo un nivel de significancia de p < 0.05. Para la
cuantificacién del riesgo se utilizé la medida de asociacion
odds ratio (OR) con sus respectivos intervalos de confianza
a 95%; posteriormente un modelo regresion logistica bina-
ria fue empleado para probar la influencia de otras cova-
riables ademads de los alelos que resultaron significativos.
Las covariables fueron: edad, sexo, IMC, estado de la me-
nopausia, empleo de terapia hormonal estrogénica, diabetes
mellitus, tabaquismo y antecedente heredofamiliar. Para el
ajuste se emplearon las covariables estadisticamente signifi-
cativas y que han sido consideradas como factores de riesgo
o de proteccién.

Resultados

En este estudio se incluyeron un total de 260 participantes:
130 con osteoartritis primaria de rodilla y 130 controles sanos.

Las caracteristicas clinicas de las participantes se descri-
ben en la tabla 1. En esta tabla se observan aquellas variables
no alélicas que muestran significancia estadistica como fac-
tores de riesgo o proteccion en esta muestra de la poblacién.
Es notable que la variable tabaquismo se manifiesta como

factor de proteccién. Para el anélisis del polimorfismo sé6lo
fueron considerados los alelos D12, D13, D14, D15, D16 y
D17. Los alelos D8, 11 y D18 no se incluyeron dado que sus
frecuencias eran menores. En nuestra muestra, el alelo D13
fue el mds comun con una frecuencia en casos y controles
de 65.4%; las frecuencias alélicas se describen en la rabla 2.

Los odds ratio para cada alelo, sin ajuste, son presenta-
dos en la tabla 3. En ésta puede observarse que el alelo D16
se muestra significativo como factor de riesgo, mientras que
el alelo D12 se muestra como factor de proteccion.

Se llevé a cabo un andlisis de regresion logistica binaria
en la que se incluyen para el ajuste las variables que en el
andlisis bivariado resultaron con significancia estadistica y
aquellas que, aun sin resultar estadisticamente significati-
vas, han sido consideradas como factores de riesgo para la
enfermedad. De esta manera podemos observar que la me-
nopausia y la variable alélica D16 se muestran como fac-
tores de riesgo. La variable D12 se mostré como factor de
proteccién, por lo que en un andlisis separado de regresion
logistica, fue ajustada por tabaquismo y empleo de terapia
estrogénica (dado que ambos se mostraron con tendencia a
ser factores de proteccion). El andlisis de regresion se mues-
tra en la tabla 4.

Discusion

En este estudio epidemiol6gico, que cont6 con 260 parti-
cipantes, reportamos en una poblacién del norte de México

Tabla 2. Frecuencias alélicas de los repetidos D del polimorfismo del gen APN en mujeres mexicanas.

Alelo D8 D11 D12

OA rodilla Cuenta 0 0 6
n (130)

Frecuencia 0 0 4.6

(%)

Controles Cuenta 2 1 15
n (130)

Frecuencia 1.5 0.8 11.5

(%)
Tabla 3. Odds ratio sin ajuste para cada alelo.

Alelo p OR 1IC 95%
D8 0.156 0.496 0.439-0.561
DI1 0.316 0.498 0.441-0.563
D12* 0.041 0.371 0.139-0.989
D13 1.000 1.000 0.600-1.667
D14 0.799 0.937 0.568-1.545
D15 0.681 1.119 0.654-1.914
DI16* 0.031 2.226 1.061-4.671
D17 0.393 1.639 0.522-5.151
DI8 0.561 0.496 0.044-5.540

* p < 0.05 (fue usada la prueba de %2 para determinar la significancia).
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D13 D14 D15 D16 D17 D18
85 49 39 24 8 1
65.4 37.7 30 18.5 6.2 0.8
85 51 36 12 5 2
65.4 39.2 27.7 9.2 3.8 1.5
Tabla 4. Analisis de regresion logistica binaria.
Variables p OR 1C 95%
Edad 0.457 1.289 0.660-2.514
Menopausia* 0.002 2.656 1.412-4.998
MC 0.203 1.450 0.818-2.570
Diabetes 0.485 1.246 0.672-2.311
Alelo D16* 0.026 2.418 1.111-5.263
Antecedente hereditario 0.555 1.847 0.241-14.171
Alelo D12#%* 0.011 0.285 0.109-0.749
Tabaquismo 0.057 0.586 0.338-1.016
Terapia estrogenos 0.541 0.763 0.321-1.813
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* Ajustado por edad, menopausia, diabetes, IMC, antecedente hereditario.
*# Ajustado por terapia con estrégenos y tabaquismo.
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la asociacién del polimorfismo del repetido D del gen ASPN
y la OA primaria de rodilla en mujeres. En las mujeres, a
partir de los 45 afios, la prevalencia de OA sintomatica de
rodilla es de 18.7%.'"*

La OA es una enfermedad compleja, multifactorial, en
la que factores genéticos y no genéticos influyen en el de-
sarrollo y progresion de la enfermedad. Actualmente se han
incrementado los esfuerzos por identificar genes que codifi-
quen para incrementar la susceptibilidad a la OA.

En este estudio, identificamos nueve alelos que contie-
nen de 8 a 18 repetidos D, en contraste con lo reportado por
el estudio japonés (10 a 19 repetidos) de Kizawa y colabo-
radores,’ en el cual reportaron una asociacion entre OA de
rodilla y cadera y el alelo D14 (p = 0.0013, odds ratio [OR]
= 2.49). La asociacién fue replicada en un estudio separado
de casos y controles para OA de rodilla (p = 0.018, OR =
1.66) en la misma poblacion. Mustafa y colaboradores,'? en
un estudio en poblacién del Reino Unido sélo encontraron
una asociacién marginal en varones con OA de cadera y el
alelo D14 OA (p =0.025, OR = 1.41). Un estudio de casos y
controles en poblacidn griega'! en el que se incluyen pacien-
tes postoperados de reemplazo articular de rodilla, mostré al
alelo D13 asociado con disminucién en el riesgo de sufrir
OA de rodilla (p = 0.002, OR = 0.62), pero el alelo D14 no
increment? el riesgo (p = 0.65, OR = 1.1). Sin embargo,
encontraron una asociacion significativa con el alelo D15 (p
=0.018, OR 1.54). Otro estudio en la poblacién de la etnia
han de China se detectd una asociacion significativa entre el
alelo D14 y la OA de rodilla (p = 0.0013, OR = 2.04), aun-
que la asociacion del alelo D13 como factor de proteccion
no fue replicada (p = 0.4, OR = 1.11).1°

Los hallazgos en poblacién mexicana difieren de lo des-
crito en la literatura. En este estudio, dos alelos fueron aso-
ciados con la OA primaria de rodilla en mujeres: el alelo
D16 como factor de riesgo y el alelo D12 como factor de
proteccién. El andlisis de regresién logistica, ajustado por
covariables como edad, menopausia, IMC, diabetes, el ante-
cedente hereditario, tabaquismo y terapia estrogénica mos-
tré la significancia de estos alelos, que fue descrita en el
analisis no ajustado. Ademas, el estado de menopausia tam-
bién se asocié como factor de riesgo, lo que resalta la im-
portancia de considerarla en este tipo de estudios de asocia-
cion. Por otra parte, el alelo D12 conservo la significancia
como factor de proteccion posterior al ajuste en el andlisis
de regresion con la terapia estrogénica y el tabaquismo. Las
variables como edad, IMC y diabetes mellitus, aun y cuando
en el andlisis de regresién no mostraron significancia esta-
distica, su valor como factores de riesgo ya descritos para la
OA, no estan en duda.

Adn no se ha determinado si las propiedades funcionales
de los alelos D16 y D12 son semejantes a las descritas para
D13 y D14.° Es importante determinar si el tamario del re-
petido D influye en la actividad cualitativa de asporina.

Posiblemente un incremento y disminucién en el nimero
de repetidos D modifica el riesgo de desarrollar la enferme-
dad, quiza alterando la capacidad de asporina para unirse a
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TGF-B. La discrepancia de resultados puede ser debido a
diferencias étnicas y genéticas tal y como ha sido reportado
en un meta-andlisis de asociacién por Nakamura y colabo-
radores."?

Por otra parte, las fuentes potenciales de sesgo en este
trabajo son los siguientes: los pacientes fueron selecciona-
dos de centros hospitalarios que atienden los problemas de-
generativos articulares y éstos pueden sélo representar los
casos mas severos de OA en rodilla que buscan tratamiento
definitivo a su enfermedad. Otra fuente de sesgo podria ser
el de memoria, en lo que respecta al antecedente heredofa-
miliar, aunque si bien es cierto que se aplicaron cuestiona-
rios para tratar de controlar lo anterior. El tamafio muestral
también puede ser limitacidn de este estudio pero a través
de los criterios estrictos de inclusién de pacientes que por
primera vez eran diagnosticados con OA de rodilla se inten-
ta superar lo anterior.

Finalmente, consideramos necesario replicar estas aso-
ciaciones en estudios independientes y muestras mas gran-
des en diferentes grupos étnicos del pafs, para confirmar el
papel que los polimorfismos del repetido D del gen ASPN
tienen como factores de riesgo y proteccién para OA de ro-
dilla en poblacién mexicana.
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