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Resumen y Abstract Xl

Resumen

La osteoartritis es la forma mas comun de artritis, compromete principalmente la
articulacion de la rodilla, mano y cadera, llevando a pérdida de la funcion articular,
discapacidad y con un gran impacto econémico. Se han identificado multiples factores
de riesgo intrinsecos y biomecanicos, actualmente es clara la asociacion genética en la
etiologia de la enfermedad.

Se han estudiado diferentes genes, el gen de la Asporina (ASPN) es uno de los mas
imporantes, codifica para una glicoproteina de la matriz extracelular y su presencia se
encuentra sobreexpresada en la degeneracién del cartilago. Se tienen identificados
diferentes polimorfismos asociados con la presentacion de la enfermedad, los mas
importantes segun los resultados de los estudios previos son el D13y D14.

Se realizara un estudio de casos y controles en un grupo de pacientes colombianos, para
identificar la asociacién de los polimorfismos D13 y D14 con la expresion clinica y
severidad radiolégica de la enfermedad.

Se realizara analisis genético para determinar la presencia de los polimorfismos D13 -
D14 y su asociacién con la expresion de la enfermedad. Se indentificaran los
polimorfismos del gen de la asporina en una poblacion colombiana, ademas se
compararan los hallazgos encontrados con los resultados reportados a nivel mundial.

Palabras clave: osteoartritis primaria, osteoartritis rodilla, osteoartritis de cadera,
susceptibilidad genética, asporina, polimorfismos
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Abstract

Osteoarthritis is the most common form of arthritis, affecting hip, hand and knee more
frequently, leading to loss of joint function, disability and a major economic burden.

There are intrinsic and biomechanical risk factor, with a genetic component stablished.

Several genes have been study, Asporin gene is one of the most important, encodes for
a glicoprotein of the extracelullar matriz and his presence is linked to progressive loss of
articular cartilage . There are several polymorphisms associated, the most common are
D13 and D14 by different studies.

We conducted a case-control study, in a colombian population to identify the link between

D13 and D14 polymorphism and clinic and radiographic severity of the disease

Genetic analysis be conducted to determine the association of D13 and D14
polymorphisms linked to severity of the disease in a colombian population and will

compare the findings with the reported worldwide

Key words: primary osteoarthritis, knee, osteoarthritis, hip osteoarthritis, genectic

susceptibility, asporin, polymorphism
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Introduccioén

La osteoartritis (OA) es la forma mas comun de artritis, es una enfermedad cronica
degenerativa de las articulaciones caracterizada por la pérdida progresiva de cartilago
articular acompafiada de formacién nueva de hueso (osteofitos), esclerosis de la lamina
subcondral y a menudo proliferaciéon sinovial que puede culminar en dolor, pérdida de la
funcién articular progresiva y finalmente discapacidad (1). Afecta principalmente a la
articulacion de la rodilla, en segundo lugar se encuentra las articulaciones de la mano y
en tercer lugar la articulacion de la cadera (19).

La OA es la enfermedad articular mas frecuente, se estima que afecta a mas de 27
millones de personas en estados Unidos y su prevalencia aumenta con la edad (19). Es
considerada como la quinta causa de discapacidad en EEUUU después de
enfermedades cardiovasculares, cerebrovascularesy  pulmonares (17).

Por su caracter progresivo la OA produce un impacto negativo en la calidad de vida de
las personas que la padecen disminuyendo los afios de vida productivos en la poblacion,
ademas tiene un impacto econémico extremadamente alto debido a los elevados costos
directos que genera por su tratamiento y también por los costos indirectos generados
por concepto de pérdida de salarios, pérdida de productividad y los gastos derivados del
cuidado en el hogar (17).

Se han identificado varios factores de riesgo para el desarrollo de OA. La edad constituye
el factor de riesgo mas fuertemente asociado, debido a los cambios fisiol6gicos del
cartilago que ocurren con el envejecimiento (1). El género femenino es el mas
frecuentemente afectado (5). La obesidad constituye el factor de riesgo modificable mas
importante (7), porque ademas de sus implicaciones biomecanicas de sobre-carga
articular, se ha demostrado que sustancias secretadas por el adipocito como la leptina
inducen inflamacion del cartilago y degeneracién articular (11). Otros factores de riesgo
implicados en el desarrollo de OA son los defectos en la alineacién articular y el trauma
o lesion de los elementos articulares.

Existe una sélida asociacion entre el desarrollo de OA y la predisposicion genética, por lo
gue en los dltimos afios se han propuesto varios genes candidatos que podrian estar
implicados en el desarrollo de OA. Entre ellos se encuentran los genes que codifican
para el colageno tipo Il, el mas abundante en el cartilago articular (13), el COMP que
codifica para la proteina oligomérica de matriz de cartilago, se ha reportado que niveles
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séricos incrementados de esta proteina estas asociados con mayor prevalencia de OA
enla poblacién (13).

Otro gen que ha cobrado gran interés en los Ultimos afos es el ASPN que codifica para
la Asporina, una glicoproteina de la matriz extracelular del cartilago. Se ha demostrado
gue la Asporina se encuentra expresada abundantemente en cartilago de pacientes con
OA y su expresion se incrementa con la progresion de la degeneracién del cartilago
articular. En modelos in vitro se ha demostrado que la Asporina es capaz de unirse al
Factor de Crecimiento Transformante Beta 1 (TGF-B 1). El TGF-B1 abunda en la matriz
cartilaginosa y ejerce varios efectos: regula la proliferacion, diferenciacion y produccién
de matriz por los condrocitos y sus células progenitoras. Esto sugiere que la Asporina
actia como un regulador negativo sobre el TGF-B1 en el cartilago desempefiando un
papel critico en la patogénesis de la OA (14).

En algunos estudios clinicos se ha demostrado la asociacion entre el polimorfismo D14
del gen de la Asporina y la OA de rodilla. El primero de estos estudios fue realizado en
poblacion japonesa donde se encontrd que el polimorfismo D14 era mas frecuente en el
grupo de pacientes con OA de rodilla comparado con el de controles, a su vez este
polimorfismo era mas frecuente en el subgrupo que tenia mayor severidad radiogréfica
de la OA de rodilla, lo que sugiere que este polimorfismo esta relacionado con el
desarrollo de OA de rodilla y formas severas radiogréaficas de esta enfermedad (15).

En cuanto al seguimiento de la enfermedad, actualmente no se cuenta con predictores de
severidad que permitan identificar grupos poblacionales en alto riesgo de desarrollar
formas clinicas y radiograficas severas de OA de rodilla, mano y/o cadera.

Los objetivos de este estudio consisten en determinar los polimorfismos D13 y D14 del
gen de la Asporina en un grupo de pacientes Colombianos con Osteoartritis primaria de
rodilla, mano y/o cadera, determinar si existe la asociacion entre éstos polimorfismos del
gen de la Asporina y la OA de rodilla, mano y/o cadera en pacientes colombianos vy
evaluarlo como predictor de severidad de la enfermedad en este grupo de pacientes. Se
plantea que mediante la determinacién de estos polimorfismos en nuestra poblacién se
podra identificar grupos de alto riesgo para desarrollar OA severa de rodilla, mano y/o
cadera con el fin de hacer intervenciones precoces en los factores de riesgo modificable
y disminuir la carga de la enfermedad.

Estudio de casos y controles. Los casos estan definidos como personas mayores de 55
aflos con diagndstico clinico y radiografico de OA de rodilla, mano y/o cadera. Los
controles deberan ser personas mayores de 55 afios, que no tengan sintomatologia de
OA de rodilla, mano y/o cadera, hallazgos al examen fisico sugestivos de OA de rodilla,
mano y/o cadera, ni cambios en la radiografia Antero posterior de rodilla, mano, cadera.
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Se realizard una valoracion clinica y radiolégica de cada uno de los participantes del
estudio y se tomard una muestra de sangre venosa periférica para el andlisis genético.

El grupo de casos se subdividira en subgrupos de acuerdo con la clasificacion
radiografica de severidad de Kellgreen Lawrence (21). Se realizara un analisis de los
datos de los grupos de acuerdo con la  edad, sexo, tiempo de evolucion de la
enfermedad, peso e indice de masa corporal.

Para el andlisis genético se realizara la extraccién del DNA de cada uno de los pacientes
y controles. Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa se amplificara el gen
de la Asporina y posteriormente se secuenciard para la determinacién de los
polimorfismos. Se establecera la frecuencia de cada uno de los polimorfismos en la
poblacién a estudio y se estudiara si existe correlacion entre éstos polimorfismos y la
severidad radiogréafica de OA de rodilla, mano y/o cadera.

Se determinaran los polimorfismos D13 y D14 del gen de la Asporina y su frecuencia en
un grupo de pacientes colombianos con OA primaria de rodilla, mano y/o cadera, y en el
grupo control. Se analizara si existe una asociacion entre los polimorfismos D13y D14 y
la osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o cadera en la poblacion a estudio. Se
establecera si existe relacion entre la presencia del polimorfismos D13 y/o D14 del gen
de la Asporina y la severidad radiografica de la osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o
cadera en la poblacion a estudio. Se compararan los hallazgos encontrados en la
poblacion colombiana con los resultados reportados a nivel mundial. Es factible encontrar
la informacién necesaria para postular a los polimorfismos D13 y D14 del gen de la
Asporina como predictores de severidad de la osteoartritis primaria de rodilla mano y
cadera en la poblacion colombiana.
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1.Marco Teodrico

La osteoartritis (OA) es la forma mas comun de artritis, es una enfermedad cronica
degenerativa de las articulaciones caracterizada por la pérdida progresiva de cartilago
articular acompafnada de formacion nueva de hueso (osteofitos), esclerosis de la lamina
subcondral y a menudo proliferaciéon sinovial que puede culminar en dolor, perdida de la
funcién articular progresiva y finalmente discapacidad. (1)

Los sintomas cardinales que sugieren el diagnostico de OA son dolor articular, rigidez
menor a 30 minutos, reducciéon del movimiento articular, edema y crépitos en las
articulaciones tipicamente involucradas como la rodilla, interfalangicas proximales y
distales en mano y metatarsofalangicas (2).

Tradicionalmente se han empleado tres criterios para el diagndstico; los sintomas, el
examen fisico y los hallazgos radiolégicos de la articulacion comprometida (2). En los
primeros estudios en los que se intentd delimitar las caracteristicas epidemioldgicas de la
enfermedad, entre ellos el estudio de Kellgren y Lawrence, quienes tomaron como
criterios de referencia los rasgos radiol6gicos de la enfermedad, lo cual llevé a concluir
gue la prevalencia aumenta con los afios, estimandose en cerca de 37% cuando se han
sobrepasado los 65 afios de edad (3). Estudios posteriores evidenciaron que 60% de los
pacientes que presentaban cambios radioldgicos compatibles con OA en la rodilla, no
presentaban sintomas. Asi mismo se demostré que la mitad de pacientes que habian
tenido dolor en la rodilla, no tenian evidencia de cambios radiolégicos en la articulacion.
(4) Todo esto llevo a concluir que los estudios epidemiolégicos iniciales sobreestimaban
la prevalencia de la enfermedad olvidando el aspecto mas importante, la discapacidad
gue produce el dolor y el impacto sobre la productividad, que se ve reflejado en el
deterioro de la calidad de vida. Asi mismo el diagndstico radioldgico exclusivo, depende
en los métodos de medida, el sitio de medida y el lector de la imagen, lo que causa
inexactitud y falta de consenso. Lo anterior muestra que existen dificultades para evaluar
la epidemiologia de la OA, debido a falta de consenso en el empleo de criterios para
hacer un diagnostico.

A pesar de las dificultades diagnosticas para precisar cifras, algunos estudios han
demostrado que la prevalencia de la OA de rodilla incrementa desde un 0.1% en la
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poblacion entre 24-35 afios, a un 10-20% en la poblacién entre 65 a 74 afios y es mas
del 30% en la poblacién mayor de 75 afios. Esto demuestra una relacién directa entre el
aumento de la edad y el aumento de la prevalencia de la OA. (2)

Se estima que la OA incapacita aproximadamente a 10% de las personas mayores de
60 afos, afecta a la calidad de vida de mas de 20 millones de personas, y su impacto
econémico es mayor de $ US 60 mil millones al afio solo en Estados Unidos (5).

1.1. Fisiopatologia del cartilago en la osteoartritis

Para entender la fisiopatologia de la OA, se debe tener en mente que la enfermedad es
la falla de la articulacion vista como un 6rgano, por lo cual cualquier componente del
6rgano se puede lesionar.(6) Durante la progresion de la OA la degradacion de la matriz
extracelular cartilaginosa excede la sintesis de matriz, lo que da como resultado neto
pérdida de la matriz cartilaginosa. (7)

En la OA, el cartilago y el hueso conservan la capacidad de restaurar el tejido lesionado
de la articulacion, desde que se disminuya el estrés mecanico patoldgico al que se esté
sometiendo la articulacién. Asi, si se logra retirar una carga inadecuada sobre la
articulacion es posible que se haga una reparacién por parte de células extrinsecas del
cartilago. Estas no produciran un tejido bioguimica, biomecénica, ni histol6gicamente
igual pero, a la larga, permitira la funcién de la articulacion, que bajo una carga
fisiolégica y en condiciones adecuadas sostenidas, pueden hacer que el paciente mejore
sus sintomas. Si estas condiciones se mantienen es posible que el tejido transitorio se
remodele en cartilago hialino normal y en hueso trabecular.(6) (7)

También se debe tener en mente que, si bien cargas patoldgicas inducen a alteracion de
la articulacion favoreciendo la OA, hay otras condiciones que también pueden
trastornarla. Existen situaciones, como la lesién de meniscos, el varo valgo, displasia de
cadera, enfermedad de Legg-Calve-Perthes, la obesidad, y factores genéticos, en los
cuales la articulacion esta sometida a cargas fisioldgicas, pero la acumulacion de
materiales anormales en la articulacién, causa alteracion del tejido que a su vez perturba
la mecéanica del o6rgano, o se ven alterados los mecanismos protectores de la
articulacion, lo cual la hace mas vulnerable al trabajo cotidiano.(7)



Marco Teobrico 7

Los condrocitos del cartilago articular permanecen en una dindmica constante en la cual
son sometidos a estrés, ya sea por compresion estatica o por cizallamiento y friccion
(shear stress) dada por el movimiento. Si este estrés se encuentra dentro de los rangos
fisiologicos, para los cuales esta disefiado el condrocito, no produce lesion sobre éste.
No obstante, aunque no haya pérdida de moléculas de la matriz o dafio de la red de
colageno, puede haber alteracion de los condrocitos. Esto se evidencié en cultivos de
cartilago articular normal, en los cuales se alter6 la expresién de genes para agrecanos,
melatoproteinasas, factores de crecimiento, colageno y citoquinas, lo cual redundé en
cambios metabdlicos dentro del cartilago.(7)

Asi mismo, la lesién del cartilago articular se ha visto relacionada con la velocidad o la
proporcién con la que sea impuesta una carga, mas que con la magnitud de la carga en
Si.

Se ha visto que una carga corta pero subita, lesiona mas la articulacion, que una carga
mayor pero aplicada gradualmente. Esto se debe a que una carga que se da
rapidamente no permite que los musculos periarticulares se preparen para lograr
absorber la carga y asi proteger la articulacion del dafio.

Asi por ejemplo se evidencié que en cartilago cultivado in vitro una compresién sobre
este aumentaba la expresion de proteinas que favorecian la descomposicion de la matriz
articular (250 veces la expresion de genes para metaloproteinasas, 40 veces la expresion
de genes para agrecanasa, y 12 veces la expresion de genes para inhibidor de
metaloproteinasas de matriz).

Ademas, cuando la articulacion se ve sometida a una carga nociva, no solo es el insulto
mecanico lo que la perjudica, sino también el intento de la cdpsula por reparar el dafio.
Asi, esta degrada el cartilago dafiado, por medio de la liberacién citoquinas que a su vez
estimulan la emisibn de metaloproteinasas. El problema con la liberacion de estas
sustancias es que, no solo degradan cartilago dafiado, sino que debilitan el cartilago
sano.
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De las dos alteraciones anteriormente mencionadas, parece que la que mas influencia la
aparicion de la OA, es la mecénica. Se ha visto que los farmacos que intentan inhibir las
metaloproteasas tienen poco éxito en detener la progresion de la enfermedad.

1.2 Modulacién biomecanica de la funciéon del
condrocito.

El condrocito se encuentra sumergido dentro de una matriz cartilaginosa extracelular
compuesta principalmente por colageno tipo Il que le proporciona la fuerza de tension y
de los proteoglicanos cargados negativamente (que le otorga avidez por la moléculas de
agua), todo esto proporciona un tejido altamente especializado en el que las fibras de
colageno refuerzan un gel de proteoglicanos (8) que permiten una distribuciéon uniforme
de la carga sobre la articulacion.

Al estar intrinsecamente relacionados los condrocitos con la matriz cartilaginosa
extracelular, éstos se encuentran sometidos al estrés mecanico y osmoético que
producen las cargas sobre la articulacién, en consecuencia los condrocitos sirven como
mecanoreceptores y osmoreceptores alterando su metabolismo en respuesta a cambios
fisico quimicos de su microambiente, produciendo cambio en la expresiéon de genes y un
incremento en la produccién de citoquinas pro- inflamatorias (a través del factor de
transcripcion NF-KB) y enzimas que degradan la matriz cartilaginosa extracelular
(2)(6)(7), estos cambios en la expresion de diferentes genes se realizan a través de vias
de sefalizacion calmodulina-dependientes (9).

1.3 Papel de lainflamacién en OA

Cada vez mas se resalta la importancia del proceso inflamatorio dentro de la
fisiopatologia de la OA. Estudios recientes han intentado dilucidar los eventos en las
cascadas de la inflamacién que llevan a prolongar la destruccion del cartilago articular
por las agrecanasas y colagenasas (1). Las Citoquinas que clasicamente se han
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asociado con este proceso son la IL-1 y el TNF- a (7), estos mediadores de la
inflamacién son sintetizados intracelularmente en formas precursoras y convertidas a sus
formas activas mediante clivaje proteolitico por las caspasas, se ha visto que la expresion
de estas caspasas esta aumentadas en pacientes con OA (1).

La Interleuquina 1 se ha visto que tiene un efecto autocrino-paracrino, estimula su propia
produccién y tiene efectos catabdlicos en el condrocito ya que disminuyen la sintesis de
colageno y proteoglicanos y aumentan la liberacion de agrecanos de la matriz mediante
la induccion de metaloproteinasas degradativas, ademas se ha visto que estas citoquinas
promueven la liberacion de otros mediadores inflamatorios como la [IL-8, IL-6, éxido
nitrico y prostaglandina E2.

En condrocitos de pacientes con OA, se ha observado la expresion de la enzima COX-2
y la produccion espontanea de prostaglandina E2. Estudios in vitro con condrocitos
extraidos de cartilago de pacientes con OA han mostrado que la prostaglandina E2
disminuye la sintesis de proteoglicanos y aumenta la degradacién de agrecanos y
colageno tipo Il, mediante la estimulacion de la expresion de metaloproteinasas como
son MMP-13 (especifica para colageno tipo Il) y ADAMTS-5 (principal agrecanasa). (1)

En condiciones normales los condrocitos no expresan la enzima inducible Oxido nitrico
sintasa (iNOS), no obstante, en respuesta a la estimulaciéon con IL-1B y TNF-q, se
produce la expresién de esta enzima con la subsecuente produccion de Oxido nitrico, el
mayor factor catabdlico del condrocito, fundamentalmente porque existe evidencia que
produce multiples efectos sobre el condrocito que promueven la destruccion del cartilago
articular entre ellas la inhibicion de la sintesis de colageno y proteoglicanos, la activacion
de las metaloproteinasas, mayor susceptibilidad a lesiones por otros oxidantes (por
ejemplo, el peréxido de hidrégeno) e inductor de la apoptosis en estas células (1), por lo
gue se considera como un factor importante en la persistencia de la destruccion del
cartilago articular en OA a lo largo del tiempo.

También se ha asociado la produccion de radicales libres (peréxido de hidrogeno, anion
superéxido) con el proceso de apoptosis de los condrocitos probablemente por la
disfuncion mitocondrial que producen (1).
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1.4 Factores de Riesgo

Se han logrado identificar varios factores de riesgo para padecer de OA, entre ellos el
trauma y el estrés repetitivo. Ejemplos de esto son, la pérdida de los meniscos o del
ligamento cruzado anterior Yy ciertas ocupaciones que implican desgaste de la
articulacion y favorecen la aparicion de la OA. (2,7). Asi mismo una alta densidad ésea
se asocia con OA, debido a que un hueso con densidad disminuida tiene mayor
capacidad de absorber la energia y evitar que se distribuya toda la carga sobre la
articulacion. (1)(7)

1.4.1 Edad

Es el factor de riesgo mas fuertemente asociado con OA (1), debido a los cambios
fisiolégicos del envejecimiento entre ellos el aumento de la laxitud de la articulacion,
disminucion de la propiocepcion (7), y las alteraciones de la matriz del cartilago; perdida
de agua de los proteoglicanos, sintesis de proteoglicanos mas cortos y menos uniformes
en su longitud lo que disminuye su funcionalidad y la agregacién entre moléculas esto a
su vez disminuye la capacidad de la articulacion para la adaptacion dinamica y
distribucion de la carga.

Otros cambios fisiolégicos del condrocito con la edad son la disminucién de la capacidad
mitética y de respuesta a factores de crecimiento (1), esto determina la menor
capacidad del condrocito para mantener y reparar el cartilago articular (1,7).

1.4.2 Genero

El género también se ha descrito como un factor determinante en el desarrollo de OA, se
ha visto que la prevalencia de OA es mayor en hombres que en mujeres antes de los 50
afos, mientras que después de los 50 afios las mujeres se ven méas afectadas por esta
enfermedad (5), en una relacion que va desde 1.5:1 a 4:1. Este cambio en la
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prevalencia después de los 50 afios llevo a pensar en el papel de las hormonas sexuales
en la OA, puesto que la insuficiencia estrogénica tiene su pico de incidencia alrededor de
esta edad, ademas de que se demostrd en estudios in-vitro e in-vivo que los condrocitos
poseen receptores para estrégenos y hay evidencia de que éstos podrian estimular la
sintesis de proteoglicanos. Sin embargo, el efecto de la terapia de reemplazo hormonal
sobre el riesgo de OA 0 su progresion en mujeres post menopausicas permanece
incierto (8) por que existen inconsistencias en los resultados de los ensayos clinicos.

1.4.3 Etnicidad

Aunque la OA es una enfermedad que afecta a toda la poblacion mundial, se ha
observado que la OA es mas comln europeos que asiaticos. Asi mismo las formas de
presentacion de la enfermedad cambian segun la poblacion estudiada. La OA de cadera
es mas frecuente en europeos (7% -25%) que en los chinos, los africanos de Nigeria y
Liberia, y los jamaicanos (1% -4%). La OA de mano es mas comun en las mujeres
europeas que en las mujeres de descendencia afro-caribefia (7). Esto ha llevado a
proponer que la presentacion clinica en diferentes grupos poblacionales esta
determinada muy probablemente por las diferencias genéticas de la poblacion que
provocan alteraciones de la matriz cartilaginosa haciendo susceptibles a ciertos tipos de
OA.

1.4.4 Obesidad

Es el factor de riesgo modificable mas importante (7). Se ha encontrado que la obesidad
aumenta el riesgo de padecer OA, incrementandolo hasta 5 veces cuando existe un IMC
mayor de 30 Kg/m? (2). El estudio Chingford mostré que por cada aumento de dos
unidades en el indice de masa corporal (aproximadamente 5 kg), el OR para el
desarrollo radiografico de OA de rodilla aumentd en 1,36 (7), asimismo también se ha
evidenciado que la pérdida de 5 kg de peso reduce el riesgo de sintomas de OA de
rodilla en mujeres de estatura media en un 50% (1).

Clasicamente este efecto se ha atribuido al aumento de las fuerzas mecanicas a través
de las articulaciones que soportan peso lo que conduce a la degeneracion articular (1),
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fundamentalmente porque la rodilla soporta de 3 a 6 veces el peso corporal durante la
marcha, en consecuencia cualquier aumento del peso se traduce en una considerable
sobre-carga articular. Sin embargo se ha observado que hay una mayor incidencia de OA
de mano en pacientes obesos lo que llevo a formular que ademas del efecto biomecénico
de la obesidad existian otros factores subyacentes a esta, entendiéndose el tejido
adiposo como un tejido endocrino activo que produce hormonas y sustancias con
efectos fisiolégicos importantes (8).

Entre las sustancias mas estudiadas se encuentra la leptina, una proteina de 16 kDa que
pertenece estructuralmente a la familia de Interleuquina - 6 (Citoquinas pro inflamatorias).
Es producida principalmente por los adipocitos y en menor medida por los condrocitos,
esta codificada por el gen de la obesidad (ob), tiene efectos sobre la regulacién de la
ingesta de alimentos y el gasto energético y se relaciona con el IMC y el sexo femenino.
La funcion exacta de la leptina en el desarrollo de OA no se ha determinado pero se cree
gue tiene un efecto bifasico, ya que se ha observado que bajos niveles de leptina facilitan
la sintesis de cartilago y niveles elevados inducen inflamacion del cartilago y
degeneracién articular (10), sin embargo se necesitan mas estudios para determinar los
efectos locales y sistémicos de la leptina y otras adipokinas en la asociacién de
obesidad y OA.

La dieta también influye sobre la apariciéon de la enfermedad. Una dieta rica en grasas y
calcio aumentan el riesgo de padecerla, mientras que el selenio y la riboflavina lo
disminuyen (2). Asimismo personas con niveles sanguineos de vitamina D y vitamina C
en el tercil mas bajo tienen 3 veces mayor riesgo de progresion de OA de rodilla (7).

1.4.5 Alineacion articular

Se ha observado que las personas que tiene defectos en la alineacién articular (varo o
valgo) tiene un mayor riesgo de progresion de OA de rodilla, por esta razén se ha
propuesto estas alteraciones en la alineacién como marcadores de severidad de la OA,
debido a alteracion en la nutricion del cartilago y alteracion de la distribucién de la carga
gue pueden resultar en la alteracion de la composicién bioquimica del cartilago (1).
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1.5 Asociacion genética de la OA

Existe una sélida asociacién entre el desarrollo de OA y la predisposicion genética.
Varios estudios que evaluaron el riesgo de familiares en primer grado de personas
quienes sufrian la enfermedad encontraron que estos tenian 2 veces mayor riesgo de
desarrollar OA comparados con controles sanos (1). Estos hallazgos han sido
confirmados con estudios realizados en gemelos, donde se observa una concordancia
significativamente mas alta entre gemelos homocigotos que entre gemelos
heterocigotos (1) demostrando que la influencia de factores genéticos en el desarrollo de
OA en gemelos homocigotos estd entre 39% y 65% en OA evidenciada en radiografia
de la mano y rodilla en mujeres, aproximadamente el 60% en OA de cadera y
aproximadamente el 70% en la OA de la columna vertebral. Tomados juntos estos datos
sugieren un patrén de herencia que puede ir desde el 40% al 70% dependiendo de la
clasificacion de la enfermedad o la forma de presentacion de la OA. (5)

En afos recientes se ha despertado un considerable interés por determinar grupos
especificos de genes que confieran susceptibilidad a OA primaria (9). Varios estudios
poblacionales han sugerido asociaciones entre genes que podrian estar implicados en el
desarrollo de OA, entre ellos se han propuesto como candidatos varios genes que
codifican proteinas de la matriz del cartilago articular en el desarrollo de OA inicio
temprano (1). Otros candidatos incluyen los genes de la IL-1 alfa y beta, el gen que
codifica el receptor de IL-1 (IL-1 R), los cuales tienen asociacién con el desarrollo de OA
primaria de rodilla pero no de cadera (1).

A continuacion se hard una descripcidon de los genes mas importantes que se han
descrito para el desarrollo de OA:

COL2A1

Este gen codifica el colageno tipo Il, el mas abundante en el cartilago articular, se
encuentra en el cromosoma 12 (5). Mutaciones en este gen se han asociado con varios
tipos de condrodisplasias. Estudios han sugerido la asociacion entre polimorfismos de
este gen y el desarrollo de OA de cadera y rodilla en sujetos del estudio Rotterdam y en
cohortes de pacientes japoneses (9).
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CALM1

La calmodulina es una proteina intracelular que interactia con varias proteinas
involucradas en la transduccion de las sefiales intracelulares. Modificaciones en la
expresion génica de proteoglicanos secundarias a estimulos biomecanicos sobre el
condrocito son sefalizadas a través de esta proteina. Un grupo de investigadores
japoneses encontr6 la asociacién entre un polimorfismo de nucleétido simple localizado
en el intron 3 del gen CALM1 con el desarrollo de OA de cadera; sin embargo, Loughlin
y colegas no pudieron replicar los resultados en un estudio conducido con mujeres
caucésicas con OA de cadera en el Reino Unido(9).

COMP

Este gen codifica la proteina oligomérica de matriz de cartilago, pertenece a la familia de
genes de trombospondina y se encuentra expresado en mayores niveles en cartilago con
OA en comparacion con cartilago sano. Se ha observado que los niveles séricos de esta
proteina estan elevados tempranamente en pacientes con dolor crénico de rodilla sin
progresion radiografica de OA de rodilla a enfermedad demostrada por radiografia.
También se ha reportado una asociacion entre niveles séricos de COMP y prevalencia de
OA y se ha propuesto que niveles séricos aumentados puede ser un marcador de
progresion radiogréfica rapida de OA. (9)

FRZB

La proteina 3 relacionada con rizado (frizzled), es codificada por este gen, esta proteina
es un antagonista de la vias de sefializacion Wnt/B catenina que participan en multiples
procesos que regulan el genotipo, la maduracion y la funcion de los condrocitos. En
ratones Knock out para este gen se observé un dafio acelerado del cartilago articular.
Estudios realizados en mujeres de varios paises reportaron la asociacion de alelos en los
cuales, cuando habia la sustitucion de dos residuos de acido aspartico altamente
conservados, habia una fuerte asociacion con el desarrollo de OA de cadera.(9)
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ASPN

El gen de la ASPN humana tiene un tamafio 26 Kb y se ubica en el cromosoma 9931.1-
32, contiene ocho exones. La regién 5’ del punto de inicio de la transcripcion no contiene
la caja TATA, pero tiene varios sitios de reconocimiento para factores de transcripcion
como API, a 400 pb corriente arriba del inicio de la transcripcion. Se han identificado 10
polimorfismos del D10 al D19. (11) (12)

La Asporina es una glicoproteina que pertenece al grupo de proteinas ricas en residuos
de leucina (LRR), ademas hacen parte de esta familia, la decorina, el biglucano,
firbomodulina y condroadherina, estas proteinas se relacionan con diferentes
componentes de la matriz extracelular como el colageno y factores de crecimiento como
el TGF-B. Es una proteina de la matriz cartilaginosa que es abundantemente expresada
en cartilago articular con OA y su expresién incrementa con la progresion de la
degeneracién del cartilago articular (13).

Se sugiere que la ASPN actia como un regulador negativo del TGF-B en el cartilago,
jugando un papel critico en la etiologia y patogénesis de la OA. La asporina regula
negativamente la condrogénesis en el cartilago articular blogueando la interaccion del
receptor TGF-B en la superficie celular e inhibe las sefiales TGF-B-Smad. La asporina y
TGF-B forman un acoplamiento funcional en el cartilago articular. Las sefiales de TGF-3
son criticas para mantener sano el cartilago articular. La supresiéon de las sefiales en los
condrocitos lleva a la OA. Es posible que la inhibicion de la ASPN aumente la
regeneracion del cartilago por incremento de la actividad TGF-B (11)(13)(14)

En estudios clinicos se logré6 determinar la asociacion entre dos polimorfismos
funcionales de repeticiones de &cido aspartico (D13 y D14) en el gen de la Asporina en
la poblacion japonesa con el desarrollo de OA de cadera y rodilla. La presencia del
polimorfismo D14 fue mucho mas frecuente en el grupo de pacientes con OA comparado
con el grupo control, ademas se relacion6 con la severidad radiogréfica de la OA en esta
poblacion y se determind que tenia un poder inhibitorio mucho mas marcado sobre el
TGF-B y sobre los genes que codificaban proteinas de la matriz cartilaginosa. Asimismo
se encontrd que en el grupo control el polimorfismo mas frecuente era D13, sugiriendo
gue la presencia de este polimorfismo es un factor protector para el desarrollo de  OA
(14).
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Un estudio similar fue realizado en pacientes de origen griego encontrando la misma
asociacion entre el alelo D14 y OA de rodilla. (9)

Por otra parte en un estudio realizado en el Reino Unido, no se encontraron diferencias
significativas en la frecuencia de presentacion del alelo D14 en mujeres con OA de
rodilla; sin embargo, en hombres que iban a ser llevados a cirugia para reemplazo de
cadera por OA primaria se observdé un aumento en la frecuencia del alelo D14. En los
pacientes controles se establecié que habia una frecuencia mayor del alelo D14 en
comparacion con los controles japoneses, sin embargo la frecuencia del alelo D13 fue
mayor. (15)

En un meta-andlisis publicado en el afio 2009 se incluyeron 5 estudios que valoraban la
relacion entre el polimorfismo D 14 de la Asporina y OA de rodilla y cadera en
poblaciones diferentes de Japén, China, Grecia, Espafia y Reino Unido concluyéndose
gue existe asociacion global entre el polimorfismo D14 y la OA de rodilla (OR =1.46
intervalo de confianza 95%:1.14-1.87 p= 0.003), pero con heterogeneidad significativa
(p= 0.047); esta heterogeneidad pudo ser debida a la diferencia entre los criterios de
inclusion entre los pacientes de los diferentes estudios.(16)

Se realiz6 un andlisis por grupos étnicos encontrando una fuerte asociacion entre el
polimorfismo D14 y la presencia de OA de rodilla para pacientes asiaticos (OR = 1.95
intervalos de confianza 95%:1.49-2.55, p = 0.0000013), y heterogeneidad no
significativa (p= 0.535); mientras que para los pacientes europeos no hubo asociacién del
alelo D14 con OA de rodilla (OR 1.14 intervalo de confianza 95%; 0.93-1.39, p= 0.20) y
heterogeneidad no significativa p= 0.90 (16).

Las diferencias reportadas por cada grupo de investigadores en diferentes paises
pueden ser resultado de diferencias étnicas en la frecuencia de estos alelos, ademas de
la influencia de factores ambientales, demogréficos etc.

En poblacién colombiana no se conoce la frecuencia de los polimorfismos del gen de la
Asporina, por lo que mediante este estudio se pretende determinar los polimorfismos del
gen y su frecuencia en el grupo de pacientes y controles colombianos e investigar si
determinado polimorfismo del gen de la Asporina se relaciona con OA primaria de rodilla
y formas severas radiogréficas de la enfermedad.
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Por esta razon, los objetivos de este estudio consisten en determinar los polimorfismos
del gen de la Asporina en un grupo de pacientes Colombianos con Osteoartritis primaria
de rodilla, determinar si existe la asociacién con un determinado polimorfismo del gen de
la Asporina en pacientes con OA de rodillay evaluarlo como predictor de severidad de la
enfermedad en un grupo de pacientes colombianos. Se plantea que mediante la
determinacion de este polimorfismo en nuestra poblacion se podra identificar grupos de
alto riesgo para desarrollar OA severa de rodilla, con el fin de hacer intervenciones
precoces en los factores de riesgo modificable y disminuir la carga de la enfermedad.
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2.Planteamiento del problema y justificacion
cientifica

La Osteoartritis (OA) es una enfermedad articular degenerativa caracterizada por dolor
articular y pérdida progresiva e irreversible del cartilago articular (1,17). Se clasifica en
OA primaria o idiopatica y en OA secundaria. Afecta principalmente a la articulacién de la
rodilla, en segundo lugar se encuentra las articulaciones de la mano, la OA de cadera es

menos comun que sus formas en rodilla y mano (3).

Es la enfermedad articular mas frecuente en Estados Unidos, se estima que afecta a
cerca de 27 millones de personas (17,19), y su prevalencia ha venido en aumento en los
ultimos afios. La OA de rodilla y de cadera afectan al 6% y 3% de la poblacion

estadounidense mayor de 30 afnos (3).

La prevalencia de la enfermedad varia de acuerdo a los parametros utilizados para su
definicién, la articulacion afectada y las caracteristicas de la poblacion estudiada, en el
estudio de Framinghan la prevalencia de OA de rodilla en poblacién mayor de 45 anos
fue de 19.2% y la de OA de mano fue de 27.2% (3). En Colombia no existen datos
acerca de la prevalencia ni la incidencia de la enfermedad; sin embargo en la consulta
externa de Reumatologia de la Unidad de Reumatologia de la Universidad Nacional de
Colombia cerca del 12% de los pacientes que acuden a consulta tienen diagndstico de

OA.
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Por su caracter progresivo e irreversible la OA produce discapacidad y limitacion fisica,
disminuyendo la calidad de vida de la poblacion afectada. Un estudio conducido por el
CDC y la Escuela de Salud Publica de Harvard encontrd que la OA es la quinta causa de
discapacidad en estadounidenses de edad avanzada después de las enfermedades

cardiovasculares, cerebrovasculares y enfermedades pulmonares (17).

Debido a esto la OA tiene un impacto econdémico extremadamente alto, no solo por los
costos directos asociados al tratamiento y al manejo médico, sino por los costos
indirectos generados por la pérdida de salarios, pérdida de productividad y los gastos
derivados del cuidado en el hogar. Varios estudios han tratado de determinar estos
costos, un analisis reciente basado en una base de datos de reclamaciones que
comprende 5 millones de personas aseguradas estimé los costos indirectos en US
$4603 por persona anualmente y los costos directos por grupo de edad para menores
de 65 afios en US $5294 por persona anualmente y para mayores de 65 afios en US
$5704 por persona anualmente (17), por lo que representa grandes costos para los

sistemas de salud.

En cuanto al tratamiento, los objetivos se centran en control del dolor, mejorar la
funcionalidad y disminuir la discapacidad, sin embargo en el momento no se cuenta con
farmacos que modifiquen la enfermedad y su progresién, por lo que la enfermedad

contintia su curso clinico hacia la discapacidad.

Actualmente no se cuenta con predictores de la severidad de la enfermedad que
permitan identificar grupos poblacionales en alto riesgo de desarrollar formas clinicas y

radiograficas severas de OA de rodilla, mano y/o cadera por lo que el objetivo de este
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estudio consiste en encontrar la asociaciéon de un determinado polimorfismo del acido
aspartico en el gen de la Asporina en pacientes con OA primaria de rodilla, mano y/o
cadera como previamente se ha reportado en la literatura, y evaluarlo como predictor de
severidad de la enfermedad en la poblacién colombiana. Mediante la determinacion de
este polimorfismo en nuestra poblacion se podra identificar grupos de alto riesgo para
desarrollar OA de rodilla, mano y/o cadera severa y plantear intervenciones precoces en

los factores de riesgo modificable y disminuir la carga de la enfermedad.(17)

En la revision de la literatura se encuentran principalmente articulos relizados en paises
asiaticos, es de especial interes el articulo publicado por Rodriguez-Lépez y Pombo-
Suaréz, es un estudio de casos y controles en poblacién espanola, donde no se
encontraron diferencias significativas en los polimorfimos D13 y D14 del gen de la
asporina y la presencia de Osteoartritis de cadera, mano y rodilla, en el grupo etnico de
Europeos caucasicos. Estos hallazgos estan en relacidon con los estudios publicados por
el grupo del Reino Unido de Mustafa y Griego de Kaliakatsos, se considera que no hay
relacion clara del polimorfismo del gen de la asporina y la presencia de OA en estas

poblaciones.(18)(15)(20)

El gen de la Asporina es uno de los mas estudiados en la fisiopatologia de la
Osteoartritis, dado su papel biolégico en la homeostasis del cartilago, se han identificado
a través de diferentes estudios, polimorfismos especificos que estan relacionados con la
presencia de Osteoartritis de rodilla, mano y cadera principalmente. Los polimorfismos
mas representativos son el D13 y D14, no siendo los unicos, pero estos son en los que
se ha demostrado una relacion con la enfermedad y son los de principal interes en los

diferentes estudios.(15)(19)
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En una revision de la literatura mas extensa y dirigida a buscar estudios en grupos
poblacionales similares al Colombiano, no se encuentran estudios en el continente
Americano relacionados con el estudio de la susceptibilidad genética en la etiologia de la
Osteoartritis, en este caso no hay estudios de los polimorfismos del gen de la Asporina y
su relacién con las diferentes presentaciones clinicas y radiolégicas de la enfermedad, lo

anterior hace que este estudio sea el primer esfuerzo en America.
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3.0Dbjetivo del Trabajo e Impacto Esperado

3.1 Objetivo General

Determinar la asociacion de los polimorfismo D13 y D14 del gen de la asporina con
formas de Osteoartritis Primaria de mano, cadera y rodilla en un grupo de pacientes
colombianos

3.2 Objetivos Especificos

1. Identificar los polimorfismos del gen de la asporina en un grupo de pacientes
colombianos con osteoartritis de mano, cadera y rodilla.

2. Establecer la frecuencia de éstos polimorfismos del gen de la Asporina en un
grupo control.

3. Comparar la frecuencia de éstos polimorfismos del gen de la Asporina en el
grupo de pacientes colombianos con osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o
cadera con la frecuencia encontrada en el grupo control.

4. Analizar la frecuencia de los polimorfismos D13 y D14 del gen de la Asporina
de pacientes Colombianos con osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o
cadera, y compararlas con la frecuencia de éstos polimorfismos reportados
previamente en la literatura mundial.

5. Buscar la asociacion de los polimorfismos del gen de la asporina y formas

severas de la enfermedad a nivel radioldgico.
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3.3

3.4

6. Determinar la asociacion de los polimorfimos de gen de la asporina y su

expresion en la presentacion clinica de la enfermedad.

Resultados Esperados

Determinar los polimorfismos D13 y D14 del gen de la Asporina y la frecuencia
de éstos en un grupo de pacientes con OA de rodilla, mano y/o cadera, y en el
grupo control.

Determinar si los resultados de la frecuencia de los polimorfismos D13 y D14 del
gen de la Asporina permite establecer una asociacion entre éstos polimorfismos y
la osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o cadera en la poblacion a estudio.
Establecer si existe relacion entre la presencia de los polimorfismos D13 y D14
del gen de la Asporina y la severidad radiografica de la osteoartritis primaria de
rodilla, mano y/o cadera en la poblacién a estudio.

Comparar los hallazgos encontrados en la poblacién colombiana a estudio con
los resultados reportados a nivel mundial

Obtener la informacién necesaria para postular a los polimorfismos D13 y D14 del
gen de la Asporina como predictores de severidad de la osteoartritis primaria de

rodilla, mano y/o cadera en la poblacién colombiana.

Impacto Esperado
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3.4.1 Impacto Clinico

La Osteoartritis de rodilla, mano y/o cadera es una enfermedad que genera un gran
impacto sobre la calidad de vida de las personas produciendo una limitacion fisica y
funcional progresiva, por esto, la determinacién de los polimorfismos D13 y D14 del gen
de la Asporina en la poblacion colombiana con OA de rodilla, mano y/o cadera a estudio
permitira identificar si éstos polimorfismos se relacionan con OA de rodilla, mano y/o
cadera y con formas severas radiograficas de la enfermedad, de esta manera
detectando estos polimorfismos en la poblacion es posible identificar los pacientes que
a largo plazo desarrollen una forma severa de la enfermedad lo que posibilitara realizar
intervenciones tempranas mas eficaces para tratar de mitigar los factores de riesgo

modificables en la poblacion susceptible (prevencidn primaria).

La intervencion sobre estos riesgos modificables modifica el curso de la enfermedad,
disminuye la limitacién fisica y funcional y mejora el manejo del dolor, lo que representa

una mejoria en la calidad de vida de los pacientes.

3.4.2 Impacto en la Educacion

- A través del desarrollo de proyectos de investigacion que vinculen estudiantes de
pregrado y posgrado en el grupo de investigacion de la Unidad de Reumatologia de la
Universidad Nacional de Colombia se fortalece la generacién de talento humano con
capacidad critica e investigativa, formando estudiantes de pregrado y posgrado de

Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.
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3.4.3 Impacto en Cienciay Tecnologia

-Se determinaran los polimorfismos D13 y D14 del gen de la Asporina en un grupo de
pacientes colombianos con Osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o cadera, vy la
frecuencia de éstos comparadas con controles, estos datos son importantes desde el
punto de vista poblacional por que nos aporta informacién acerca de la genética de

nuestra poblacion.

-Se comparara con los resultados reportados a nivel mundial.

-Se correlacionara los polimorfismos D13 y D14 del gen de la Asporina, su frecuencia
con la severidad de la enfermedad en la cohorte de pacientes colombianos con

Osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o cadera.

-Participacion en Congresos Nacionales e Internacionales.

-Se realizara la divulgacion cientifica de los datos obtenidos en la investigacion en alguna

revista indexada internacional.

- Se realizara la divulgacion cientifica de los datos obtenidos en la investigacion en

alguna revista indexada nacional.
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- Se apoyara la formacién de estudiantes de pregrado y posgrado de Medicina de la

Universidad Nacional de Colombia.






4.Metodologia

4.1 Descripcion

Estudio de casos y controles. Los casos se definen como personas mayores de 55 afios
con diagnoéstico clinico y radiografico de OA de rodilla, mano y/o cadera, que deseen
participar en el estudio, hayan firmado el consentimiento informado y no cumplan criterios
de exclusiéon. Los controles deberan ser personas mayores de 55 anos, que deseen
participar en el estudio y no tengan sintomatologia de OA de rodilla, mano y/o cadera,
hallazgos al examen fisico sugestivos de OA de rodilla, mano y/o cadera y en la
radiografia de estas articulaciones una graduacion de 0 (cero) en la escala de Kellgren

Lawrence (20).

El grupo de casos se subdividira en subgrupos de acuerdo con la clasificacion
radiografica de severidad de Kellgren Lawrence. Se realizara un analisis estratificado de

acuerdo con edad, sexo, tiempo de evolucién de la enfermedad.

4.2 Tipo de Estudio
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Se realizara un estudio de casos y controles con una duracién estimada de 2 afios a

partir del primero de junio de 2011.

4.3 Poblacion a Estudio

Pacientes mayores de 55 afios valorados en la consulta externa del servicio de
Reumatologia de la Universidad Nacional de Colombia en la Clinica Universitaria Carlos
Lleras Restrepo en la ciudad de Bogota Colombia con diagnostico clinico y radiolégico de
osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o cadera de acuerdo con los criterios de

clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia.

Se convocara aquellos pacientes de la base de datos de la consulta externa de
Reumatologia con diagnostico de OA de rodilla, mano y/o cadera para una jornada de
Osteoartritis, en la cual se les realizaran conferencias acerca de la enfermedad, talleres
de prevencion y se les informara acerca de los objetivos del proyecto de investigacion. A
quienes deseen participar y firmen el consentimiento informado, se les realizara una
valoracién clinica mediante un cuestionario de historia clinica dirigida a OA de rodilla,
mano y/o cadera, examen fisico completo, ademas se les realizara una radiografia
simple Antero posterior de la rodilla, mano y/o cadera y se les tomara la muestra de

sangre.

Los controles seran pacientes de la consulta externa de geriatria de la Universidad

Nacional de Colombia en la Clinica Universitaria Carlos Lleras Restrepo, mayores de 55
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afnos, sin evidencia clinica ni radiografica de osteoartritis primaria de rodilla, mano y/o
cadera, y que no cumplan criterios de exclusion. Se convocaran estos pacientes a una
jornada de prevencion de la enfermedad, se les realizaran talleres de prevencién primaria
y secundaria de enfermedades osteoarticulares y se les explicaran los objetivos del
proyecto de investigacion. A los pacientes que deseen participar y firmen el
consentimiento informado, se les realizara una valoracidon clinica completa, examen
fisico dirigido, se les tomara una unica muestra de sangre venosa y una unica radiografia

simple antero posterior de rodilla, mano y/o cadera. Se incluiran un control por cada caso.

Las muestras de sangre seran llevadas al Laboratorio del Departamento de Bioquimica
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional para realizar la extraccion del
DNA, la amplificacion del gen y la determinacion de los polimorfismos del gen de la

Asporina se enviara a un laboratorio especializado.

Las radiografias de rodilla, mano y/o cadera seran analizadas en conjunto con un

especialista en Radiologia, mediante la escala de Kellgren Lawrence.

Dentro del consentimiento informado se incluye la informacién necesaria del proyecto de
Investigacion en un lenguaje claro (ver anexo2), se explica los objetivos y justificacion del
proyecto, las actividades a realizar y los posibles riesgos. Posteriormente se resolveran
las inquietudes acerca del proyecto de investigacion, acerca de la enfermedad y, si el
paciente esta de acuerdo en participar, debera firmar con nombre completo y cédula de

ciudadania ante la presencia de 2 testigos mayores de edad.
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4.4 Criterios de Inclusidon

Pacientes mayores de 55 anos con evidencia clinica y radiografica de osteoartritis
primaria de rodilla, mano y/o cadera y que cumplan criterios diagnésticos del colegio
americano de reumatologia para OA de rodilla, mano y/o cadera que deseen participar en

el estudio previa autorizacion mediante firma del consentimiento informado.

Se incluiran pacientes de la consulta externa de Reumatologia de la Universidad
Nacional, previa firma del consentimiento informado. Se incluiran aquellos pacientes
mayores de 55 anos con diagndstico clinico y cambios radiologicos de osteoartritis
primaria de rodilla de acuerdo con los criterios de clasificacion clinicos y de laboratorio de
OA de rodilla del Colegio Americano de Reumatologia, ACR, (21), detallados a

continuacion:

Dolor en la rodilla y:
1. Edad mayor a 50 afos.
Rigidez matinal menor a 30 minutos.
Crépitos al movimiento activo.
Sensibilidad a la palpacion de los margenes de la articulacion.
Alargamiento del hueso notado a la exanimacion.
Pérdida de calidez sinovial a la palpacion.
Velocidad de sedimentacion globular menor a 40 mm/hora.

Factor Reumatoideo negativo o a titulos bajos (menos a 1:40).

© © N oo 0o~ 0 N

Liquido sinovial sugestivo de OA (viscoso, claro y/o conteo de células menor a

2000 células/mm?)
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El paciente sera clasificado como OA de rodilla si presenta dolor en rodilla y cumple 5 o

mas criterios.

Criterios de Clasificacion ACR para OA de mano (22):

Dolor en las manos, articulaciones dolorosas o rigidez mas:

- Agrandamiento de los tejidos duros de dos o mas de 10 articulaciones seleccionadas

mas:

- Menos de tres articulaciones metacarpofalangicas inflamadas mas:

- Agrandamiento de los tejidos duros de dos o mas articulaciones interfalangicas distales

o:

- deformidad de dos o0 mas de 10 articulaciones seleccionadas

Las 10 articulaciones seleccionadas son la segunda y tercera articulaciones
interfalangicas distales, la segunda y tercera articulaciones interfalangicas proximales y la

primera articulacion carpometacarpiana (de ambas manos).

Criterios de Clasificacion ACR para OA de cadera (23):

Dolor de cadera y por lo menos dos de los siguientes:

- VSG inferior a 20 mm por hora

- Osteofitos acetabulares o femorales en la radiografia

- Estrechamiento del espacio articular en las radiografias
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45 Criterios de Exclusion

Pacientes con osteoartritis secundaria, inicio de los sintomas antes de los 40 afos.
Antecedente de cirugia de rodilla, antecedente de trauma o lesion del ligamento cruzado

anterior, fracturas de menisco.

Pacientes con Artritis Reumatoide, Lupus Eritematoso Sistémico, osteoporosis, Artritis
reactiva, espondiloartropatias seronegativas, artropatia por depésito de cristales (urato

monosaédico, hidroxiapatita, pirofosfato calcico).

4.6 Variables Clinicas de Medicion

Género, edad actual, lugar nacimiento de la madre, lugar de nacimiento del padre, lugar
nacimiento paciente, procedencia paciente, antecedentes personales y familiares, peso,
talla, dolor articular en rodillas, manos, dedos de manos a nivel de interfalangica
proximal y distal y primera metacarpiana, cadera, tiempos de evolucion de los sintomas,
rigidez articular, crepitos articulares, limitacién movilidad articular, nodulos de heberden y
bouchard.

4.7 Variables Paraclinicas de Mediciéon

Radiografias anteroposteriores y laterales de rodillas, manos y cadera, se evaluara la

disminucion del espacio articular, se determinara la presencia de osteofitos y se
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clasificara segun la escala de kelgren-lawrence; ademas se determinara el polimorfismo

del gen de la asporina mediante técnicas de biologia molecular.

4.8 Métodos

El tamafio de la muestra sera calculado usando como criterio la menor frecuencia del
polimorfismo reportada en los estudios europeos, debido a que no existen datos acerca
de la frecuencia del polimorfismo en nuestra poblacién. Simultaneamente se incluira un
control por cada caso incluido. En el calculo de la muestra se tuvo encuentra la menor
frecuencia de exposicion de los casos en un 8.85%, el calculo de intervalos de confianza
del 95%, un poder del 80% y se considero un OR significativo mayor de 2 , con los datos

previamente obtenidos se calculo una muestra de 239 casos y 239 controles.

Estos seran individuos mayores de 55 afios sin evidencia clinica ni radiolégica de
compromiso articular de la rodilla, mano y/o cadera. Posteriormente se obtendra una
unica muestra de sangre por cada participante para realizar el analisis del polimorfismo
del gen de la Asporina, este proceso se iniciara en el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y posterior a la extraccion
del DNA, se enviara a un laboratorio especializado para la determinacién del

polimorfismo del gen de la asporina.

Plan de analisis: Se hara la recoleccion y digitacion de los datos en un formulario
disefiado en EPI-Info (CDC, Atlanta) y se analizaran con el programa STATA v. 10
(Texas). Se usara estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de

dispersidén apropiadas segun la distribucion de las variables. Se usara como indicador
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epidemiologico para la asociacién entre variables categédricas el OR con su IC95% vy
como indicador estadistico la prueba de chi2. Se hara un analisis estratificado segun
grupos de IMC, severidad radioldgica, grupos etareos, grupos funcionales, raza, tiempo
de evoluciéon de la enfermedad y sexo. La asociacion y el equilibrio Hardy Weinberg se
medira mediante el X2 Test. Los Odds Ratio y el 95% del intervalo de confianza se

calcularan respecto al menor alelo comparado con el mayor alelo.

Analisis de los pacientes: se incluiran pacientes que cumplan con los criterios de
inclusion y que hayan firmado el consentimiento informado, el grupo de casos se dividira
en subgrupos dependiendo el grado de severidad de la enfermedad en la radiografia de

rodilla mano y/o cadera segun los criterios de Kellgreen Lawrence (21):

0. Sin cambios radiolégicos que sugieran OA.

1. Osteofitos en el margen de la articulacién, en el caso de la rodilla en las espinas
tibiales.

2. Disminucién del espacio articular definido, osteofitos definidos.

3. Disminucién del espacio articular asociado a esclerosis del hueso subcondral.

4. Pequefas areas pseudoquisticas con paredes esclerdticas situadas usualmente

en el hueso subcondral.

Se clasificara en los siguientes subgrupos:
0 no OA.

1 OA dudosa.

2 OA minima.

3 OA moderada.

4 OA severa.
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Posteriormente el grupo de controles y de casos se clasificaran por grupo de edad,
sexo, raza, tiempo de evolucion de la enfermedad definida como tiempo desde el inicio
de sintomas (dolor articular, dolor con la movilizacion, rigidez matinal), se analizaran y

compararan los datos de cada uno de los grupos.

Analisis Molecular

Después de la obtencién de la muestra de sangre periférica se realizara la extraccion del
DNA (Invitrogen - PureLink™ Genomic DNA). Se analizaran los polimorfismos del gen
de la Asporina en la poblacion de estudio. Para la amplificacion del microsatélite que
contiene las repeticiones del acido aspartico se utilizara la reaccion en cadena de la
polimerasa con los primers 5°-6-FAM-ATTCCTGGCTTTGTCCTCTG-3" vy 5-
CTCGTGAATAGCACTGACATC. Estas metodologias se desarrollaran el Laboratorio de

Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

Para el secuenciamiento del DNA se empleara la tecnologia de analisis MassArray de
Sequenom basado en la espectrofotometria de masas (MALDI-TOF mass spectrometry -

Sequenom MassArray System and iPLEX Gold genotyping chemistry).

4.9 Consideraciones Eticas
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La participacion de los individuos del estudio sera completamente voluntaria, se solicitara
la firma del consentimiento informado (Anexo 2) donde se encuentra consignada la
informacion necesaria del proyecto, los objetivos, los riesgos de la participacion,
expresados en lenguaje cotidiano, ademas se resolveran las inquietudes que puedan

surgir durante el desarrollo del protocolo de Investigacion.

El presente estudio cumple con los requisitos para la investigacion en humanos segun la
resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud. De acuerdo al articulo 11 de la misma

resolucion se pueden identificar dos categorias de riesgo para el presente estudio:

Riesgo minimo: Examen fisico de diagnéstico, extraccion de sangre por puncién venosa

unica de aproximadamente 20 cc de sangre para extraccion y analisis de DNA.

Riesgo mayor que el minimo: Un estudio radiografico en proyeccion Antero-posterior de
rodilla mano y/o cadera por paciente le confiere exposicidon a una dosis de radiacion de
0.001 mSV que le supone al paciente un riesgo insignificante (menos de 1 en 1 millén) de

desarrollar cancer después del examen segun el Colegio Americano de Radiologia (24).

El manejo de la historia clinica y demas informacion recolectada se realizara bajo las mas
estrictas normas de confidencialidad previa autorizacion del comité de investigacion y

ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional.

El presente estudio no pretende evaluar recursos profilacticos tampoco terapéuticos en

el tratamiento de la OA de rodilla, mano y/o cadera. Los pacientes continuaran con el
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esquema de tratamiento sintomatico validado actualmente en las guias de manejo actual

de la OA de rodilla, mano y/o cadera.

Los resultados se publicaran en revistas medicas nacionales o internacionales indexadas

0 en congresos relacionados con el tema.

4.10 Propiedad Intelectual

La Propiedad intelectual se basa en el acuerdo 035 del 2003 del Concejo Académico de

la Universidad Nacional de Colombia.
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2. Presupuesto

DESCRIPCION

VALOR

Secuenciacion de los fragmentos
amplificados de DNA que continene
los polimorfismos D13 v D14 del gen
de la Asporina de los pacientes
incluidos en el estudio

$12.000.000

Compra de reactivos e Insumos
necesarios para el

desarrollo de la presente propuesta
como se describe a continuacion:
Compra de insumos para toma de
muestra: Tubo

Vacutainer Tapa Lila EDTA-K2 (600
tubos), algodon en torundas (2
bolsas), alcohol antiseptico JGB |1
garrafa, Hipoclorito de sodio |
garrafa,

guardianes pequetios 10 unidades,
aguja vacutainer

$8.000.000
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6.Cronograma de actividades

Fecha de inicio del Proyecto: 01 de junio de 2011.
Fecha de terminacion: 01 de junio de 2013.

Duracion: 24 meses.

ACTIVIDAD Mes Duracion
inicio (meses)

1. Recoleccion de pacientes, firma de consentimiento 1 14
informado.
2. Jornadas de Osteoartritis de rodilla, mano y/o cadera. 1 10
3. Valoracion clinica. 1 14
4. Toma de radiografias de rodilla, mano y/o cadera 1 14
5. Toma de muestras de sangre. 1 14
6.Procesamiento de las muestras de sangre 6 3
7.Extracciéon, amplificacion y secuenciamiento del DNA 6 3
8. Analisis de las radiografias segun escala de Kellgren 6 3
Lawrence.
9. Analisis de subgrupos poblacionales. 2
10. Analisis de polimorfismos. 3
11. Correlacién polimorfismos severidad radiografica de 3
OA de rodilla, mano y/o cadera.
12. Analisis Estadistico 3
13. Analisis de resultados 3

3

14. Redaccién y propuesta de de Articulo.
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Anexo A. Nombrar el anexo A de acuerdo con su contenido

47







/. Avances

Se presentan los avances del proyecto, siendo un estudio de casos y controles. El
tamano de los controles segun el calculo previo es de 239 pacientes, en el momento
contamos con 136 casos debidamente incluidos en el estudio, o que equivale a un
56.9%; respecto a los casos, siendo el numero de pacientes a incluir 239, en el momento
contamos con 40 pacientes debidamente estudiados e incluidos en el estudio, esto

equivale a un 16.7%.

A continuacién se presentan los datos netos de los controles, la edad promedio es de
76.2 afnos, las coomorbilidades mas frecuentes de los pacientes fueron: Hipertensién
arterial en un 75.6%, la presencia de Accidente cerebrovascular en un 10.9%, Diabetes
Mellitus tipo 2 fue de 22.68%, Enfermedad pulmonar Obstructiva crénica en un 38.65%,
Enfermedad coronaria en un 12.6 %, Tabaquismo en el 22.68 %, Insuficiencia renal
cronica 5.04% e Insuficiencia Cardiaca Congestiva en el 10.92%, como las
coomorbilidades mas importantes; ninguno de estos pacientes cumplia criterios clinicos

ni radiologicos compatibles con osteoartritis de manos, rodillas o cadera.

Los resultados netos obtenidos hasta ahora para los casos, se presentan a continuacion:

Tabla 1. Datos basales de los casos n= 40.

Tabla 7-1: Datos basales de los casos n= 40

Edad (afos) 72.05
Genero
Hombres 27.5% (11)
Mujeres 72.5% (29)
Estado civil
Casado 40%
Soltero 25%
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Viudo 22.5%

Unién libre 125%
HTA 75%
DM 20%
Hipotiroidismo 12.5%
EPOC 22.5%
Tabaquismo 32.5%
Reemplazo articular 2.5%
Peso (kg) 69.1
Talla (cm) 155.35
OA de rodilla 75%
OA de mano 65%
OA de cadera 37.5%

En los datos anteriores, se observa la edad promedio es de 72.05 afos, la mayor
prevalencia de Osteoartritis se presenta en las mujeres con 72.5 %, la OA de rodillas es

la mas prevalente con un 75%, manor 65% y cadera en un 37.5%.

La osteoartritis de rodilla, se detalla en la siguiente tabla los datos mas relevantes:

Tabla 2. Caracteristicas de la AO de rodilla.

Tabla 7-2: Caracteristicas de la AO de rodilla
OA rodilla
Mujeres 75.86%
Hombres 72.7%
T evolucién enfermedad
Mujeres (meses) 83.45
Hombres (meses) 34.5
Clasificacion radiolégica
KL 0 0%
KL 1 0%
KL 2 0%
KL 3 50%
KL 4 50%
Signos de inestabilidad rodilla 45%
Crepitos 77.5%
Rigidez rodilla
No rigidez 47.5%
Menos de 30 min 42.5%
30 min a 1 hora 10 %
mas de 1 hora 0%
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La prevalencia entre mujeres y hombres es muy similar, se identifica una diferencia
importante en el tiempo de evolucion de la enfermedad, 83.45 meses para las mujeres y
34.5 meses para los hombres. La clasificacion radiolégica el 50 % respectivamente se

clasifico como estadio 3 y 4.

La Osteoartritis de cadera, se presenta acontinuacion una tabla de datos.

Tabla 3. Caracteristicas de la OA de cadera.

Tabla 7-3: Caracteristicas de la OA de cadera
OA cadera
Mujeres 42.82 %
Hombres 18.1%
T evolucién enfermedad
Mujeres (meses) 32.3
Hombres (meses) 42
Clasificacion radioldgica
KL O 0%
KL 1 0%
KL 2 7%
KL 3 73%
KL 4 20%

Se resalta la mayor prevalencia de osteoartritis de cadera en las mujeres con un 42.82 %
comparado con un 18.1% en los hombres, a nivel radiologico, el 73% de las radiografias
se asocio a Kellgren-lawrece 3, el 20% a grado 4 y el 7% a grado 2. La evaoluacion de la

enfermedad para muejeres y hombres respectivamente fue de 32.3 y 42 meses.

Se presenta a continuacion la tabla de los datos de osteoartritis de manos:

Tabla 4. Caracteristicas de la OA de manos.

Tabla 7-4. Caracteristicas de la OA de manos
OA manos
Mujeres 62.06 %
Hombres 72.7%
T evolucién enfermedad
Mujeres (meses) 56
Hombres (meses) 66
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Clasificacion radioldgica
KL O
KL 1
KL 2
KL 3
KL 4

Presencia de nodulos
Heberden
Bouchard

Rigidez manos
No rigidez
Menos de 30 min
30 min a 1 hora
mas de 1 hora

0%
0%
0%
68%
32%

62.5%
42.5%

47.5 %
42.5%
10%

La osteoartritis de manos, la mayor prevalencia se registro en el grupo de hombres, el

tiempo de evolucién de la enfermedad para hombres y mujeres, fue respectivamente, 66

y 56 meses, la clasificacion radioldgica, el 32 % pertenece al grupo 4 y el 68 % al grupo

3. La presencia de nodulos de Heberden y Bouchard, fue respectivamente de 62.5 % y

42.5%; la rigidez de manos no se presento en el 47.5%, la rigidez con duracién menor de

30 minutos se presento en el 42.5%, el grupo de 30 minutos a 1 hora fue el 10% y

ninguno presento rigidez matinal mayor a 1 hora



A. Instrumento de recoleccidén de
Informacion

Proyecto de iInvestigacion "Determinacion polimorfismes D13 y D14 del gen de la Asporina en pacientes con OA™

COnsecutivo: | n* historial: | Fecha:
Institucion:

Hombre:

Mativo de & consulta:

Género: | ¢ [0 | Edad: |ce: Teléfona:

Lugar de nacimienta:

Lugar de nacimients madre:

Lugar de nacimiento padre:

Estado civit Soltero 0 casade O Divordada: [ viudo: O union libre: [
:Considera usted que pertenece a alyuna etnia poblacional? 5iCJ Ne O fcual?

Indigena i Afrodescendiente
Ocupacion laboral actual: Desde:

ultima ocupacidn laboral: Duracion:

éPractica o practico algun deporte de alto impacto? (futhol, taekwondo, boxeo, atletismo, salto)?
s5i0 w0 icuarR Intensidad horaria semanal:
fDurante cuanto tiempo?

Menopausia (ausencia de Menstruacion por 12 Meses CoNSBOUtivas) si0 wed

Anamnesis
Antecedentes
Patologicos s5i0) wo[J | éCudles?
Quirurgicos sild) wo[ | éCuales?
AlErgicos S50 mo[) | icules?
Tabaguismo 5il0 mo[] | W Cigamos al dia
Farmacolegicos | 5i[J mo[J | Cuales?

Acetaminofen | Maproxen Ibruprofen | Diclafenaco | Piroxicam | Melonicam
Glucosamina Vitamina I Condroitin | Tramadol | Otros:

Familiares si0 woD | écuales?

Traumaticos sil) mo[] | éCuales?

Accidentes previos con dafio enc Rodilla O cadera O Manos O columna O
Otro ¢Cual?
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ANTROPOMETRLA
Altura en metros | Pesa (kg) | mac
MANDS
Derecha zquierda | Bilateral | Fecha de Inicio de smtomas (meses)
Rigidez Matinal 5il])  mol] | Duracidn rigidez en minutos
Dolor articular si0  wo |
Dolor en IFD sid0 moO
Dolor en IFP i) mold
Dolor en 1a carpo metacarpiana 5ig Hu|:|_
Modulos de Heberden si0 ma
modulos de Bouchard s5i0 w0
Radiografia de mano derecha KLO KL 1 KL2 KL2 KL4
Radiografia de mano izquierda o KL 1 KL2 KL 3 KL 4
Obsenadones
RODILLAS
Derecha rquierda | Bilateral | Fecha de Inicio de sintomas |meses)
Rigidez Matinal 5iC0  mold | Duracion rigidez en minutos
Dodor articular al movimiento =i mold
cepios SO neOd| _ _
Radiografia de rodilla derecha [ KLO | KL1 | W2 | WKL3 | KL4
Inestabilidad articular rodilla derecha  siC)  wo[J |Colateral medio  siCJ no(J |Colaterallat  siCJ nolJ
- Cruzado ant s0 mﬂl;m.lzalhpusl sid nod
Radiografia de rodilla quierda KLO | KL1 | KL2 | KL3 | K4
Inestabilidad articular rodilla izquierda ;:g[:daerﬂmedh 500 wold |Colateral lat 5] nol)
|Cruzado ant 503 no0d |cruzado post si0 wed
Ohbsenacones
CADERA
Derecha Equierda | Bilateral | Fecha de Inicio de smtomas [mesas)
Dolor de cadera sid wed
Estrechamiento espacio articular en Rx siﬁ H.uﬁ
Osteofitos acetabulares o femorales Rx sil0 weld
afia de cadera derecha KLO KL 1 KL2 KL3 KL4
Radiografia de cadera mguierda i KL 1 KL2 KL 23 KL 4

Obsenadones
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Cuadro hematico HE Hcto Plaguetas Leucos
Neutros Linfos

PCR VEG FACTOR REMAUTOIDE

BUN CREATIMIMNA

ANTECEDENTES FAMILIARES 04 | AMTECEDEMTES FAMILLARES

Parentesoo Articulacion Hipertensicn arterial sild  mold
cardiopatia s5id  wod
Diabetes mellitus 2 si0  wo0
Oibesidad sid wod
Hipercolesterolemia sid0 wo0
Cancer i wod
ortra

| GENEALOGIA

O mujer | [] Hombre

OBSERVACIONES










B. Consentimiento Informado

= |
+

versina il AU RN AL momamas,
T

FACLILTAD DE MEDICIRA
DEMARTAMENTD DE CIENCLAS FISIOLOGICAS
DIVISION DE BIOQUIMICA

EZTUND OE ASDCKON ENTRE LOE POLISORFIEMOE DE REPETICON DE ACIDO
AIPARTICD DEL SEM ASPH Y LA OETEDARTRITIZ

Aprecisdo paciente:

En esta instRuciin se adelanta un estudio para comoosr sl e ndmemn de repeticioness
de &oido asparico pressmies &n e gen de 3 asporina se asocla con la osieocartits,
paessio que, =sbadics en poblaciones asidbicas han demosiads una asocladdn snine
Esins dos factores. For esta razon quersmas solckar su parscipacion &n el eshido. 3w
participacion es compieaments volantana; Ud. pueds deddir o paricipar o retirarss
ded eshudio =n cusiguier momenio sin gue eslo afecks sus conbroles y absnckin
presiada por la instiuckin. En esie caso recibind el raamienic usual ¥ = & hardn los
examenes de sboraioro gue wsualmente se realzan & 05 packenies con esta
enfermedad. Durankes el esfudio podrd planizar pregunizas adiclonales para adarar las
dudas. Ademds, las muestras obbepidas =n & eshudlo podrian ser empleadas 3 Soetum
En estudios similares aprobados por = comiBe de Stca de |a InstRuddn.

2l deckde participar, deberd marse, ademas de 05 eramenes rulnancs gue forman
parte del proceso de afenckdn a la osiecardrits, una muessima de sangre adiclional, en
gus se mmardn 15 mi. Las radiografias, gue forman parte del diagnosboo y
seguimienic de la osfeoariiis, s = practicardn independieni=menis de que parficips
o no en & eshudio. Las molesias que Usted posde eyperimentar son pocas. Algunos
pacientes pusden presentar iTEacion, alergla, dolor o formacion de hematomas en &l
sitio de s de sangre.

S| Ud. ac=pia parficipar, el evamien de sangre del eshudic no tendrd nimgan cosio.
Usted ¥ su midioo tatanies podran CORGCEr SUS MEsulados de oS EYAMEnes § Ener
urss expicackdn sobre os mismos con los especialsias &n reumaliclogls que fSorman
parte del grupo Investigador. Algunos de esios exAmenss son muy Impofaniss pa
saber sobre su enfermedad, osiecairdils. Mo s= ofrecerd ninguna compensackin
monsaris. Ls informaciin recoleciada s& utilzsrd exchasivamente para ios proposios
ded eshedio ¥ serd manbenida =n forma confidencial. Los resuliades s= publlcaran =n
revisias clentficas como dafos agrupados y mo individuales. En =siss publicaciones no
SE InChuyen IG5 ROMbres de 1S packemes.
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%
4

(BT T TR P el P PRT P T
o

FACULTAD DE HEDICIRA
DEFARTAMENTO DE CIENCLAS FISIOULSAICAS

DIVISTON DE BIOQUEMICA

Al frmar exie consenimiento reconooe gus B entendido las condiciones y objetivos
def =shudis, esta safisfecho con b informacdn brindisda por el médico tratanie guien
ha hecho =m un lenguajs daro y sencllo, s& e do la cporfbunkdad de esoiver las dodas
¥ comprends & akcance, benefickos ¥ fesgos gue conlisva su paricipacion.

21 durante este sshudio Hene siguna duda sobre =] tipo de Investigacion que se reallzs
o v valimsmdo sus derechos, debes comunicarse con & ComBé de Lfica d= a Faouitsd
de Medicna de la Universidad Macional d= Colombla, ssde Bogota, al ndmem
3165000 Ext. 15045

El coomdinador o=l estudio en est msfhecion =z B (=] D
(D con guien Ld. s& pueds poner
en contacio en & bdeduno:

Hombre:
Firmac
Cadula:
Chudad y Techa

Testgao:
Cedula:

Firma Innvesigasdcr,

Himero reglsbro médico;
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